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editorial 1

Biorrefinarias e Biotecnologia Industrial sdo expressdes com
um crescente impacto no nosso dia a dia e, como tal, a SPBT
ndo podia deixar de publicar um Boletim centrado nestas
tematicas. Com efeito, o desenvolvimento da Biotecnologia
Industrial e a consequente implementagdo de Biorrefinarias
constitui uma alternativa a utilizagdo do petréleo na produ-
¢do de produtos quimicos. A utilizagdo da biomassa como
matéria-prima substituta do petréleo na produgdo de muitos
produtos quimicos permitird a implementagdo de um siste-
ma mais sustentavel para a produgdo de produtos quimicos
e farmacéuticos e energia.

Naturalmente que a importancia destes temas levou a que
muitos investigadores em Portugal orientassem a sua ativida-
de para as diferentes vertentes associadas ao desenvolvimen-
to da Biotecnologia Industrial. A qualidade e a quantidade
do trabalho de investigagdo desenvolvido exige a sua divul-
gacdo, motivo pelo qual se espera com a publicagdo deste
boletim dar a conhecer o importante trabalho que tem vindo
a ser feito pelos diferentes grupos de investigagdo em Portu-
gal num tema da maior relevancia para o desenvolvimento
industrial sustentavel.

Para concluir, gostaria de agradecer a Ligia Martins o exce-
lente trabalho que desenvolveu e que permitiu a publicagao
desta edicdo centrada na Biotecnologia Industrial. Espero
também que a publicacdo deste Boletim seja um desafio
para que os sécios da SPBT contribuam ativamente para a
publicacdo de outras edi¢gdes em outras dreas de intervencao
da Biotecnologia

José Teixeira
(Presidente da SPBT)

Contamos com todos para uma
SPBT dinamica e participativa
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Resumo

Hoje em dia os pré-tratamentos precisam ser robustos, para num mesmo processo, se produzirem compostos de alto valor acres-
centado e substratos para a conversdo em biocombustiveis, como o etanol. Os processos hidrotérmico e organosolv retinem as
caracteristicas para serem aplicados ao conceito de biorrefinaria. Neste trabalho, apresenta-se o fundamento e as aplicagoes

dos dois pré-tratamentos.

Introducao

A procura global crescente por biocombustiveis reflecte-se
no aumento da sua produgdo global que aumentou 17%
em 2010, em relagdo a 2009 [1]. O grande interesse pelos
biocombustiveis é a procura da independéncia dos combus-
tiveis de origem féssil. Uma alternativa para estes é a pro-
ducdo de bioetanol a partir de materiais lenhocelulésicos,
chamados de segunda geracdo. No entanto, este processo
ainda ndo é lucrativo e a sua comercializacdo ainda esta
em desenvolvimento. Isto deve-se a vdrias razoes, tais como
as diferentes politicas publicas nos varios paises, mas tam-
bém as dificuldades de natureza operacional inerentes ao
processo. A produgdo mundial de bioetanol em 2012 foi de
82,567.40 milhdes de litros [2]. Os biocombustiveis como
o bioetanol apresentam ainda vantagens ambientais, econé-
micas e até mesmo sociais. Perante este cendrio, o bioetanol
passard a constar de forma definitiva na agenda dos governos
e das politicas de praticamente todos os paises.

Por outro lado, nos Gltimos anos surgiu um conceito ou fi-
losofia chamado biorrefinarias integradas, um conceito ana-
logo ao das refinarias de petréleo [3]. Hoje em dia o papel
das biorrefinarias centra-se na integragdo de processos tradi-
cionais e modernos para a utilizagdo de biomassa renovével
na producdo de energia e reagentes. Actualmente existem
poucas plantas de biorrefinaria a operar em escala industrial.
Inbicon, é considerada uma planta de biorrefinaria a nivel
de demonstragdo, localizada em Kalundborg, na Dinamarca.
A fébrica converte 4 toneladas de palha de trigo por hora
em bioetanol, além de melago (usado principalmente em ali-
mentos) e pellets de lenhina (utilizado na producgao de calor
e eletricidade) [3].

O processo geral da produgdo de bioetanol a partir de mate-
riais lenhocelulésicos consiste em: 1) moagem de material,
2) pré-tratamento, 3) sacarificagdo enzimatica e 4) biocon-
versdo dos aclcares obtidos em bioetanol. Com base no

conceito de biorrefinaria, o pré-tratamento desempenha um
papel fundamental nesta filosofia, uma vez que produz com-
postos de alto valor e substratos para a producao de biocom-
bustiveis. Este trabalho concentra-se em diferentes tipos de
pré-tratamentos para a producdo de bioetanol e produtos de
alto valor agregado a partir de materiais lenhocelulésicos,
tendo em conta o conceito das biorrefinarias.

Biomassa lenhocelulésica

Os materiais lenhocelulésicos sdo as principais fontes de
carboidratos e tém vindo a ser estudados como fonte de
aglcares fermentaveis para a producdo de biocombustiveis
como bioetanol, biogds e biohidrogénio [4]. Estes materiais
estdo bastante disponiveis e sdo de baixo custo, podendo-se
destacar, entre eles muitos residuos agro-industriais. Ruiz et
al. [3] reportaram uma listagem completa de materiais le-
nhocelulésicos. Dependendo da origem da matéria-prima,
o material pode ser constituido por trés componentes princi-
pais: celulose, hemicelulose e lenhina, principalmente. Por-
tanto, este material é uma fonte importante para a obtencao
de aglcares fermentaveis e uma alternativa para a producdo
de bioetanol da chamada segunda geragao e outros compos-
tos de alto valor.

Pré-tratamento: fundamentos

Nas Ultimas décadas houve um grande interesse na inves-
tigacdo no sentido de melhorar a hidrélise enzimatica dos
materiais lenhocelulésicos, com o intuito de tornar mais efi-
ciente a conversao da celulose e hemicelulose em bioetanol,
estando muitos estudos a ser realizados nos pré-tratamentos.
Em teoria, o processo de pré-tratamento ideal no conceito de
biorrefinaria deverd ser capaz de: 1) reduzir o tamanho das
particulas lenhocelulésicas, 2) maximizar a recuperagio de
celulose, 3) obter um substrato susceptivel a hidrélise enzi-
matica, 4) evitar a formagdo de produtos de degradagdo dos
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aclcares como acido acético, furfural, hidroximetilfurfural e
acidos fendlicos (inibidores da fermentacdo), 5) deslenhifi-
car e a0 mesmo tempo preservar a hemicelulose, 6) recu-
perar os co-produtos de valor acrescentado [5]. Contudo,
esta etapa de pré-tratamento aumenta o custo efectivo do
processo global de conversao de materiais lenhocelulésicos,
sendo uma das etapas mais dispendiosas de todo o processo.
Deste modo, torna-se essencial aproveitar todos os produtos
e co-produtos no processo de pré-tratamento, aplicando o
conceito de biorrefinaria, o que ajudara a diminuir o impac-
to econémico global e ambiental do processo de segunda
geragao.

A classificagdo dos pré-tratamentos estd agrupado em: fisicos
(tratamento mecanico por trituragdo, moagem), fisico-quimi-
cos (agua liquida quente, explosdo a vapor, alta energia de
radiacdo, explosdo por fibra de amoénia), quimicos (liquidos
iénicos, peréxido de hidrogénio, ozénio, acidos diluidos ou
concentrados, bases alcalinas como hidréxido de sédio, or-
ganosolv com e sem catalisador, explosdo a vapor com ca-
talise), biolégicos (fungos de degradacdo) e por dltimo uma
combinagdo dos mesmos pré-tratamentos [6]. Todavia, ne-
nhum deles é considerado claramente superior aos restantes,
ja que é dificil avaliar e comparar as tecnologias dos pré-
tratamentos. Cada um apresenta vantagens e desvantagens.

Pré-tratamentos promissores “autohidroélise
e organosolv”

Desde ha alguns anos, o nosso grupo de investigagdo no
Centro de Engenharia Biolégica da Universidade do Minho
tem trabalhado com dois pré-tratamentos que atendem a filo-
sofia de biorrefinarias: autohidrdlise e organosolv.

O processo hidrotérmico (autohidrélise ou agua liquida
quente), é considerado um dos métodos mais promissores de
pré-tratamento dos materiais lenhocelulésicos no conceito
de biorrefinarias. Trata-se de um processo amigo do ambien-
te, que consiste na utilizacao de dgua a alta temperatura (ge-
ralmente entre 160 °C e 220 °C) e alta pressao, provocando
0 aumento da sua forca idnica. Este método leva a uma des-
polimerizagdo da hemicelulose, que é catalisada pelos ides
hidrogénio gerados in situ pela autoionizagao da agua e pelo
acido acético formado na reaccdo da mesma hemicelulose.
Dependendo da severidade do processo (tempo e temperatu-
ra), o grau de polimerizagao da hemicelulose pode aumentar
ou diminuir.

Deste processo resulta uma fase liquida, contendo principal-
mente hemicelulose, e uma fase sélida contendo celulose e
lenhina. Além disso, diferentes quantidades de lenhina po-
dem ser extraidas com dgua e em tais condig¢des a celulose
permanece praticamente intacta. O processo hidrotérmico
ndo requer o uso de acidos e, consequentemente, ndo ha ne-
cessidade de se trabalhar com reactores altamente resistentes
a corrosao, reduzindo o custo deste processo [3]. Uma abor-
dagem comum para avaliar a intensidade do pré-tratamento
hidrotérmico (autohidrélise) é o emprego do chamado factor
de severidade (R ), definido por Overend e Chornet [3]. Uma
vez que R, depende da temperatura e do tempo, este factor
pode ser usado para medir o efeito combinado de ambas as
varidveis num dado tratamento.

Em seguida, sdo apresentados uma série de trabalhos reali-
zados no nosso centro de investigacao usando o processo de
autohidrdlise baseada no conceito de biorrefinaria (Fig. 1).
Ruiz et al. [7] determinaram os efeitos na producdo de bioe-

tanol usando como substrato a palha de trigo tratada com o
processo de autohidrélise, obtendo um material muito sus-
ceptivel a hidrélise enzimatica e fermentagdo. Romani et al.
[5] estudaram a produgdo de bioetanol a partir da fracgao ce-
lulésica de Eucalyptus globulus tratada por autohidrélise em
regime ndo-isotérmico, obtendo altas conversées de glucose
a etanol. Uma recente aplicagdo dos licores hemicelulésicos
é a produgao de enzimas (8). Michelin et al. [9] estudaram a
producdo de enzimas xilanases usando o licor (hidrolisado)
hemicelulésico a partir de caroco de milho, sendo obtidos
alto niveis de actividade de enzimas xilanases. Numa nova
aplicagdo, Ruiz et al. [10] desenvolveram filmes usando a
fraccdo hemicelulésica para reforcar as propriedades me-
canicas e fisicas da matriz polimérica de carreganano e da
goma de alfarroba. Demostrando a utilizagdo desta frac¢ao
com base no conceito de biorrefinaria.

Outro pré-tratamento importante que tem atraido muito inte-
resse € o processo de organosolv, também considerado como
um processo amigo do ambiente comparado com o processo
kraft e sulfito, ja que estes processos tém algumas deficién-
cias graves, tais como a polui¢do do ar e da 4gua. O pré-tra-
tamento de organosolv, € um método de deslenhificacao que
como o seu nome indica, usa solventes organicos (etanol,
acetona, propanol, metanol, etilenoglicol, glicerol, acido
férmico, acido acético, etc.), que podem ser facilmente recu-
perados por destilagdo. Os solventes provocam a solubiliza-
¢do da lenhina, ja que sdo muito mais selectivos e tém uma
maior eficiéncia de extracgdo. Este processo consiste na uti-
lizagdo de altas temperaturas, geralmente entre 160 °C e 220
°C e de alta pressao, podendo ser operado na presenca ou
auséncia de catalisador (hidroxido de sédio, acidos minerais,
4cido sulftrico, acido cloridrico, acido fosférico). O catali-
sador melhora o rendimento da deslenhificagdo e promove a
quebra de ligagdes quimicas da lenhina. Este pré-tratamento
de organosolv, além de possuir vantagens econémicas e am-
bientais, permite a recuperacdo de lenhinas por acidificagdo
com elevada pureza e um alto grau de preservacao da estru-
tura da lenhina. Tal como no processo hidrotérmico, existe
também um paradmetro do processo para representar a tem-
peratura e o tempo, chamado de H-factor [3].

Conceito de Biorefineria

Materiais Lenhocelulésicos

y

Organosolv

Autohidrélise

Liquido Sélido Liquide Sélido

| I

- Enzimas ETANOL

- Materiais de isolamento ETANOL
Filmes - Antioxidantes

Xilooligossacarideos - Reforgo de borracha

- Etanol - Surfacta

Figura 1: Esquema simplificado para os processos de autohidrélise e
organosolv usando o conceito de biorrefinarias

Ruiz et al. [11] estudaram os efeitos da temperatura e tem-
po na extraccdo por acidificagdo de lenhina. Esta lenhina
da palha de trigo foi extraida pelo processo de organosolv
em meio alcalino e caraterizada por FTIR mostrando uma
lenhina de alta pureza. A lenhina obtida pelo processo de
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organosolv tem diversas aplicagdes: adesivos de madeira,
compostos de moldagem, retardadores de chama, aditivos
de combustivel Diesel, aditivos de fabricagdo de papel, ma-
teriais de isolamento, surfactantes, extensores de asfalto,
reforco de borracha, antioxidantes, derivados quimicos da
lenhina (Fig. 1). Romani et al. [12] verificaram a suscepti-
bilidade a hidrdlise enzimatica e fermentagdo na producado
de bioetanol da celulose de Eucalyptus globulus obtida no
processo de organosolv.

Conclusoes

Neste trabalho, foram apresentados dois pré-tratamentos
muito promissores para o conceito de biorrefinaria integrada,
o processo hidrotérmico e organosolv. No primeiro, a hemi-
celulose é despolimerizada e no segundo a lenhina é solubi-
lizada originando produtos de alto valor. Em ambos os casos
também se gera um substrato para a producao de bioetanol,
fechando um ciclo completo no conceito de biorrefinaria.

Referéncias

[1] Biofuels Make a Comeback Despite Tough Economy. Disponivel a partir
de: www.worldwatch.org. Acesso [Fevereiro 9, 2013].

[2] F.O Licht’s World Ethanol and Biofuels Report.

[3] Ruiz, H.A., Rodriguez-Jasso, R.M., Fernandes, B.D., Vicente, A.A., Teixei-
ra, J.A. (2013) Hydrothermal processing, as an alternative for upgrading
agriculture residues and marine biomass according to the biorefinery
concept: A review. Renewable Sustainable Energy Rev. 21, 35-51.

[4] Kaparaju, P, Serrano, M., Thomsen, A.B., Kongjan, P., Angelidaki, I.
(2009) Bioethanol, biohydrogen and biogas production from wheat straw
in a biorefinery concept. Bioresour Technol. 100, 2562-2568.

(5]

(7]

[10]

[11]

[12]

Romani, A., Garrote, G., Alonso, J.L., Parajo, J.C. (2010) Bioethanol pro-
duction from hydrothermally pretreated Eucalyptus globulus wood. Bio-
resour Technol. 101, 8706-8712.

Galbe, M., Zacchi, G. (2012) Pretreatment: the key to efficient utilization
of lignocellulosic materials. Biomass Bioenergy 46, 70-78.

Ruiz, HA., Silva, DP,, Ruzene, DS., Lima, LF, Vicente, AA., Teixeira, JA.
(2012) Bioethanol production from hydrothermal pretreated wheat straw
by a flocculating Saccharomyces cerevisiae strain — Effect of process con-
ditions. Fuel 95, 528-536.

Michelin, M., Polizeli, MLTM., Ruzene, DS., Silva, DP., Vicente, AA.,
Jorge, JA., Terenzi, HF., Teixeira JA. (2012a) Xylanase and B-xylosidase
production by Aspergillus ochraceus: New perspectives for the appli-
cation of wheat straw autohydrolysis Liquor. Appl Biochem Biotechnol.
166, 336-347.

Michelin, M., Polizeli, MLTM., Ruzene, DS., Silva, DP., Ruiz, HA., Vicen-
te, AA., Jorge, JA., Terenzi, HF., Teixeira JA. (2012b) Production of xyla-
nase and B-xylosidase from autohydrolysis liquor of corncob using two
fungal strains. Bioprocess Biosyst Eng. 35, 1185-1192.

Ruiz, HA., Cerqueira, MA., Silva, HD., Rodriguez-Jasso, RM., Vicente,
AA., Teixeira, JA. (2013) Biorefinery valorization of autohydrolysis wheat
straw hemicellulose to be applied in a polymer-blend film. Carbohydr
Polym. 92, 2154-2162.

Ruiz, HA., Ruzene, DS., Silva DP., Macieira da Silva, FF., Vicente, AA.,
Teixeira, JA. (2011) Development and characterization of an environ-
mentally friendly process sequence (autohydrolysis and organosolv) for
wheat straw delignification. Appl Biochem Biotechnol. 164, 629-641.

Romani, A., Garrote, G., Lépez, F., Parajo, JC. (2011) Eucalyptus globulus
wood fractionation by autohydrolysis and organosolv delignification.
Bioresour Technol. 102, 5896-5904.

Boletim de Biotecnologia
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Resumo

O desenvolvimento de processos que permitam o fraccionamento eficiente da biomassa (tradicionalmente designados por pré-
tratamentos) constitui uma parte muito significativa do esforgo cientifico que tem sido feito para a transformagao das biorrefina-
rias numa realidade industrial. Este artigo apresenta uma breve revisao dos processos de fraccionamento, sendo dada particular
atengdo a processos emergentes, discutindo também as suas possiveis vantagens e limitagoes.

Introducao

A biomassa vegetal é constituida por trés macromoléculas
principais, celulose, hemicelulose e lenhina, cuja composi-
¢do quimica e teor relativo variam de acordo com a origem
biolégica do material.

Historicamente, os pré-tratamentos da biomassa foram de-
senvolvidos tendo como principal objectivo facilitar a subse-
quente hidrélise da celulose. Contudo, mais recentemente,
estes tém vindo cada vez mais a ser entendidos como pro-
cessos de fraccionamento que permitam a valorizagdo inte-
gral da biomassa [1,2]. De facto, na biorrefinaria pretende-
se, tanto quanto possivel, maximizar o valor de cada uma
dessas fracgoes, o que usualmente implica que tenham de
ser valorizadas individualmente. Isto implica o seu fraccio-
namento selectivo, o que nem sempre é facil de alcancar.

Os métodos de pré-tratamento/fraccionamento incluem pro-
cessos fisicos, quimicos e biolégicos. Embora alguns destes
métodos ja se encontrem bem estabelecidos, tém ainda li-
mitagoes que urge resolver. Recentemente tém sido feitos al-
guns progressos importantes, ndo sé na optimizagdo desses
processos mas também ao nivel do desenvolvimento de ou-
tros processos alternativos e inovadores que exploram dife-
rentes propriedades dos materiais lenhocelulésicos.

Neste trabalho apresenta-se uma revisdo dos processos de
pré-tratamento da biomassa sendo dada uma atengdo espe-
cial aos novos métodos de pré-tratamento e discutida a sua
aplicabilidade ao nivel industrial.

Principais opcoes de pré-tratamento

As opgdes de pré-tratamento para o fraccionamento da bio-
massa podem ser classificadas em fisicas, quimicas, fisico-
quimicas e biolégicas (Tabela 1). Os métodos biolégicos sao,
em geral, menos eficazes para o fraccionamento da biomas-
sa, e nao serdo discutidos neste trabalho.

Pré-tratamentos fisicos

Os pré-tratamentos fisicos permitem aumentar o tamanho
dos poros e a drea superficial disponivel, assim como dimi-
nuir a cristalinidade da celulose e o seu grau de polimeri-
zagdo. Podem ser utilizados diferentes tipos de processos
fisicos, alguns dos quais, como por exemplo os ultrassons
e a irradiagdo, sdo frequentemente utilizados em combina-
¢do com métodos quimicos. Alguns exemplos da aplicacao
eficaz destes métodos incluem combinagdes com agentes
acidos, alcalinos, peréxido de hidrogénio [3].

Pré-tratamentos quimicos

Os pré-tratamentos quimicos convencionais incluem princi-
palmente os tratamentos com acidos. Sdo usualmente uti-
lizadas duas abordagens: acido concentrado/temperatura
baixa e acido dilufdo/temperatura elevada.

Processos acidos: os processos que utilizam acidos concen-
trados permitem a hidrélise das hemiceluloses e da celulose,
enquanto que a hidrélise com 4cido diluido é mais especi-
fica para as hemiceluloses, produzindo uma fracgio sélida
rica em celulose, adequada para uma hidrélise enzimatica
posterior. A hidrélise acida requer que os acidos sejam pos-
teriormente reciclados/neutralizados, produzindo grandes
quantidades de residuos e conduzindo também a perdas dos
hidrolisados.

De entre os restantes processos quimicos destacam-se ainda:
Processos alcalinos: estes processos afectam fundamen-
talmente a lenhina e em menor grau as hemiceluloses. Os
agentes alcalinos mais utilizados sdo hidréxidos (de sédio,
de potdssio ou de calcio). Para além destes, os tratamen-
tos alcalinos alternativos que utilizam aménia, por exem-
plo AFEX (“ammonia fibre explosion”) e ARP (“ammonia
recycling process”) [4], ttm também vindo a ganhar cada
vez mais interesse. O AFEX, em particular, podera ter um
grande potencial uma vez que permite uma elevada digesti-
bilidade enzimatica da celulose, reducio do teor de lenhina
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Tabela 1 — Processos para o fraccionamento de materiais lenhocelulésicos.

Moagem

Processos acidos

Fisico micos

LI (MRt CHUTMEEREIN - Auto-hidrélise (“liquid hot water”)

Biol 0s

e remogdo de hemicelulose com uma formagdo muito baixa
de produtos de degradacdo. Os custos deste processo tém,
no entanto, impedindo a sua utilizagdo a nivel industrial.

Processos organosolv: estes processos utilizam misturas
aquosas com solventes organicos (acetona, etanol, metanol)
que podem ser utilizados em combinagdo com outros cata-
lisadores, nomeadamente acidos, conduzindo a dissolugdo
da lenhina e a hidrélise da hemicelulose. A economia glo-
bal destes processos depende da reciclagem dos solventes,
embora solventes como o etanol tenham a vantagem de ser
facilmente reciclaveis e serem eles préprios produtos das
biorrefinarias [1].

Processos com ozono: o ozono é um oxidante muito po-
deroso pelo que o tratamento com ozono é eficaz para a
deslenhificacdo e também para a despolimerizagdo par-
cial das hemiceluloses. O processo é geralmente realizado
a temperatura ambiente ndo dando origem a formagao de
compostos inibidores. Tem também a vantagem de aumentar
o rendimento da hidrélise enzimética sem deixar residuos
no material tratado. A principal desvantagem sdo as grandes
quantidades de ozono necessarias.

Novos processos quimicos

Processos com (super)acidos solidos (SSA): os SSA podem
ser definidos como &cidos mais fortes que acido sulfirico
concentrado (superacidos de Bransted), ou dcidos mais fortes
que o cloreto de aluminio (superacidos de Lewis). Embora
o uso destes acidos tenha sido proposto pela primeira vez
nos anos 80 para a hidrélise de oligo- e polissacdridos [5],
s6 recentemente surgiu um interesse renovado pela sua uti-
lizagdo.

Sdo exemplos de SSA, o 4cido nidbico (Nb,O,-nH,0), H-
mordenite (zedlito), Nafion NR50, Amberlyst-15, carvao ac-
tivado sulfonado, e carvao amorfo com grupos SO,H, COOH
e OH e outros materiais como a bentonite e o caulino. As
vantagens dos SSA residem na possibilidade de utilizar tem-
peraturas moderadas e volumes de dgua reduzidos, além de
que apresentam poucos problemas de corrosdo, seguranga e
geracdo de residuos/subprodutos. Além disso, os catalisado-
res sélidos podem ser separados com facilidade sem perda
de actividade e com baixo consumo de energia.

A celulose e hemicelulose podem ser hidrolisadas (a mono-
e oligossacaridos) com uma recuperacdo da lenhina de cerca
de 100% [6]. O uso de SSA em combinagao com liquidos i6-
nicos podera ser de grande interesse para explorar possiveis
sinergias. Uma vez que existe jd uma tradicdo de utilizacdo
industrial noutras areas, a possibilidade de utilizagdo destes
catalisadores nas biorrefinarias parece ser muito promissora,
em particular, o uso de SSA, em combinagdo com os proces-
sos de auto-hidrélise (ver abaixo).

Trituragao
Processos alcalinos

Exploséo com vapor

Ultrassons Micro-ondas Radiagao [

Ozondlise Liquidos iénicos

Fluidos Supercriticos

Fungos da podriddo branca ou castanha

Processos com sais inorgdnicos: os sais inorganicos podem
ser considerados como dcidos de Brensted. O aumento da
taxa de hidrélise das hemiceluloses e da celulose durante
o processamento da biomassa em meio dcido [7] embora
possam também ser utilizados isoladamente [8]. Os sais
mais usados para o fraccionamento da biomassa sao o FeCl,,
FeSO,, Fe(NO,),, AL(SO,),, AICI,, e MgSO,. Em geral, o efei-
to catalisador diminui com a diminui¢do do potencial de
ionizacgao (Fe**> Mg*> Ca’*> K*). O principal efeito deste
tratamento é a solubilizagdo parcial da lenhina e hidrélise
da hemicelulose com uma recuperacao de pentoses elevada,
enquanto que a celulose nio é praticamente degradada [8,
9]. Este método tem algumas vantagens especificas, nomea-
damente as elevadas taxas de reaccao e induz menor corro-
sdo do que os processos acidos. Os sais sdo também mais fa-
ceis de reciclar e, devido ao pH mais suave, a neutralizagdo
pode até mesmo ser evitada.

Processos com liquidos iénicos (ILs): os ILs constituem sol-
ventes alternativos para o fraccionamento da biomassa.
Tratam-se de sais com ponto de fusdo <100°C, elevada esta-
bilidade térmica e elevado poder dissolvente. Uma das van-
tagens da utilizacdo de ILs é a possibilidade de dissolugao
completa e selectiva de madeira na sua forma nativa, o que
tem aberto novas possibilidades para processar, fraccionar e
derivatizar a biomassa lenhocelulésica. Os trabalhos pionei-
ros de Rogers e colaboradores [10] demonstram que alguns
ILs a base de imidazole podem dissolver até 25% da celu-
lose. Os principais trabalhos tém-se centrado na utilizagdo
de ILs a base de cloreto, embora exista também um gran-
de interesse no desenvolvimento de novos ILs, com baixa
viscosidade e temperatura e ponto de fusdo mais baixo [11,
12]. Embora tenha sido demonstrada a eficacia dos ILs na
dissolugdo da celulose, o estudo da solubilidade das hemi-
celuloses e da lenhina em ILs, s6 muito raramente tem sido
referida. No entanto, para o fraccionamento da biomassa
existem duas abordagens possiveis. Uma delas consiste na
dissolucao completa seguida de precipitagdo selectiva e a
segunda pode ser a dissolugao selectiva de um ou mais dos
componentes tal como ja descrito para a lenhina e (hemi)
celulose [13,14]

Processos fisico-quimicos

Os processos fisico-quimicos incluem principalmente os
processos hidrotérmicos, tais como a auto-hidrdlise (“liquid
hot water”, LHW) e a explosdo com vapor. Estes métodos
baseiam-se na utilizacdo de dgua, vapor, ou ambos, e ca-
lor para o tratamento da biomassa. Nestas condi¢des ocorre
hidrélise dos grupos acetilo das hemiceluloses, com solubi-
lizacdo parcial ou total das mesmas. A auto-hidrélise utiliza
agua liquida comprimida (pressdo acima do ponto de satu-
ragdo) enquanto que na explosdao com vapor a biomassa é
tratada com vapor de agua saturado a elevada pressao sendo
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Tabela 2 — Comparagao de alguns processos para o fraccionamento de materiais lenhocelulésicos.

“m »
quuldos

Amdos Explosao
m AFEX Auto-hidrélise

Fluidos
supercriticos

iénicos

Temperatura 1 1 Lo 1/0 0/
N T T A S R
hemicelulose 1 0 EE 0 } 1 g ! T EE
! 1 e ! ! ! ! ! vor !
1 NA. EE 1 1 1 171 0 1 EE
! l W 1 ! ! t 1 1 1
1o n ! ! NA ! 1o ! ! {o
o e )
t ! o ! t t vt o f
I ——————
?:t(;u pz:iaoiéez oS Dificil Necessario Facil Facil Necessario N.A. N.A. Necessario Necessario N.A./Necessario
T ! N.A. ! l ! ! N.A. N.A.
Sim Sim Nao Sim/Nao Nao Sim Sim Sim Nao Sim

T, elevado; l, baixo; 0, moderado; EE, em estudo; N.A., ndo aplicavel

depois a pressdo reduzida rapidamente o que faz com que
o material sofra uma descompressdo subita e explosdo. No
tratamento de explosdo com vapor é também frequente a
impregnacao da biomassa com diversos catalisadores, como
por exemplo, o H,SO,, SO,, CO, ou agentes alcalinos no-
meadamente com aménia resultando no processo AFEX ja
referido anteriormente.

A auto-hidrdlise e a explosdo com vapor permitem uma hi-
drélise relativamente elevada da hemicellulose podendo, em
particular no caso da auto-hidrélise, obter-se uma recupera-
¢3o elevada de hemicelulose com uma baixa formacdo de
inibidores enquanto que a celulose e lenhina ndo sdo pra-
ticamente degradadas (particularmente no caso da auto-hi-
drélise) [15, 16] podendo ser utilizadas noutros processos. A
explosdo com vapor permite aumentar significativamente a
digestibilidade enzimdtica. Nestes processos, por apresenta-
rem um pH moderado, os problemas de corrosdo sdao muito
reduzidos e os passos de reciclagem dos dcidos e dos pre-
cipitados poderdo ndo ser necessdrio, reduzindo os custos.

Novos processos fisico-quimicos

Fluidos supercriticos (scFs): os scFs sdo gases acima da sua
temperatura e pressdo criticas. Os mais utilizados sdo o di6-
xido de carbono e a agua. As propriedades dos scFs, nome-
adamente os coeficientes de particdo e a solubilidade, sao
facilmente ajustaveis, ou seja, pequenas alteragdes na tem-
peratura ou pressdo perto do ponto critico podem resultar
em alteragGes da solubilidade até cerca de 100 vezes, simpli-
ficando a separagdo. O pré-tratamento de biomassa lenho-
celuldsica com scFs, principalmente com scH,O ou scCO,,
é ainda pouco referido [17,18]. No entanto, como a dgua
em condigdes sub- ou supercriticas se comporta de forma
bastante diferente da dgua a pressdo e temperatura normais,
pode esperar-se que os tratamentos com scH,O sejam mais
eficientes além de que a hidrélise com dgua (auto-hidrdlise)
é facilitada pelo facto de a dgua desenvolver caracteristicas

acidas a temperaturas elevadas. Assim, estes tratamentos po-
derdo permitir a separacdo completa da hemicelulose e um
aumento significativo da digestibilidade enzimdtica da ce-
lulose [19]. A utilizagdo de CO, supercritico pode também
permitir o aumento da hidrdlise de celulose [18] que quando
combinado com o uso de acidos orgdnicos podera permitir
ainda o aumento do rendimento do processo, sendo assim
evitado o uso de 4cidos minerais e reduzida a corrosdo. O
uso de CO, permite também, em geral, reduzir a temperatura
do processo e a formagdo de produtos de degradagio permi-
tindo assim a obtencdo de rendimentos elevados. Além dis-
so, o uso de CO, facilita também a separacdo de produtos.

Conclusoes

Tal como se pode inferir da discussdo anterior, ndo existe um
método Unico que possa satisfazer todos os requisitos para
o fraccionamento da biomassa de forma eficiente. Como
tal, é previsivel que no futuro venha a ocorrer um aumento
do estudo de métodos combinados/sequenciais que tenham
como alvo diferentes fracgdes separadas. Neste cendrio, a
utilizacdo de processos suaves e ambientalmente sustenta-
veis tendo como objectivo a recuperacdo da hemicelulose e
a separacao de lenhina de elevada qualidade poderd ser van-
tajosa. Além disso, os processos inovadores nomeadamente
aqueles baseados no uso de liquidos i6nicos, por exemplo,
poderdo ser eficazes, porque poderdo permitir incorporar os
dois objectivos num tnico processo.
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O aumento crescente nos pregos do petréleo A
relancou o interesse na utilizacdo de matérias-
primas mais baratas, disponiveis e renovaveis
para a producdo de compostos quimicos, ener-
gia e combustiveis. Assim, as biorrefinarias
— onde a matéria-prima é a biomassa vegetal
— surgem como uma alternativa as tradicionais
refinarias, com a vantagem adicional de permi-
tirem processos sustentdveis, ja que ha um ba-
lango entre o diéxido de carbono fixado pelas
plantas durante a fotossintese e o libertado na
utilizacdo industrial da biomassa.

No entanto, para serem economicamente via-

veis, as futuras biorrefinarias devem separar e

degradar eficientemente os constituintes de biomassa vegetal
vascular - a celulose, a hemicelulose e a lenhina - da mesma
forma que as refinarias de petréleo separam as suas fragoes.
O passo limitante na exploragdo industrial da biomassa ve-
getal é a grande resisténcia da lenhina a degradagdo biolé-
gica e quimica.

A resisténcia da lenhina a degradacao resulta da sua compo-
sicdo e estrutura heterogéneas, as caracteristicas que fazem
com que este polimero, desempenhe eficientemente a sua
fungdo fisiolégica — dar as plantas rigidez, impermeabilidade
e protecdo contra ataques bioldgicos e mecanicos, i.e. pro-
teger fisicamente a celulose e a hemicelulose da hidrélise
enzimdtica. A lenhina é composta por diferentes unidades
fendlicas e ndo fendlicas que formam uma matrix tridimen-
sional, irregular e insoldvel, interligada por uma grande
variedade de ligacoes éter e carbono-carbono (Figura 1A),
onde se encontram imersas a celulose e a hemicelulose (Fi-
gura 1B).

Sdo poucos os microrganismos que conseguem degradar a
lenhina, ao contrdrio do que acontece com outros polimeros
biolégicos abundantes (como por exemplo, a prépria celulo-
se ou 0 amido), e fazem-no através de mecanismos também
estes pouco comuns — extracelulares, aerébios, ndo-especi-
ficos e ndo-hidroliticos [1]. Os microrganismos mais bem
conhecidos sdo os chamados fungos da podriddo branca.
Estes fungos, do filo dos Basidiomicota, excretam uma gama
alargada de enzimas oxidativas como as lacases, vdrias pe-
roxidases (de lenhina, de manganésio e versdteis) e algumas
outras enzimas (por exemplo, oxidases de glioxal, aril-alcool
ou piranose-2), ditas de auxiliares, que actuam sinergistica-
mente no processo de degradacdo de lenhina [1, 2].

Os mecanismos bioldgicos de degradagdo da lenhina sdo
ainda mal entendidos mas pensa-se que sejam do tipo “com-
bustivo”, i.e., através de uma agdo catalizada por enzimas,
oxidativa e ndo-especifica, que resulta posteriormente numa

B Celulese 4

Lenhina__

- . Hemicelulose

Figura 1 — (A) Estrutura da lenhina, (B) Estrutura de material lenhinocelul6si-
co, (C) Branqueamento de material lenhinoceluldsico por fungos da podridao
branca.

degradacao independente de actividade enzimatica [3]. Por
exemplo, o peréxido de hidrogénio, produzido enzimatica-
mente por oxidases extracelulares, oxida unidades de lenhi-
na, em reagoes catalizadas pelas peroxidases. A formacao de
radicais catiénicos, gera uma variedade de reagdes oxidati-
vas ndo enzimaticas que se propagam e levam a degradacao
da lenhina. Ja as lacases, com um potencial redox inferior as
peroxidases, ndo oxidam directamente unidades ndo fendli-
cas de lenhina, mas oxidam unidades fendlicas, resultando
na formagdo de radicais livres difusiveis que podem atuar
nao enzimaticamente sobre outras unidades da lenhina, re-
solvendo ainda, o problema de acesso das enzimas lenhino-
liticas a um polimero grande e complexo como a lenhina [1].

O branqueamento da biomassa vegetal vascular pelos fun-
gos da podridao branca, que decorre das reagdes oxidativas
sobre a lenhina (Figura 1C) inspirou a utilizagdo de enzimas
lenhinoliticas na inddstria da pasta de papel. A utilizagdo
destas enzimas permite a remogao de lenhina com retencao
da estrutura fibrosa, constituida essencialmente por celulose,
sem adicdo de quimicos oxidativos, em condi¢gdes amenas
de pressdo, pH e temperatura. Esta aplicagio da biocatélise
permite substituir potencialmente os processos tradicionais
de branqueamento industrial, realizados com auxilio de qui-
micos mais ou menos agressivos, como o oxigénio, peréxido
de hidrogénio, ozono ou mesmo o diéxido de cloro, no que
é considerado um dos passos, sendo o passo, mais poluente
de todo o processo de produgdo da pasta de papel.

A biocatalise representa ainda uma ferramenta Gnica para a
valorizagdo da lenhina. Geralmente, a lenhina, e em parte
também a hemicelulose, sdo considerados bio-residuos pe-
las inddstrias lenhinocelulésicas, sendo queimados para for-
necimento de energia para as fabricas. No entanto, a lenhina
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sendo o polimero aromatico mais abundante na natureza,
é uma fonte potencial de vdrios compostos quimicos como
surfactantes, resinas, adesivos, bio-plasticos e polimeros [4].

O laboratério de Tecnologia Microbiana e Enzimatica do
ITQB-UNL tem-se dedicado ao estudo de enzimas lenhino-
liticas, nomeadamente lacases e, mais recentemente, peroxi-
dases bacterianas. Trabalhar com bactérias tem algumas van-
tagens no estudo e na aplicagdo destas enzimas: facilidade
de clonagem, producao de enzimas heterélogas, a niveis ge-
ralmente elevados, e auséncia de glicosilagdo pés tradugao,
o que facilita a sua manipulagdo e aplicagdo. Por outro lado,
a engenharia enzimatica muitas vezes é necessdria, para tor-
nar as enzimas mais activas e robustas, e dispde de mais fer-
ramentas em procariotas do que em eucariotas.

As lacases sdo, entre as enzimas lenhinoliticas, as que apre-
sentam uma maior diversidade de substratos, compostos
fendlicos, polifendis, aminas aromaticas, tidis, corantes sin-
téticos, entre outros, requerendo apenas oxigénio como co-
substrato. Varios estudos permitiram-nos elucidar aspectos
fundamentais das propriedades destas enzimas utilizando
como sistema modelo a enzima CotA-laccase de Bacillus
subtilis. Por exemplo, por mutagénese substituimos residuos
considerados chave, perto dos centros cataliticos de cobre,
e estudamos, a modulagdo do potencial redox das enzimas
[5], os mecanismos de incorporagdo de cobre [6], a estabili-
dade termodinamica [5] e ainda o mecanismo catalitico de
reducdo de oxigénio a dgua [7 e refs incluidas]. A identifica-
¢do e estudo de lacases de microrganismos hipertermofilos
mostrou pela primeira vez, enzimas com uma elevada es-
pecificidade para a oxidagdo de metais e uma estabilidade
instrinseca elevada, portanto, com potencial para exploracao
em aplicagdes biotecnolégicas [8 e refs incluidas).

Numa perspectiva mais aplicada, estuddmos a utilizagao das
lacases na degradacgdo e detoxificagdo de corantes sintéti-
cos, poluentes que persistem no ambiente [9 e refs incluidas]
e na degradacgdo de unidades nio fenélicas de lenhina, re-
correndo a sistemas de laccases na presenca de mediadores
de natureza fendlica [10]. Neste ultimo estudo, realizado
comparando enzimas com origem e propriedades distin-
tas, concluimos que a natureza quimica e as propriedades
das moléculas mediadoras sdo mais importantes do que as
enzimas utilizadas. Verificamos que a degradagdo das uni-
dades nao fenélicas da lenhina depende exclusivamente da
reactividade e, principalmente, da estabilidade dos produtos
enzimaticos (radicais fenoxidos) resultantes da oxidacido dos
mediadores utilizados [10].

Recentemente, identificAmos e caracterizamos duas novas
peroxidases hémicas bacterianas, pertencentes a uma nova
familia de peroxidases, as Dye-decolourising peroxidases
(DyP-type) [11]. Estas peroxidases tém uma sequéncia pri-
maria, estrutura e aparentemente mecanismos cataliticos,
diferentes de todas as outras peroxidases descritas até a data
[12]. Sdo enzimas que presentam uma grande variedade de
substratos, inlcluindo compostos com potenciais redox ele-
vados (superiores a 0.6 V), o que sugere que possam substi-
tuir as peroxidases flingicas lenhinoliticas em processos bio-
tecnolégicos. Isto é importante, uma vez que até a data, ndo
existem peroxidases lenhinoliticas comerciais (ao contrario
do que acontece com as lacases), dadas as dificuldades en-
contradas na produgdo destas enzimas flingicas em quanti-
dades consideradas necessarias aplica¢ées industriais.

O objectivo do nosso trabalho é assim, identificar mecanis-
mos biolégicos de degradagdo de lenhina, ao nivel micro-

biano e enzimatico, aprofundar o conhecimento do modo
de acdo das enzimas lenhinoliticas e por fim melhorar as
suas propriedades por técnicas de engenharia de proteinas.
A exploragdo das ferramentas biolégicas é essencial ao es-
tabelecimento em plenitude do conceito de biorrefinaria:
formagao de bioprodutos ou formas alternativas de energia,
através da degradacao e transformacao biolégica de matérias
primas renovaveis. Por outro lado, esta investigacdo permiti-
ra o desenvolvimento de processos selectivos e controlados
de despolimerizagdo da lenhina com impacto em diversas
industrias nomeadamente alimentar, quimica, farmacéutica
e de cosméticos e também na bioremediacdo de efluentes
industriais.
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A biorrefinaria multiproduto com o fraccionamento e utili-
zagdo completo dos principais componentes quimicos da
biomassa lenhocelulésica é visto agora como a Gnica forma
vidvel de garantir a sustentabilidade da futura bioeconomia
[1]. A celulose é o maior constituinte da biomassa lenhocelu-
[6sica, representando 35-50% do material de parede celular.
A celulose isolada pode ser usada como uma valiosa fonte
de fibras, como alternativa para producdo de bioetanol. Para
isolamento de fibras celulésicas, a lenhina deve ser remo-
vida selectivamente. O desenvolvimento de métodos efica-
zes e ecologicamente limpos de deslenhificacio é, portanto,
um desafio de grande interesse pratico e importancia. Neste
caso, a utilizacao de reagentes a base de oxigénio totalmen-
te livres de cloro (TCF) estd sendo considerado como uma
perspectiva mais potencial para a produgdo de fibras de alta
qualidade.

De todos os oxidantes usados na deslenhificagdo (branque-
amento) das pastas celuldsicas cruas (como kraft), o ozono
é o reagente mais poderoso e eficaz. Apesar da reactividade
extremamente elevada, uma baixa selectividade do ozono,
devido a reac¢des nao desejadas com hidratos de carbono,
restringe a capacidade de deslenhificagdo por ozono e li-
mita sua comercializagdo. O melhoramento da selectivida-
de da ozonificagdo ainda precisa ser resolvido. A mudanga
nas propriedades red-ox de sistema de deslenhificagdo com
ozono através da aplicagdo de catalisadores especificos de
oxidacdo, tal como polioxometalatos (POM), pode ser uma
forma vidvel de aumentar a selectividade de ozonificacio.

Um novo método de preparagdo de fibras celulésicas de
elevada qualidade foi desenvolvido recentemente no ISA/
UTL [2-7]. O tratamento das pastas celulésicas por ozono
em meios com solventes orgdnicos na presenca de catalisa-
dores POM foi encontrado como uma técnica extremamen-

Kappa number
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Brightness (% 150)

te eficaz e selectiva de deslenhificacao (branqueamento) e
substancialmente superior a outras técnicas convencionais.
Particularmente, os (Mo-V-P)-heteropolianides (HPA) da sé-
rie [PMo,, ;V, O, 1°*"" foram muito eficazes para ozonifica-
¢do das pastas comerciais kraft de eucalipto (E. globulus) em
solucdes de acetona e alcool etilico. A rapida re-oxidacao
(recuperacao) do HPA por ozono durante a deslenhificacao
abre a possibilidade de aplicar o conceito de branqueamen-
to por POM/O; totalmente livre de efluente (TEF), com re-
circulagio da solugdo de modo “close-loop”, minimizando
perdas de catalisador e solvente com os fluxos liquidos de
processo.

Para aumentar a eficacia catalitica da HPA, o pré-tratamento
enzimatico das pastas cruas com as enzimas especificas (xi-
lanases) foi realizado antes da ozonificacdo. A fungao prin-
cipal de xilanases em branqueamento de pasta € melhorar
a permeabilidade da fibra por meio de hidrélise limitada da
rede de xilana. No caso do processo HPA/O,, as xilanases
aumentam a acessibilidade dos sitios reactivos de lenhina
em paredes celulares da fibra para grandes moléculas de
HPA, reforcando assim o efeito de deslenhificagdo. O me-
Ilhoramento significativo na eficacia do ozonificagdo e se-
lectividade foi observado apés tratamento com xilanases.
Apesar do aumento substancial da deslenhificagdo (cerca
de 40%), o aumento de viscosidade das pastas também foi
detectado, o que indicou a preservagio dos polissacaridos
durante ozonificacao.

A alta eficdcia do processo POM/O, assistido com enzimas
permitiu desenvolver novas tecnologias sustentaveis de bran-
queamento para alcangar os niveis de qualidade das fibras
exigidos pelo mercado. A figura abaixo mostra que as fibras
celulésicas de alta pureza tendo muito baixo teor de lignina

90 4 78,4 80,2

g76.8
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Figura 1 — Branqueamento TCF de pasta comercial kraft de eucalipto (E. globulus) com estdgios integrados de tratamento enzimatico (X) e ozonificagao catalitica (Z)
em combinagdo com extracgdo alcalina (E) e branqueamento com peréxido de hidrogénio (P).
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residual e alto grau de brancura podem ser facilmente pro- Referéncias
duzidas a partir de pastas comerciais usando sequéncias sim-
plificadas de bio-branqueamento TCF compostas por apenas
3 estagios, e sem pré-deslenhificacdo com oxigénio, normal-
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Extraccao em condicoes de auto hidrdlise
modificadas

Ao aplicar o conceito de Biorrefinaria na Industria de Pasta
e Papel surge a possibilidade de produzir bio etanol, a partir
da fermentacdo de hemiceluloses, extraidas da madeira de
Eucalyptus globulus, antes do cozimento Kraft (produgao de
pasta de celulose). Cerca de 20% da composigao da madeira
sdo hemiceluloses, apés o cozimento cerca de 10% seguem
com a pasta para a producdo de papel, os restantes seguem
com o licor negro (rico em lenhina) para queima na caldeira
de recuperagdo, onde é produzida energia para a fabrica (fa-
bricas de pasta sdo auto-suficientes) e regenerados os quimi-
cos para reutilizagdo num novo ciclo de producao de pasta.
Neste estudo pretendeu-se remover, antes do cozimento, a
fragdo de hemiceluloses que é queimada na caldeira, man-
tendo a qualidade das aparas para produgao de pasta.

O trabalho desenvolvido procurou avaliar dois métodos
quimicos, que tornem real esta possibilidade, sem afetar as
propriedades da madeira e consequentemente as da pasta.
As hipéteses avaliadas foram a auto hidrélise sequencial e
auto hidrélise com licor verde (um subproduto reciclado no
processo Kraft).

A metodologia experimental foi semelhante em ambos os
métodos tendo sido estudado o impacto dos pré-tratamentos
nos rendimentos de extragdo global (perda de massa das apa-
ras), rendimento de extracdo de hemiceluloses (hemicelulose
recuperada) e no rendimento do cozimento Kraft. Apés cada
extragdo, o extrato obtido foi analisado quimicamente e a
madeira remanescente submetida ao cozimento.

Na auto-hidrélise sequencial foram utilizados 6 niveis de ex-
tracdes, com condi¢cdes menos severas. Em cada nivel foi
tratada madeira “fresca” com o extrato obtido no nivel ante-
rior, a excepgdo do nivel 1, onde foi utilizada dgua ultrapura.
Todas as extragdes foram executadas em digestores rotativos,
com 200g de madeira, a 150°C durante 80 minutos, com
uma razdo liquido/madeira de 4 I/kg, uma temperatura ini-
cial de 40°C e uma taxa de aquecimento de 1,5°C/ min. Apds
6 niveis, o rendimento de extragao global equivalente obtido
foi cerca de 6,9 % m/ m,__ . .. No que diz respeito ao
cozimento Kraft, estas condi¢gdes ndo apresentaram diferen-
cas significativas no rendimento, quando comparado com o
obtido para a referéncia (cozimento de aparas sem pré-trata-
mento). A analise quimica do extrato, feita para cada nivel,
mostrou que ha uma extragao/ formagao preferencial de ou-

tros componentes em detrimento das hemiceluloses (Figura
. L o - .

1). Apés 6 niveis, apenas 1,9 /ci m/mba.sem.adeir.a sdo hemicelulo-

ses. Os outros componentes sdo, maioritariamente, furfural,

lenhina e dcido férmico. Este facto limita a viabilidade deste

processo para a producgdo de etanol.
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Figura 1 — Caraterizagdo dos extratos em cada sequéncia (auto-hidrdlise se-
quencial).
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Figura 2 — Caraterizagdo dos extratos (auto hidrélise com licor verde).

No caso da auto-hidrélise com licor verde, foram testadas
diversas condi¢des de extragdo, sendo a carga de licor verde
% TTA (Total titratable Alkali, base Na,O) o parametro mais
importante. As cargas de licor verde variaram entre os 0,25
e 3% TTA, para diferentes condi¢bes de extragdo (tempo e
temperatura). Os resultados obtidos mostram que a carga de
licor verde 6tima é de 1% TTA, ou seja, este é o valor que
permite um melhor balango entre os resultados obtidos para
o cozimento e o rendimento de extragdo de hemiceluloses.
Para esta carga foram entdo estudadas 2 condigbes de ex-
tragdo diferentes, manteve-se a mesma temperatura (150°C)
mas variou-se o tempo de extragdo (240 e 320 minutos),
tendo-se obtido os respetivos rendimentos de extragdo, 5,7
e 7,6% m/m Contudo, e apesar dos bons resultados

base madeira*
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obtidos para o cozimento (idénticos a referéncia), o baixo
rendimento de extragdo de hemiceluloses (1,2 e 1,4% m/

bace madeira = Fi18Ura 2) limita a viabilidade do processo para a
producdo de etanol.

Influéncia de tratamentos biol6gicos nas
aparas na performance da auto-hidrdlise

Em estudos anteriores, foi demonstrado que a auto hidrdlise,
em condi¢cdes menos severas, € um método eficiente para
extrair material da madeira de E. globulus, antes do cozi-
mento Kraft, sem afetar rendimentos de cozimento e carac-
teristicas da pasta. Contudo estas condi¢des tém um aspecto
negativo: a baixa remogdo de hemiceluloses. Com o intuito
de melhorar este facto, procurou-se avaliar o impacto que os
pré-tratamentos biolégicos das aparas teriam na melhoria da
extragdo de hemiceluloses. Num dos tratamentos biolégicos
recorreu-se a enzimas e num outro a fungos. Todos os resul-
tados obtidos por estes métodos foram comparados com os
obtidos para a madeira sem qualquer tratamento e nas mes-
mas condi¢oes (referéncia).

Foi realizado um estudo para determinar preliminarmente as
condigdes 6timas de um conjunto de enzimas, usando um
desenho experimental (full factorial) com 2 variaveis (T e pH)
e 3 niveis. A varidvel dependente selecionada foi a atividade
da enzima, determinada a partir do ensaio Acid Birchwood
Xylanase (ABX) Activity (Accellerase XY, Xylanase 2XP, Cellic
HTec2).

No pré-tratamento enzimdtico, foram efetuadas algumas ex-
periéncias em aparas de madeira. As aparas foram submeti-
das a uma impregnagdo com vacuo usando diferentes enzi-
mas comerciais. Seguiu-se uma incubagao, a 70°C durante,
2, 6, 10, 15 e 30 dias. Apés estes tratamentos seguiram-se
extragdes, (auto hidrélise), testando-se duas temperaturas de
extracgdo, 80°C e 150°C. Os resultados, a nivel de quantida-
de de hemicelulose extraida, foram semelhantes aos obtidos
com a madeira sem tratamento bioldgico, sugerindo que este
tratamento n3o teria facilitado a extragdo pretendida.

De forma a eliminar a possivel influéncia da acessibilidade
aos poros da madeira, foram executadas diversas experiéncias
de tratamentos enzimdticos, em serrim de E. globulus, usan-
do um desenho experimental de otimizagdo (Box-Behnken),
com 3 varidveis (razdo liquido/ madeira, tempo de tratamen-
to e carga enzimatica). O serrim pré-tratado foi lavado e ex-
traido a 150°C, com dgua ultrapura. Os resultados obtidos
para o rendimento de extragdo foram comparados com os
obtidos com serrim nao tratado e revelaram, mais uma vez,
que ndo existem diferengas significativas entre a madeira
pré-tratada enzimaticamente e a de referéncia.

Nas condigbes de pré-tratamento flngico, as aparas foram
impregnadas com CSL (corn steep liquor - 0,5%) ou 4gua
destilada, sendo posteriormente esterilizadas, pulverizadas
com mycelium do fungo Ceriporiopsis subvermispora e in-
cubadas a 27°C. O estudo deste pré-tratamento foi efetuado
com base num desenho experimental (full factorial), com 2
varidveis continuas (carga de fungo e tempo de inoculagio)
e 2 variaveis discretas (arejamento forgado e impregnacao
com CSL). Depois de pré-tratadas, as aparas foram lavadas,
para remocdo do mycelium superficial, secas ao ar e arma-
zenadas. De forma a avaliar o nivel de despolimerizag¢do dos
componentes da madeira, induzida pelo fungo durante a fer-
mentagdo em estado sélido (apodrecimento da madeira), as
aparas foram submetidas a uma extragdo em condigbes de

auto hidrélise. Os resultados foram comparados com os ob-
tidos para a madeira de referéncia. O extrato liquido obtido
foi analisado quimicamente e as aparas foram submetidas
ao cozimento Kraft. Uma maior carga inicial de fungo, im-
pregnacdo com CSL e condigdes de arejamento forgado sdo
condigbes vantajosas a redugdo da necessidade de tempo de
acdo do fungo sobre a madeira. Relativamente aos resultados
obtidos, alcancaram-se extragbes entre 10 — 14% m/m,__
wim COM B2 12% m/m, . de aglcares, essencialmente
hemicelulose - Figura 3). O pré-tratamento com este fungo
aumentou significativamente a quantidade de hemicelulose
extraida com uma auto hidrélise, no entanto o rendimento
de pasta de celulose obtido, com as aparas tratadas, reduziu-
se entre 2 a 3%, face a referéncia.

Extracts Global Chemical Composition
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Figura 3 — Rendimentos do processo de auto-hidrélise, apds pré-tratamento
com fungos.
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Na ultima década tem-se assistido a um interesse renovado
pela procura de novas solugoes que permitam um desenvol-
vimento socioeconémico sustentavel. Em larga medida esse
modelo de desenvolvimento terd de assentar predominan-
temente na utilizagdo de recursos renovaveis, como fontes
de matérias-primas, produtos quimicos, materiais, energias e
combustiveis, em detrimento de recursos finitos como os re-
cursos fésseis, que se aproximam da exaustdo no espaco de
algumas décadas. No entanto, a biomassa vegetal é inques-
tionavelmente a matéria-prima de base neste novo paradig-
ma e cuja transformacao sera levada a cabo nas designadas
“Biorrefinarias”. Este conceito abre obviamente grandes ho-
rizontes para as areas em que as principais atividades econé-
micas rodam em torno dos sectores agroflorestais, como seja
o caso do Alentejo, que contribui significativamente para
a producdo agroflorestal nacional, representando cerca de
14%, em termos de valor econdmico (INE, 2000). Entre as
contribuigdes mais relevantes da regido encontram-se o azei-
te (49% da produgdo nacional), as plantas industriais (93%
da produgdo nacional), os cereais (51% da producdo na-
cional) e as plantas forrageiras (35% da producdo nacional)
(Census, 2009). Em relagdo ao sector florestal, o montado de
azinho e de sobro ocupam aproximadamente 1 milhdo de
hectares no Alentejo, representando a exportacdo de cortica
1/3 do total de exportagdes (APCOR, 2005), tendo atingi-
do, em 2001, 894 milhdes de euros (DGRF). Para além dos
produtos e do valor ja atualmente gerados, estas atividades
agroflorestais geram em quantidades significativas residuos
e subprodutos que, para além da sua valorizagdo energéti-
ca, poderdo ser convertidos em produtos de elevado valor
acrescentado.

Este cendrio evidencia claramente que o desenvolvimen-
to sustentdvel da regido do Alentejo podera ter por base a
exploragdo e valorizagdo integrada de matérias-primas, re-
siduos e subprodutos, com vista a extracdo e recuperagao
eficiente de compostos de valor acrescentado, sem alterar
significativamente a cadeia de valor ja existente, consti-
tuindo uma oportunidade de rentabilizagdo econémica dos
recursos enddgenos. O desenvolvimento de atividades de
I&DT, que promovam uma atitude empreendedora e a cria-
¢ao de capital cientifico, tecnolégico e humano nestas areas
poderd vir a desempenhar um papel vital no desenvolvimen-
to sustentavel do Alentejo.

O CEBAL

Foi com esta perspetiva que foi criado em Beja, o Centro
de Biotecnologia Agricola e Agro-Alimentar do Alentejo
(CEBAL), cuja atividade pretende gerar conhecimento e com-
peténcias que possam servir de ancora a projetos de ID&T e

funcionar como mediador na prospecdo de tecnologia com

aplicacao industrial, promovendo a criagao de riqueza quer

a nivel regional quer nacional. De uma forma multidisci-

plinar e transversal as vdrias equipas, o CEBAL tem como

objetivo o desenvolvimento e implementagdo de novas es-
tratégias de valorizagdo integrada da biomassa lenho-celu-
|6sica, incluindo o seu melhoramento, desenvolvimento de
novas tecnologias de processamento, e novas funcionalida-
des, criando solugdes e produtos de alto valor acrescentado

(compostos antioxidantes, bioativos, 6leos essenciais, aguca-

res e biocombustiveis). O CEBAL tem apostado no estudo da

valorizagdo da biomassa proveniente de diferentes espécies

como o sobreiro [1] e a azinheira, o cardo [2], a esteva [3], o

figo da india, bem como subprodutos e residuos industriais,

como seja o caso do bagacgo de azeitona [4-6], a casca do
eucalipto [7], e residuos da producdo fruticola. O CEBAL dis-
ponibiliza um conhecimento integrado que abarca:

i) Extracdo, identificacdo e caracterizagdo de compos-
tos fitoterapéuticos (com elevada atividade bioldgica)
para a melhoria da satde humana, com vista ao trata-
mento de diferentes patologias, incluindo o cancro;

ii) Separagdo seletiva de compostos bioativos e/ou de
valor acrescentado, presentes em residuos e subpro-
dutos agroindustriais utilizando a tecnologia de mem-
branas, com vista a uma potenciacdo da atividade bio-
l6gica desejada;

Aplicacdo/utilizacao de compostos bioativos naturais,

extraidos de residuos industriais, como estratégia para

o aumento do periodo de vida de produtos agroali-

mentares;

iv) Pesquisa de mecanismos moleculares relacionados
com processos de desenvolvimento vegetal, identi-
ficagdo de novos genes e desenvolvimento de ferra-
mentas biotecnolégicas para a identificagdo/produgao
de novas variedades com caracteristicas de interesse
agronémico;

v) Caracterizacdo do potencial de producdo de bio-eta-
nol para diferentes tipos de residuos industriais (flores-
tais e agroalimentares).

=

3 Projetos, 3 abordagens integradas a valori-
zacao de matérias-primas da regiao

BioEcos — Valorizagdo integrada de Biomassa (ALENT-09-
0140-FEDER-000705 (QREN))

Este projeto incide sobre a biomassa vegetal como fonte pro-
dutora de energia, na vertente de valorizagdo. O objetivo
central do projeto consiste no desenvolvimento de metodo-
logias que permitam avaliar o potencial de diferentes tipos de
biomassa provenientes de culturas energéticas ou residuos
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agro-florestais como geradores de pro-
dutos de alto valor acrescentado (com-
postos anti-oxidantes, bioativos, 6leos
essenciais, aclcares, entre outros). Serd
determinado o potencial energético da
biomassa em termos calorificos apds
a extragdo destes compostos com alto
valor. Este estudo estd a ser realizado
usando como espécies modelo a esteva
(Cistus ladanifer) e o cardo (Cynara car-
dunculus) [2] (Figura 1).

RefinOlea- Valorizagdo integrada de residuos da extragcdo de
azeite (FCOMP-01-0202-FEDER-005450)

O bagaco de azeitona (Figura 2) apés a extragao é constitui-
do por um material maioritariamente lenho celulésico, com
potencial para ser integrado numa cadeia de valorizacao
dentro do conceito de biorrefinaria. Paralelamente, este ma-
terial podera incluir outros componentes de valor acrescen-
tado que importara identificar.

0em1 .2 3

Figura 2- Bagago de azeitona extractado.

O presente projeto pretende avaliar possibilidades de valori-
zagdo da biomassa disponivel na unidade industrial da UCA-
SUL (Uniao de Cooperativas Agricolas do Sul) e estudar a sua
implementacdo de forma técnica- e economicamente vidvel.
Pretende-se, numa fase inicial, fazer a caracterizagdo quimi-
ca da biomassa, tendo em vista o seu processamento de uma
forma rentavel, assim como, a identificacdo e recuperagdo
de componentes minoritarios, com potencial biolégico, e de
elevado valor acrescentado [4-5]. Permitindo o desenvolvi-
mento de novos processos [6] que visem a valorizagdo do
material disponivel, tendo a producdo de etanol como pro-
cesso central e estruturante.

UnValBio- Unidade de Valorizagdo de Matérias-primas e Resi-
duos de Origem Bioldgica (ALENT-07-0262-FEDER-001860)
A UnValBiol, enquadrada na Rede de Infraestruturas Cienti-
ficas e Tecnoldgicas de Beja, no dmbito do Sistema Regional
de Transferéncia de Tecnologia (SRTT) pretende promover
a criagdo de um ambiente propicio a inovagdo e a transfe-
réncia de conhecimento vocacionado para o mercado, no
dominio da valorizagdo da biomassa vegetal. A criacdo da
UnValBio visa a congregacgao e disponibilizacao do conhe-
cimento gerado, colocando ao dispor do tecido empresarial
estratégias de valorizagdo de diferentes tipos de biomassa.
Esta unidade pretende posicionar-se como uma estrutura
organica capaz de globalmente caracterizar, conhecer e
valorizar matérias-primas e/ou residuos de origem bioldgi-
ca, potenciando aplicagdes de elevado valor acrescentado,
estruturando sempre que possivel a transferéncia de tecno-
logia aplicada. A UnValBio contribuird para aumento da
competitividade empresarial regional por via da integracao

Figura 1 — Esteva (Cistus ladanifer) (esquerda) e cardo (Cynara cardunculus)
(direita).

tecnoldgica e da inovagdo e criagdo de valor acrescentado
nas atividades agricolas tradicionais. As atividades de 1&DT
a desenvolver pela UnValBiol serdo focadas na obtencgao e
caracterizacdo das fragcdes valorizaveis, com a avaliacdo do
seu potencial biolégico/terapéutico para a satide humana, e
suplementacao de dietas animais. As fragdes ndo valoriza-
veis serdo exploradas para o seu potencial de produgao de
biocombustiveis/energia.
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O sector agroindustrial produz uma grande quantidade de
residuos e subprodutos, essencialmente biomassa, que care-
ce de aproveitamento racional pelo que a implementacao de
processos e sistemas capazes de promover a sua valorizagao,
reduzindo o seu impacto ambiental, é um desafio cientifico,
tecnolégico e social premente. Por exemplo, a industria vi-
tivinicola, um dos sectores com maior relevancia econémi-
ca em Portugal e na Unido Europeia, lider de mercado com
60% da produgdo mundial de vinho, gera entre 25 e 31 Kg
de subprodutos por cada 100 litros de vinho que produz.
Apesar destes subprodutos ndo serem geralmente perigo-
sos, o facto de serem gerados em grandes quantidades num
curto periodo do ano (sazonalidade) dificulta a sua gestdo
podendo constituir focos de poluigdo capazes de promover
o desequilibrio ambiental nos ecossistemas envolventes [1].
A relevancia desta problemética pode ser ilustrada conside-
rando regides onde a cultura intensiva da vinha e a produ-
¢do de vinho constituiu o principal referencial econémico,
social e paisagistico como a regido do Douro. A regido do
Douro produz anualmente entre 160 a 210 mil toneladas de
uvas, utilizadas localmente na produgdo vinicola, disponibi-
lizando, entre 15 de Setembro e 30 de Outubro, milhares de
toneladas de subprodutos, principalmente bagaco (Figura 1).
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Figura 1- Produgdo média anual de uvas na regiao demarcada do Douro (RDD)
e respectivo folhelho, grainha e engaco originado. A estimativa da quantidade
de folhelho foi realizada considerando que 20% da uva apés o processo de
vinificagao fica na forma de bagaco. (dados fornecidos pela Associagdo para o
Desenvolvimento da Viticultura Duriense — ADVID).

O bagaco, nome genérico dado ao principal residuo gerado
no processo de vinificagdo, é tipicamente uma mistura hete-
rogénea composta por 50% de peles de uva e restos de polpa
(folhelho), 25% sementes (grainhas) e 25% de caules (enga-
¢o). Do ponto de vista quimico, este subproduto € rico em
alcoois, 4cidos, aldeidos, ésteres, pectinas, polifendis, mine-
rais, aglcares e fibras [2, 3], apresentando por isso um eleva-
do potencial de valorizagdo. No entanto, a sua composi¢do
quimica complexa e variavel, associada ndo sé a diversidade

de espécies de videiras usadas para a produgao da uva como
também as condicdes geoclimaticas da regido onde sao cul-
tivadas, tem dificultado a concepgao e o design de sistemas
padrdo para sua valorizagdo. Dado que o elevado teor em
polifendis inibe o metabolismo e a proliferagao de leveduras
[4], apenas uma parte do bagaco de uva é tradicionalmen-
te utilizado em processos de fermentacao para obtencao de
extractos ricos em etanol, os quais, de acordo com a sua pu-
reza e o teor alcodlico, sdo depois utilizados para produzir
solventes, combustiveis ou aguardentes vinicas. Na regido
do Douro, a produgao de aguardente vinica reveste-se de es-
pecial relevancia dado que é um ingrediente fundamental na
producdo do vinho do Porto. As outras aplicagbes tradicio-
nais deste residuo, incluindo a sua utilizagio parcial como
alimento para animais ou como adubo apés compostagem,
sdo, do ponto de vista econémico, pouco consistentes e re-
presentam perigos e contrariedades principalmente associa-
das ao elevado nivel de taninos e a sua fraca digestibilidade
por mamiferos. Por exemplo, as actividades alelopaticas dos
compostos fendlicos (taninos) que inibem a germinagao de
sementes conferem ao “composto” produzido por digestdo
aerébia do bagaco da uva impactos ecolégicos adversos.
Portanto na regido do Douro, tal como em muitas outras re-
gides produtoras de vinho, sobram enormes quantidades de
residuos, constituidos por folhelho, engaco e sementes que
requerem valorizagdo para promover a sustentabilidade eco-
némica e ambiental do sector e da regido.

Na dltima década, o elevado prego do petréleo e as restri-
¢oes legislativas, que em termos ambientais sdo cada vez
mais exigentes quanto a gestdo e tratamento dos residuos
das agro-industrias, tém impulsionado o interesse da comu-
nidade cientifica e industrial pelo estudo destes residuos. Os
esforgos tém sido concentrados principalmente ao nivel da
caracterizagdo quimica e no desenvolvimento de proces-
sos quimicos e biotecnolégicos susceptiveis de promover
o seu aproveitamento e valorizagdo. Indmeras publicagées
mostram que uma grande variedade de produtos de valor
acrescentado, incluindo etanol, dcidos organicos, 6leos, pig-
mentos e fibras dietéticas, pode ser obtida por tratamento dos
componentes do bagaco de uva usando processos quimicos
e/ou biotecnolégicos [5,6]. Adicionalmente, o baixo contel-
do em lenhina destes residuos facilita a hidrélise da celulose
e hemicelulose, permitindo a disponibilizagdo de substratos
metabdlicos capazes de sustentar a producdo biotecnolégica
de microrganismos (bactérias, leveduras e fungos) que sin-
tetizam produtos de valor acrescentado, incluindo enzimas
[7]. Portanto, integrar os varios processos quimicos e biotec-
nolégicos estabelecidos a escala laboratorial em unidades
capazes de viabilizar economicamente o aproveitamento
completo do bagago da uva, sem impactos ambientais sig-
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nificativos, é o grande desafio que a comunidade cientifica e
tecnoldgica atualmente enfrenta.

Tendo em atengdo que os trés principais componentes do
bagaco da uva correspondem a entidades bioldgicas distintas
que podem ser adicionadas por processos fisicos é impor-
tante considerar a composi¢do quimica média de cada um
deles, para que se possa conceber um processo integrado
que maximize a valorizacdo do residuo. As grainhas ou se-
mentes sdo constituidas por uma estrutura externa rica em
celulose (30% da massa total) que protege o embrido no seu
interior e que contém entre 15 a 20% de 6leos com elevada
concentragdo de lipidos polinsaturados (e.g. acido linolei-
co). Adicionalmente, os niveis de taninos condensados im-
pregnados na celulose e/ou dispersos no interior também é
significativo, pudendo atingir 10% da massa da grainha. O
engaco € essencialmente um material lenho-celulésico con-
tendo cerca de 15% de taninos. O folhelho, que representa
cerca de 50% da massa fresca do engago da uva, é essencial-
mente constituido por polissacarideos estruturais (celulose e
hemicelulose), proteinas, taninos, actcares (principalmente
glicose e frutose), lipidos (acidos gordos, ceras) e minerais,
como mostra a Tabela 1 [8].

Tabela 1 — Composigao fisico-quimica do folhelho

Parametros Composicdo (%)
Humidade <13
Celulose 20,8
Hemicelulose 12,5
Proteinas 18,8
Taninos 13,8
Acucares 12,3
Compostos alifaticos 14
Matéria mineral 7,8

O conceito de biorrefinaria [9], que no Brasil ja permite a
conversdo com elevada rentabilidade econémica dos residu-
os da cana do aglcar em biocombustiveis e outros produtos,
poderd constituir uma excelente base para a concepgdo de
uma solugdo integrada para a valorizagdo do bagago da uva,
dinamizando novas oportunidades de negécio relacionadas
nado s6 com a produgdo de bioetanol como de outros produ-
tos quimicos de valor acrescentado. De um modo geral, as
biorrefinarias sdo concebidas considerando trés plataformas
auténomas mas interligadas, nomeadamente, a plataforma
quimica, biotecnoldgica e térmica. Dado que a sazonalidade
dos residuos do bagaco da uva e as suas caracteristicas qui-
micas, e.g. o baixo contetido de material lenhocelulésico,
dificilmente permitirdo prever, por si sd, a sustentabilidade
de uma plataforma térmica, apenas iremos considerar alguns
aspectos referentes as outras duas plataformas. Por exemplo,
a plataforma quimica devera contemplar um processo para a
extracg¢do do 6leo das sementes da uva, permitindo recupe-
rar cerca de 15 a 20% do seu peso em 6leos que devido ao
seu elevado contetido em 4cido linoleico podera ser valori-
zado em produtos dietéticos/alimentares.

O elevado contetido em taninos presente no engago, folhe-
Ilho e no residuo das sementes apds a extracgido dos 6leos
devera ser também extraido na plataforma quimica por um
sistema aquoso. Os taninos poderdo ser valorizados como
corantes naturais, antioxidantes e na preparacdo de adesivos
para substituir as actuais resinas de ureia/formaldeido e fenol/
formaldeido, ap6s a sua separagao dos agtcares solveis por
centrifugagdo diferencial. Os aglcares soltveis e os extractos
s6lidos obtidos, ricos em celulose e hemiceluloses passarao
para plataforma biotecnoldgica (figura 2). As hemiceluloses
(pectinas e glucomananas) e outros aclcares soltveis em

agua, sdo facilmente utilizados na produgao de etanol para
biocombustiveis. Com este propésito tém sido desenvolvi-
das novas estirpes de microrganismos capazes de utilizar o
maior niimero possivel de aglicares como fonte de carbono.
Estes aglicares podem também ser transformados em acido
lactico, acido citrico, acido succinico entre outros acidos or-
ganicos e utilizados com interesse pela industria quimica.
Dado que a levedura S. cerevisiae, amplamente utilizada na
inddstria, ndo metaboliza eficientemente substratos celuldsi-
cos a sua utilizacdo obriga a um pré-tratamento do residuo
para degradacdo do material celulésico, utilizando fungos
filamentosos. Este processo representa ainda um desafio para
que possa ser utilizado em larga escala na producao de bio-
massa e de bio-combustiveis. No entanto, a eficiéncia deste
processo pode ser aumentada realizando a conversao micro-
biana dos materiais celulésicos e a fermentacdo da glucose
num Gnico passo, conhecido por sacarizagio e fermentacao
simultaneas (figura 2) ou; alternativamente, a sua utilizagao
na producao de celulose bacteriana [10], com numerosas
aplicagdes na drea dos biomateriais [11].
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Figura 2- Plataformas Quimica e Biotecnoldgica integradas para valorizagao
de residuos vitivinicolas.
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Sumadrio

Yarrowia lipolytica é uma das leveduras “ndo-convencionais” mais amplamente estudadas. £ um microrganismo estritamente
aerébio, ndo patogénico para humanos e de estatuto GRAS. Esta espécie apresenta uma vasta gama de possiveis fontes de carbo-
no, tais como: agucares, alcoois, acidos organicos e substratos hidrofébicos, como triglicéridos, acidos gordos ou alcanos. Além
disso, é capaz de produzir metabolitos importantes e possui uma intensa actividade secretora, o que justifica o seu enorme inte-
resse industrial no dambito do conceito de biorrefinaria. De entre os vérios produtos que podem ser obtidos pela utilizagdo deste
biocatalisador incluem-se enzimas, acidos organicos, aromas, biosurfactantes, lipidos microbianos, etc. Este trabalho apresenta
uma visdo geral resumida das caracteristicas da espécie Yarrowia lipolytica e suas principais aplicagdes biotecnoldgicas.

Caracteristicas da levedura Y. lipolytica

Sendo uma levedura, Y. lipolytica € um microrganismo euca-
riético, do reino Fungi, pertencente a classe dos Ascomicetes,
subclasse Hemiascomicetes. Foi originalmente classificada
como Candida lipolytica, uma vez que ndo foi descrito ne-
nhum estado sexual, e depois reclassificada como Endomy-
copsis lipolytica, Saccharomycopsis lipolytica e, finalmente,
Y. lipolytica, sendo a Gnica espécie inicial do género Yarrowia
[1]. Y. lipolytica é uma espécie que apresenta dimorfismo, ou
seja, consegue alternar, reversivelmente, entre duas formas
morfolégicas distintas, células ovais tipicas de leveduras ou
hifas [2]. Acredita-se que o dimorfismo funciona como um
mecanismo de defesa celular contra condicdes adversas, tais
como temperatura e alteragdes nutricionais.

Estirpes de Y. lipolytica sdo frequentemente associadas a
substratos proteicos ou hidrofébicos, tais como alcanos ou
lipidos [3], podendo ser comumente isoladas de produtos
lacteos, tais como queijos, ou contaminante de vérios ali-
mentos refrigerados comerciais (iogurte e salsichas), bem
como do solo, dgua de esgoto e outros ambientes poluidos.

Substratos utilizados

Substratos hidrofébicos

A capacidade de utilizagdo de substratos hidrofébicos (SH)
por Y. lipolytica esta reportada ha décadas, mas muitos aspe-
tos do metabolismo de SH ndo estao totalmente descritos [1].
Um dos mecanismos de adaptacdo que que esta levedura
possui para poder utilizar SH, como alcanos, acidos gordos
e triglicéridos, consiste na producdo de emulsificantes e lipa-
ses extracelulares, que permitem a solubilizacao dos substra-
tos insoltveis em agua, facilitando o acesso das células aos
SH. Liposan® é um dos biosurfactantes inicialmente descritos
produzidos por Y. lipolytica. Os surfactantes sdo importantes
na estabilizacdo das emulsdes bem como na distribuicdo de
tamanhos de gotas dos SH. O contacto entre as células e o

substrato pode incluir a adesao de células a grandes gotas de
SH ou a adesdo de pequenas gotas a superficie das células,
sendo determinante para o metabolismo de cada tipo de SH
[4].

Outros substratos

Y. lipolytica é capaz de degradar vérias hexoses, como glu-
cose, frutose e manose. No entanto, as membranas celulares
ndo sdo livremente permedveis a toda a variedade de agi-
cares. O transporte é o primeiro passo no metabolismo dos
hidratos de carbono, exceto nos casos em que um di- ou
tri-sacarido € hidrolisado extracelularmente.

Nas culturas de Y. lipolytica podem ser utilizadas elevadas
concentragdes de glucose dado nio afetarem a taxa respira-
téria celular. No entanto a presenca de glucose pode exercer
repressdo na utilizagdo de outros substratos, como por exem-
plo acidos organicos.

Y. lipolytica é capaz de utilizar 4cido acético, lactico, propi-
6nico, malico, succinico, citrico e oleico como Unica fonte
de carbono e energia.
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Figura 1- Potencialidades de aplicagdo biotecnolégica da espécie Yarrowia li-
polytica.
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Outros compostos organicos que a levedura consegue meta-
bolizar sdo alcoois como o etanol e glicerol, sendo que para
valores acima dos 3% o etanol torna-se inibitério para as
células, ao contrério do glicerol que pode ser metabolizado
em concentracoes elevadas no meio de cultura [5].

Aplicacoes biotecnolégicas

Y. lipolytica é capaz de crescer eficientemente em diversos
substratos de baixo custo, incluindo SH, como gorduras e
6leos vegetais, cujos metabolitos de degradacdo confluem
no muito eficiente ciclo de Krebs que esta espécie possui
[1]. Dependendo de factores nutricionais e de condigdes
ambientais de crescimento, podem ser obtidos diferentes
metabolitos de grande interesse industrial (Fig.1).

Enzimas

Lipases constituem um dos grupos de produtos mais im-
portantes excretados por Y. lipolytica. A produgdo de lipa-
ses pode ocorrer em meios suplementados com hidratos de
carbono mas a presenca de um indutor lipidico (ex. azeite
e outros 6leos), é essencial a uma maior produgdo das enzi-
mas. Quantidades significativas de lipases foram obtidas em
meios com ricinoleato de metilo [6] e em meios de efluen-
tes liquidos de lagares de azeite [7]. Neste caso, a levedura
revelou um potencial bastante promissor para o tratamento
e valorizacao deste subproduto agro-industrial, mostrando-
se bastante resistente aos contaminantes (ex: compostos fe-
nélicos) presentes no efluente e podendo ainda crescer em
meios com elevado teor de carga organica.

Como acontece para outros metabolitos deste microrganis-
mo aerdbio, a disponibilidade de oxigénio no meio afeta a
produgdo de lipases. Este bioprocesso tem sido alvo de estu-
dos de optimizagdo com vista as estratégias de oxigenagao,
utilizando compostos inertes transportadores de oxigénio,
como os PFCs [5], bem como aumentando a pressdo total de
ar no bioreator [8].

A espécie Y. lipolytica produz naturalmente e com elevado
rendimento, dependendo, naturalmente de condigoes espe-
cificas do meio, vdrias outras enzimas, como por exemplo
proteases e RNases.

Acidos organicos

Dependendo de factores nutricionais utilizados para limi-
tacdo do crescimento de Y. lipolytica, diferentes compostos
intermediarios do ciclo de Krebs podem acumular no meio
[5]. O crescimento da levedura Y. lipolytica em condigbes de
limitacdo de azoto e em excesso de carbono leva a secrecdo
de 4cido citrico e de acido isocitrico. A razdo entre a quan-
tidade de acido citrico e isocitrico produzidos depende do
substrato usado, sendo maior para substratos como glucose,
glicerol e etanol do que para SH. A limitagdo de tiamina a
valores baixos de pH causa, principalmente, a secrecao dos
acidos o-cetoglutdrico e pirdvico em algumas estirpes de V.
lipolytica.

A producdo de 4cido citrico por Y. lipolytica a partir de gli-
cerol apresenta elevados rendimentos e concentragdes finais
de acido (acima de 60 g/L). Neste processo, a levedura apre-
senta a vantagem de poder utilizar o glicerol bruto, prove-
niente da producdo do biodiesel, que é um substrato abun-
dante e de baixo custo.

“Single-cell-oil”

Sendo uma levedura oleaginosa, Y. lipolytica é capaz de ar-
mazenar lipidos (corpos lipidicos) no interior da célula, até
cerca de 70% da sua biomassa. Os lipidos microbianos, de-
signados de SCO do inglés “Single-cell-oil”, tém sido consi-
derados uma alternativa interessante a gordura de origem de
animal ou a éleos de algumas plantas, aproximando-se des-
tes Gltimos em termos da composicao em 4cidos gordos [1].

A espécie Y. lipolytica apresenta a vantagem de produzir
SCO a partir de substratos de baixo custo como glicerol bruto
proveniente da produgdo de biodiesel, residuos de gordura
animal rica em estearina e 6leos vegetais (ex. de milho).

Aromas

As lactonas sdo moléculas que possuem um ciclo carbonado
que comporta um atomo de oxigénio. Esta estrutura resulta
da esterificacdo intramolecular (ou ciclisacdo) de um acido
hidroxilado. As lactonas sdo muito interessantes na inddstria
alimentar devido ao seu aroma frutado.

A y-decalactona (C, H,,0,), composto de aroma a péssego, €
a lactona principal que é produzida por Y. lipolytica, a partir
da biotransformacao do acido ricinoleico, podendo a leve-
dura usar como substrato além do acido, os seus ésteres de
metilo, ou ainda éleo de ricino [1]. Esta capacidade da leve-
dura utilizar o 6leo e ésteres esta ligada a capacidade da le-
vedura de produzir lipases e esterases [9]. O acido ricinolei-
co é degradado por quatro ciclos sucessivos da B-oxidagao
peroxissomal em acido-4-hidroxidecanoico que lactoniza
em condigdes acidicas, originando y-decalactona (Fig.2).

A producdo desta lactona por Y. lipolytica tem sido alvo de
estudos de optimizagao que tém em consideragao a selec¢ao
das condigdes ambientais [6] e do modo de operagdo [10].
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Figura 2- Representagdo dos quatro ciclos sucessivos da B-oxidagdo peroxis-
somal, com indicagdo das enzimas envolvidas e das lactonas que se podem
formar, bem como as suas caracteristicas aromaticas (adaptado de [1]).

Conclusoes

Foram abordadas algumas aplicagdes biotecnolégicas da le-
vedura Y. lipolytica, sendo que muitas outras ja exploradas
ficaram certamente por referir. E de salientar a importancia
desta levedura na utilizacdo de substratos hidrofébicos nas
varias aplicagbes referidas e ainda em biorremediacao, prin-
cipalmente de produtos petroliferos. Refira-se ainda, uma das
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mais antigas aplica¢des reportadas desta célula, como a pro-
ducdo de proteina microbiana (SCP) a partir de n-parafinas.

Além disto, a disponibilidade actual de ferramentas genéticas
sofisticadas e a analise completa do genoma de Y. lipolytica,
fez com que esta levedura se tornasse num sistema versatil
e seguro para a expressdo e eficiente secregdo de proteinas
heterélogas de grande interesse industrial.
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Introducao

Atualmente existe uma necessidade urgente em reduzir a de-
pendéncia de combustiveis fésseis, como o petrdleo, o gas
natural ou o carvdo, de modo a reduzir as emissdes gasosas
responsdveis pelas alteragdes climdticas. Nos Gltimos anos
a procura de fontes de matérias-primas alternativas para a
obtencdo de combustiveis, de quimicos e materiais tem-se
intensificado. Entre as varias hipoteses, a biomassa de ori-
gem vegetal, que ndo se destina a alimentacdo humana ou
animal, tem-se posicionado como uma das principais can-
didatas a fonte de matérias-primas, para transformagdo pela
industria quimica; este é o caso dos residuos ou subprodutos
industriais resultantes do processamento de biomassa lenho-
celulésica [1]. As indUstrias alimentares e de pastas de papel
geram varias toneladas de residuos ou subprodutos resultan-
tes do processamento deste tipo de biomassa vegetal. Uma
biorrefinaria, conceito que derivou das tradicionais refinarias
de petréleo, define-se como um complexo que integra va-
rias unidades transformadoras de biomassa por via quimica
ou bioldgica para a obtencdo de diferentes produtos que in-

HSSL

|

Pré-tratamento quimico

h 4

Processos que consomem &acido acético e parte dos
lenhossulfonatos:

SCP por Paecilomyces
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Acidificagao da matéria organica
restante para a produgéo de acidos
organicos por uma cultura mista
microbiana anaerébia

Figura 1- Esquema proposto para uma biorrefinaria de base lenhocelulésica
que utiliza HSSL como substrato

cluem quimicos, combustiveis ou materiais [2]. A biomassa
lenhocelulésica é uma matéria-prima complexa rica em hi-
dratos de carbono, que no dmbito de uma biorrefinaria pode
originar produtos de valor acrescentado'.

As tecnologias utilizadas numa biorrefinaria podem ser clas-
sificadas como extrativas, bioquimicas ou termoquimicas e
a sua integragdo deve resultar num processo sequencial que
praticamente ndo gere residuos, ou que converta todos os
que sdo gerados [2]. A integragdo dos trés tipos de proces-
sos numa biorrefinaria deve contribuir para o aumento da
especificidade, produtividade, flexibilidade e eficiéncia do
processo.

Neste trabalho propéem-se a utilizacdo de um subproduto
da inddstria papeleira, o licor de cozimento ao sulfito acido,
HSSL, como substrato para diversos processos biolégicos que
se pretendem integrar futuramente de acordo com o conceito
de biorrefinaria (Figura 1). O processamento bioquimico dos
aglcares presentes no HSSL é conhecido, tendo ja sido pu-
blicados estudos descrevendo a producao de bioetanol e de
proteina microbiana. Os processos descritos neste trabalho,
além de bioetanol e proteina microbiana, permitem ainda
a obtengdo de biopolimeros como polihidroxialcanoatos ou
celulose bacteriana e acidos organicos volateis.

Licor do Cozimento ao Sulfito Acido (HSSL)

O licor ao sulfito acido (HSSL) é um subproduto das indus-
trias de pastas de papel que realizam o processamento ao
sulfito dcido. E produzido diariamente em grande escala, é
evaporado, e depois queimado para geracdo de energia e
recuperagao de quimicos. O objetivo principal do processo
de cozimento ao sulfito acido é remover a lenhina e hemi-
celuloses da madeira de modo a manter a integridade das
fibras de celulose. As 6 a 12h de processamento Bach em
condigbes extremas de temperatura (135-145 °C) e pH (1-
2) com SO,/MgHSO, aquoso sdo responsdveis pela hidrélise
das hemiceluloses, que se libertam para a fase aquosa que
constitui este licor rico em monossacarideos. Em compara-
¢do com outros materiais lenhocelulésicos este licor tem a
grande vantagem de conter os polissacaridos ja hidrolisados
sendo suscetiveis de ser diretamente metabolizados por mi-
crorganismos. O HSSL pode ser um substrato adequado para
a producgao de bioetanol, bem como de outros produtos de
base biolégica. A integracdo destes bioprocessos, na planta
fabril da indistria de pastas, podera aumentar a sustenta-
bilidade e rentabilidade desta inddstria, uma vez permitira
produzir outros produtos de valor acrescentado. O HSSL
apresenta cerca de 80 g/L de lenhossulfonatos, derivados da
lenhina e 50 g/L de monossacarideos dos quais cerca de 25
g/L sdo de xilose [3] (Tabela 1).
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Tabela 1- Composicao do HSSL de Eucalyptus globulus

Componente ‘ Concentragio (gL™") ‘  Monossacarideos = Concentragio (g.L™")
Lenhosulfonatos 78,2+ 0,6 D-xilose 246 +0,5
Acido acético 8,2+0,3 D-manose 8,5+0,9
Furfural Vestigios L-arabinose 7,8+0,3
Cinzas 15,1+£0,2 D-galactose 4,5+0,1
Acucares Redutores 428+0,4 D-glucose 2,3+0,1

L-ramnose 1,6+0,3
pH 3,40 + 0,05 L-fucose 0,4+0,3

Processamento bioquimico do HSSL

O bioprocessamento das pentoses a nivel industrial € um de-
safio técnico, uma vez que o seu metabolismo é mais dificil
que o das hexoses, que sdo vastamente exploradas a nivel
industrial. Scheffersomyces stipitis é a levedura mais eficien-
te na conversao de pentoses a etanol. No entanto, esta leve-
dura é altamente sensivel aos inibidores existentes no HSSL
a saber, os acidos férmico e acético, furfural, acido levuli-
nico e fendlicos de baixo peso molecular. A utilizagio de
HSSL como matéria-prima para a producao de bioprodutos
implica um pré-tratamento, para remocao de inibidores. Ao
fazer a separagdo dos agticares com resinas de permuta ioni-
ca conseguiu-se a conversao a bioetanol com uma elevada
eficiéncia de 94% [3]. Contudo este tipo de separagdo em
coluna n3o é facilmente aplicavel a nivel industrial e im-
plicaria grandes custos de processo. Estudou-se também a
desintoxicagao do HSSL com o fungo filamentoso Paecilomy-
ces variotii que consegue metabolizar este tipo de compos-
tos. Otimizou-se este tipo de tratamento tendo-se realizado
posteriormente a fermentagdo de S. stipitis com sucesso [4].

Proteina microbiana

A biomassa de P. variotii pode ser utilizada para a producao
de proteina microbiana (SCP) para nutri¢cdo animal ou even-
tualmente humana. Na Suécia e Finlandia os subprodutos
de indUstrias de pastas com base em madeira de resinosas, e
ndo de folhosas (como o é o caso da madeira de eucalipto),
ja foram usados como substratos para a produgao industrial
de SCP aprovada para nutricdo humana [5]. Porém a fermen-
tagdo de HSSL, por P. variotii, a fim de produzir SCP sé re-
centemente foi estudada. A biomassa produzida apresentou
um teor de proteina elevado (82,8%), com uma baixa con-
centragdo de DNA (1,1%), mostrando o verdadeiro potencial
para a alimentagdo animal e, eventualmente, para a nutri-
¢do humana. Assim, a inddstria de pastas podera integrar a
produgdo de bioetanol apés a producdo SCP e melhorar a
sustentabilidade da industria de pastas [1].

Bioetanol

Dentro dos possiveis bioprodutos a partir do HSSL o bioe-
tanol é o biocombustivel que podera ser produzido para ser
utilizado puro, como um combustivel “verde”, ou misturado
com a gasolina [3].

A levedura Saccharomyces cerevisiae é incapaz de utilizar a
xilose como Unica fonte de carbono e incapaz de a converter
a etanol de forma eficiente, apesar de possuir os genes que
permitem a utilizacdo da xilose. De facto estes sdo expres-

sos em niveis baixos, resultando numa taxa de producdo de
etanol, a partir de xilose, 10 vezes inferior a verificada para
a glucose. As hexoses sdo metabolizadas diretamente atra-
vés da glicolise mas a metabolizagdo das pentoses € iniciada
pela via das pentoses fosfato antes da entrada na glicdlise.

Das varias leveduras testadas para converter a xilose, S. sti-
pitis foi a que mostrou melhor potencial para aplicacdo in-
dustrial, devido aos elevados rendimentos obtidos [1, 3]. A
producdo de bioetanol partindo de HSSL tratado com resinas
de permuta i6nica foi de facto muito promissora [3] e recen-
temente foi estudada partindo de HSSL desintoxicado com
P. variotti [4]. A otimizacdo da sua produgdo, estd a ser es-
tudada pela otimizagdo do arejamento do reator, de modo a
que, por um lado a levedura possa crescer realizando o me-
tabolismo de crescimento aerébio, mas que por outro lado,
possa desenvolver o metabolismo anaerébio de fermentagao
alcodlica proporcionando elevadas taxas de conversdo.

Biopolimeros

Sendo rico em aglcares e em acido acético o HSSL pode
servir como substrato para microrganismos produtores de
biopolimeros, como os polihidroxialcanoatos (PHAs) e a ce-
lulose bacteriana [1, 6, 7].

Os PHAs sdo polimeros biodegradaveis que, devido as suas
propriedades fisico-quimicas podem substituir os pldsticos
convencionais em aplicagdes como embalagens, dispositi-
vos médicos e outro material descartavel. Utilizando HSSL
como substrato num reator descontinuo sequencial em con-
dicoes de alimentagdo transiente selecionou-se uma cultura
mista microbiana capaz de acumular polihidroxibutirato até
67.6% do seu peso seco, utilizando o dcido acético e alguns
dos lenhossulfonatos presentes [7]. Os microrganismos nao
utilizaram a xilose e glucose presentes no HSSL nem para a
producdo de polimero nem para crescimento, podendo es-
tes agucares ser utilizados num posterior processo biolégico,
como por exemplo a producdo de bioetanol por S. stipitis [7].

Os aglcares presentes no HSSL também podem ser utiliza-
dos como substrato para a produgdo de celulose bacteriana
(BC) por Cluconacetobacter sacchari. A celulose bacteriana
é produzida de forma extracelular por alguns géneros de
bactérias e além da sua estrutura micro- e nanofibrilar, é
vantajosa em relagdo a celulose vegetal visto ndo ter asso-
ciada hemicelulose e lenhina. Verificou-se que G. sacchari
produzia 0,29 g/L de BC com uma conversao de agtcares
de 28%. Este resultado embora relativamente baixo quando
comparado com outros substratos foi considerado promissor
e a sua otimizacao encontra-se em estudo [6].
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Acidos organicos volateis

Sousa (2011) verificou a potencialidade do HSSL poder servir
de substrato para o processo de acidificacdo. Este processo é
um dos passos intermédios que compdem a digestdo anae-
rébia que permite converter material orgdnico em metano e
di6xido de carbono na auséncia de oxigénio. A acidificacao
produz acidos organicos volateis como o acético, o propi-
6nico e o lactico. Estes dcidos podem ser utilizados como
substratos por exemplo para a producdo de PHAs. Nos en-
saios efetuados verificou-se a producdo de dcidos acético,
propidnico e butirico quando se testou HSSL como substra-
to a) sem qualquer pré-tratamento, b) ap6s o pré-tratamento
quimico e c) efluente da produgdo de bioetanol por S. stipi-
tis, a partir de HSSL pré-tratado quimicamente e biologica-
mente por P. variotti. Em qualquer dos casos, os agtcares e
os lenhossulfonatos presentes foram convertidos nos dcidos
referidos [8].
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Resumo

O processo de fabricacdo de cerveja inevitavelmente envolve a geragdo de diversos residuos e subprodutos. O mais comum dos
subprodutos € o dresh, o qual é gerado a partir da principal matéria-prima usada para a elaboragdo da cerveja, o malte de ceva-
da. O dresh é gerado em grandes quantidades ao longo do ano, mas seu uso ainda é limitado, sendo basicamente vendido para
fazendeiros locais para ser utilizado como alimento para o gado, ou simplesmente é descartado na natureza. Tendo em conta
a quantidade consideravel em que este subproduto é continuamente gerado, e considerando que se trata de um material rico
em agucares, o nosso grupo de pesquisa investigou a possibilidade de reutilizar o dresh como matéria-prima para a produgao
de etanol de segunda geragdo. A possibilidade de produzir etanol combustivel a partir de dresh foi confirmada e esta aplicagao
pode ser considerada uma alternativa de interesse para a valorizagdo deste subproduto industrial.

Introducao

A industria cervejeira gera quantidades relativamente gran-
des de subprodutos e residuos, sendo que grande parte
destes provém de produtos agricolas, pelo que podem ser
facilmente reciclados e reutilizados, tornando a industria
cervejeira mais amiga do ambiente [1]. O principal destes
subprodutos é o dresh, oriundo principalmente dos graos de
malte de cevada apds a etapa de elaboragdo do mosto cer-
vejeiro, e constituido de restos de casca e polpa dos graos de
cevada [2]. Face a necessidade de se encontrar alternativas
ao petrdleo, a producdo de combustiveis a partir de residuos
agroindustriais como o dresh pode ser um mercado interes-
sante a explorar num futuro préximo.

Tendo em conta os incentivos recentes a produgdo de com-
bustiveis alternativos aos que tem origem no petréleo [3], e
as quantidades consideraveis com que o dresh, uma matéria-
prima rica em agucares [4], é continuamente gerado, 0 nosso
grupo de pesquisa investigou a possibilidade de reutilizar o
dresh como matéria-prima para a producdo de etanol de se-
gunda geragao.

Tecnologia

A produgdo de etanol foi avaliada utilizando o dresh na sua
forma original, ou seja, tal como obtido (A), e também o

dresh previamente submetido a processos de pré-tratamento
por auto hidrélise (121°C; 1 atm) durante 10 (B) ou 90 minu-
tos (C). Em seguida, as trés matérias-primas (A, B e C) foram
submetidas a um processo de hidrélise com acido sulfirico
diluido para extrair os aglcares presentes na sua composicao
quimica. Estas reagdes foram realizadas em reatores de aco
inoxidavel a uma temperatura de 163°C, durante 45 minutos.
A Tabela 1 apresenta a composigdo de agucares nos hidro-
lisados obtidos a partir das matérias-primas tratadas de trés
formas diferentes.

Perante as elevadas concentragdes de pentoses (xilose e ara-
binose) presentes nos hidrolisados, optou-se por utilizar a
levedura Pichia stipitis para realizar a fermentagdo para pro-
ducdo de etanol, dada a elevada capacidade desta levedura
para fermentar ambos agtcares do tipo hexoses e pentoses a
etanol [5]. As fermentacdes foram realizadas em frascos de
250 mL contendo 100 mL de meio de fermentagdo, inocu-
lado com uma concentragao celular inicial de 1 g/L, a 30°C,
200 rpm, durante 30 h.

A maior producdo de etanol ocorreu a partir do hidrolisado
obtido do dresh A (ndo tratado por auto hidrélise) (Tabela 2).
Este ensaio também apresentou os maiores valores de fator
de rendimento (Yps) e eficiéncia em etanol (¢p). De facto,
a producdo de etanol neste meio de fermentacdo ocorreu
com bastante sucesso, correspondendo a uma eficiéncia de

Tabela 1 - Composicao de agtcares nos hidrolisados produzidos a partir das trés amostras de dresh utilizadas como matéria-prima para a produgao de etanol.

Hidrolisado Glucose Xilose Galactose Arabinose
(g/L) (g/L) (g/ L) (g/ L)

o

1,7 5,4
1,3 5,3
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Tabela 2 - Valores dos parametros fermentativos das fermentagdes dos hidrolisados de dresh obtidos por hidrélise acida, pela levedura Pichia stipitis.

Etanol

(g/L)

Parametros
fermentativos

Aclcares

consumidos

(g/L)

o > v

processo de 86%. Estes valores podem ainda ser melhorados
através de estudos que otimizem as condigdes de fermenta-
¢do para maximizar o desempenho da levedura. Outra alter-
nativa seria avaliar o desempenho de alguma outra espécie
de levedura que fosse também capaz de consumir e conver-
ter arabinose a etanol, uma vez que este agtcar encontra-se
presente em quantidades consideraveis nos hidrolisados pro-
duzidos a partir de dresh (Tabela 1).

E importante realcar que para além do elevado rendimento
em etanol obtido neste ensaio, destaca-se a ndo necessida-
de de realizacdo de pré-tratamento da matéria-prima para
utilizagdo neste processo, o que representa uma importante
vantagem em termos econémicos. Muito provavelmente, o
pré-tratamento removeu do dresh alguns componentes que
poderiam ser de interesse para a levedura durante a fermen-
tagdo, desfavorecendo a produgio de etanol.

Conclusoes

Este estudo demonstrou que o dresh constitui uma matéria-
prima de grande potencial para uso na produgdo de etanol.
Tal facto vem de encontro com as necessidades atuais de se
encontrar matérias-primas de baixo custo para a produgio
de etanol de segunda geracdo. Para além disso, a producao
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Agticares Yess Q. e
residuais (g/g) (g/L.h) (%)
(g/L) I
6,3 0,4 0,2 86,3
7,5 0,4 0,2 P
8,6 03 01 #fo,7

de etanol a partir deste subproduto industrial é também de
interesse para a propria inddstria cervejeira pois representa-
ria a valorizagdo deste subproduto que é gerado em grandes
quantidades. Outra importante vantagem da utilizagdo do
dresh para a producdo de etanol seria em termos ambientais,
pois evitaria o descarte deste material na natureza.
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As microalgas autotréficas sdo organismos fotossintéticos,
que gragas a sua “maquinaria fotossintética” sdo capazes de
transformar a energia luminosa em energia quimica com a
producdo de compostos organicos.

Os propésitos econdémicos de produgdo de biomassa mi-
croalgal tém-se alterado ao longo das dltimas décadas: apds
a fase inicial de producdo de SCP (single cell protein) para
alimentar um mundo carente de alimentos e posteriormente
como suplemento de alimentagdo humana, pretendeu-se a
obtencdo de compostos de quimica fina, “alimentos dieté-
ticos”, bem como compostos terapéuticos, em aquacultura
e recentemente o seu uso como vetor energético. Podem ser
usadas para “nutracéuticos” ou “alimentos funcionais” (ex.
carotendides, antioxidantes, dcidos gordos poli-insaturados,
polissacaridos, vitaminas, fitoesterdis, minerais ou outros
aditivos alimentares); cosméticos; biomateriais; moléculas
bioactivas com aplicagdes em agricultura e medicina huma-
na e veterindria e de processos; tratamento de esgotos; bio-
sor¢ao de metais pesados; biofertilizagdo e acondicionador
de solos para a agricultura; biomassa algal para alimentacao
animal e humana; algas fixadoras de CO, para obviar o pro-
blemético efeito de estufa e para bioenergia.

A grande vantagem das microalgas é ndo competirem com as
culturas alimentares uma vez que nio necessitam de terrenos
araveis (podem usar terrenos marginais tais como desertos e
salinas), ndo necessitam de dgua potavel (podem usar aguas

i
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Wacina Polissachrides
Compostos bioativos Anticxidantes
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salobra, salgada, residual e efluentes varios), o seu cresci-
mento é mais rapido, tém maior produtividade de biomassa,
maior mitigacdo de CO, (podem ser usadas fontes poluentes,
ex. cimenteiras, estagbes termo-eléctricas), melhor manipu-
lagdo das culturas, a colheita ndo é sazonal, possibilidade
de obtengdo de créditos de carbono e possibilidade de co-
aproveitamento de todos os metabolitos.

Apesar do enorme potencial das microalgas como fonte
energética, a sua utilizagdo para este fim ndo € ainda eco-
nomicamente viavel, dado o relativo elevado custo de pro-
dugdo (para muitos autores na ordem de 5000 €/ton), bem
afastado do maximo desejavel para a obtengdo de biocom-
bustiveis (700 €/ton). Dai a necessidade de extrair, fraccio-
nar e valorizar todos os compostos de elevado valor acres-
centado numa perspectiva integrada, usando o conceito de
biorrefinaria. Até hoje, a biotecnologia microalgal propunha
processos mono-produto ou mono-aplicagdo, desprezando
ou ignorando a(s) fracgao(es) e/ou servigos remanescente(s).

As biorrefinarias baseadas em microalgas podem assim in-
cluir uma vasta gama de produtos e industrias relacionadas
e enormes beneficios para a sociedade [1] (Figura 1). Para
tal os métodos de colheita de biomassa, ruptura celular e
extracgdo de metabolitos deverdo ser eficientes sem serem
de tal maneira agressivos que possam degradar alguma das
fracgOes a serem aproveitadas.

Biocombustivels
e

Bigetanol
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Biometano
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Figura 1- Exemplo de uma refinaria de microalgas, as inddstrias relacionadas e os beneficios para a sociedade (adaptado de Subhadra, 2010).
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J& foram publicados muitos trabalhos de revisdo de Biorrefi-
narias de microalgas que incluem a produgao de biocombus-
tiveis e co-produtos (ex. [2-5]). As aplica¢des que tém sido
revistas incluem a producao de biodiesel, bioetanol, biogas e
biohidrogénio e co-produtos tais como 4cidos gordos polin-
saturados omega-3, fertilizantes, plasticos, proteinas recom-
binantes e pigmentos (ex. luteina e astaxantina).

Como exemplo, refere-se a biorrefinaria descrita por [6]), ba-
seada na microalga marinha Nannochloropsis sp. onde foi
efetuada a extragdo por solventes supercriticos de pigmentos
(para alimentagdo animal/humana), 6leos (para biodiesel) e
a partir dos residuos de biomassa ap6s as extragoes foi efe-
tuada uma fermentagdo com a produgdo de biohidrogénio.

A Unidade de Bioenergia do LNEG tem desenvolvido inves-
tigacdo na area das biorrefinarias de microalgas fruto da ex-
periéncia acumulada de varias décadas de | & D em diversos
produtos de origem microalgal atras referidos. Como exem-
plos de linhas de investigacdo em curso nesta area surgem
dois projectos nacionais e varias publicagdes.

O Projecto FCT “Microalgas-Matéria prima sustentavel para
a producdo de biocombustiveis (biodiesel, bioetanol, bio-
H2 e biogas”(PTDC/PTDC/AAC-AMB/100354/2008) (Figura
2) (http://www.Ineg.pt/iedt/projectos/392/) refere-se a uma
Biorrefinaria de Microalgas autotréfica onde sdo extraidos
os 6leos (para Biodiesel) e/ou os aglcares (para Bioetanol) e
dos residuos da biomassa obtém-se Bio-Hidrogénio (por fer-
mentagdo anaerdbia) e/ou Biogas (por digestdo anaerébia).
A biomassa residual pode ainda ser usada como fertilizante,
para alimentagdo animal e/ou irrigagao de solos.

O Projecto FCT “SIMBIOALGA - Nova abordagem simbiéti-
ca para a produgdo integrada e verdadeiramente sustentavel
de microalgas dirigida para uma plataforma de biorrefinaria”
(FCOMP-01-0124-FEDER-013935) (Figura 3) (http://www.
Ineg.pt/iedt/projectos/393/) tem como principal objetivo o
desenvolvimento dum sistema fechado, sustentavel, eco-

Coa
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3
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FERTILLZANTES
ALIMENTAGAD ANIMAL
IRRIGACAD
Figura 2- Conceito do projeto FCT “Microalgas- matéria prima sustentavel para

a produgdo de biocombustiveis (biodiesel, bioetanol, bio-H2 e biogds)”(PTDC/
PTDC/AAC-AMB/100354/2008) http://www.Ineg.pt/iedt/projectos/392/
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ESCURIDAD
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Figura 3- Conceito do projeto FCT SIMBIOALGA - Nova abordagem simbiética
para a produgdo integrada e verdadeiramente sustentdvel de microalgas diri-
gida para uma plataforma de biorrefinaria (FCOMP-01-0124-FEDER-013935)
http://www.Ineg.pt/iedt/projectos/393/

nomicamente vidvel e de facil ampliagdo de escala para
a produgdo microbiana de 6leo para biodiesel a partir de
microalgas auto e heterotréficas utilizando uma abordagem
simbidtica inovadora: interligagao dos gases de saida e entra-
da de um fotobioreactor fechado e de um fermentador, com
fornecimento de CO, limpo e estéril necessério para a fotos-
sintese em fotobioreactor a partir da respiragdo de culturas
de elevada densidade celular em fermentadores e o oxigénio
necessario para a fermentagcao aerébia em fermentadores a
partir de fotobioreactores. O sistema simbidtico assegura be-
neficios mdtuos e a sua produtividade foi significativamente
superior a soma das produtividades dos sistemas em separa-
do com diminuigdo dos custos de producgdo de biomassa e
biocombustiveis [7].
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O hidrogénio é muitas vezes considerado o combustivel do
futuro, uma vez que ndo é poluente, ndo contribui para o
efeito de estufa, e tem o maior teor de energia por unidade
de peso de qualquer combustivel conhecido. No entanto,
o hidrogénio tem de ser produzido utilizando outro tipo de
energia, logo é mais correcto considerd-lo como um “vei-
culo” ou “transportador” de energia. Apesar das suas pro-
priedades atractivas, a utilizagdo do hidrogénio é dificultada
por vérios problemas técnicos e econémicos associados a
sua produgdo, transporte e armazenamento. Actualmente,
cerca de 90% do hidrogénio comercial é produzido a partir
de combustiveis fosseis, em processos de utilizagdo intensiva
de energia, que ndo sdo sustentdveis ou benignos para o am-
biente. Assim, o desenvolvimento de um sistema sustentavel
de producdo de hidrogénio é da maior importancia.

A produgdo bioldgica de hidrogénio por microorganismos
é uma alternativa muito interessante, uma vez que requer
um baixo investimento de energia, e € sustentavel se forem
utilizados residuos ou substratos renovaveis [1]. Os microor-
ganismos podem produzir hidrogénio em dois tipos de pro-
cessos: fotossintéticos ou fermentativos. Os processos fotos-
sintéticos, realizados por microalgas ou cianobactérias, tém
sido o foco da maioria dos estudos sobre producdo biolégica
de hidrogénio. No entanto, tém importantes factores limitan-
tes, como o requisito de energia luminosa, a sensibilidade ao
oxigénio e a baixa eficiéncia. Mais recentemente, os proces-
sos fermentativos tém sido foco de maior interesse, devido
a taxas de produgdo de hidrogénio superiores, a versatili-
dade dos substratos utilizados e a concepgdo simples dos
bioreactores envolvidos [2, 3]. Os processos fermentativos,
com base em bactérias anaerébicas e normalmente utilizan-
do substratos ricos em carbohidratos, ttm também um maior
potencial para atingir aplicagdes préticas, e sdo tecnicamen-
te mais simples e mais estaveis.

No entanto, ainda ndo foi desenvolvido um processo que
seja economicamente vidvel, devido ao facto de os micro-
organismos fermentativos ndo estarem desenhados para pro-
duzir hidrogénio, uma vez que isto representa uma perda de
energia para a célula, e as sua vias metabdlicas terem antes
evoluido no sentido de optimizar a utilizagdo de energia e
a taxa de crescimento. Isto reflecte-se num baixo rendimen-
to de producdo de hidrogénio por mole de substrato devido
a co-produgdo de produtos secunddrios tais como dacidos
carboxilicos e dlcoois. Recentemente, foram desenvolvidos
processos de duas etapas para aumentar a recuperagao de
energia em processos fermentativos [4]. Nestes sistemas, os
produtos secundarios produzidos na primeira fase da fer-
mentacdo sdo usados como substratos numa segunda fase,
que pode ser:

i) uma foto-fermentacdo, ou uma célula electrolitica mi-

crobiana, para produzir novamente hidrogénio,

ii) uma célula de combustivel microbiana para produzir
electricidade ou

iii) um processo de digestdo anaerdbia, usando bactérias
metanogénicas, para produzir metano.

No nosso laboratério (Bacterial Energy Metabolism Lab;
http://www.itgb.unl.pt/research/biological-chemistry/bacte-
rial-energy-metabolism) temos investigado o uso de um novo
grupo de bactérias para a segunda fase de digestdo anaeré-
bia: bactérias redutoras de sulfato (BRS). As BRS sdo microor-
ganismos presentes em diversos habitats anaerébios nomea-
damente sedimentos, aquiferos e solos [5]. Estes organismos
sdo particularmente abundantes em sedimentos marinhos,
devido a elevada concentragdo de sulfato na dgua do mar
(28 mM), onde sdo responsaveis por cerca de 50% da remi-
neralizagdo de carbono. As BRS tém importantes aplicacoes
biotecnoldgicas, nomeadamente no tratamento de dguas re-
siduais, e biorremediacdo de metais pesados e radioactivos e
poluentes organicos [5, 6]. No entanto, a producdo de hidro-
génio por este grupo de bactérias tem sido pouco explorada,
devido ao facto de elas serem normalmente consideradas,
ndo como como produtoras, mas sim como consumidoras
de hidrogénio.

Em ambientes anaerdbios, o hidrogénio, de origem geold-
gica ou formado biologicamente por organismos fermen-
tativos, € uma fonte comum de energia, sendo consumido
rapidamente in situ por comunidades bacterianas que redu-
zem sulfato, nitrato e Fe**, ou por organismos metanogéni-
cos ou bactérias sintréficas. Se houver sulfato disponivel, as
BRS véo sobrepor-se aos outros organismos, devido a uma
maior capacidade para a oxidagdo de H,, resultante de um
nivel muito elevado de hidrogenases, as enzimas responsa-
veis pela producao/consumo de H,. No entanto as BRS sao
metabolicamente versdteis, e na auséncia de sulfato crescem
fermentativamente com produgdo de hidrogénio, desde que
a pressdo parcial deste seja mantida baixa, através do con-
sumo por outros microorganismos, resultando num cresci-
mento sintréfico [7]. Dado que as hidrogenases sdo enzimas
reversiveis, a sua elevada actividade nas BRS pode também
ser explorada para a producao biolégica de H,, na auséncia
de sulfato. Num bioreactor, € possivel manter uma pressao
parcial de hidrogénio baixa por borbulhamento de gas, ou
outros métodos, tornando possivel crescer BRS fermentati-
vamente.

As hidrogenases de BRS foram das primeiras proteinas desta
familia a serem caracterizadas, e muitos estudos importan-
tes de estrutura-fungdo tém sido realizados com enzimas de
Desulfovibrio spp., as espécies mais estudadas de BRS [8].
Algumas destas enzimas apresentam propriedades particu-
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Figura 1- Biorreactor anaerdbio para produgéo de hidrogénio por BRS; a- bioreactor, b-torre de controle, c-sensor para monitorizagdo continua de H,.

larmente interessantes, como é o caso da hidrogenase de
[NiFeSel, que tem uma actividade de produgao de hidrogé-
nio muito elevada, e alguma tolerdncia ao oxigénio [9, 10],
e tem sido ja estudada em bioelectrodos para a produgao/
consumo de H,[11]. No entanto, poucos trabalhos tém diri-
gido a sua atencgdo para a produgdo de H, por estas bactérias,
tendo os mais recentes focado na sua utilizacdo como bio-
catodo de células electroliticas microbianas para a producao
de H,[12, 13].

Em estudos recentes, em batch ou bioreactor (Fig.1), pudé-
mos confirmar uma elevada producao biolégica de H, por
algumas espécies de BRS, tendo-se obtido valores de produ-
¢do superiores aos reportados para bactérias fototrdficas e
muitas das bactérias fermentativas (Martins 2013, em prepa-
ragdo). Estes resultados preliminares demostram o potencial
de BRS como microorganismos alternativos para a produgao
de hidrogénio, incentivando a exploragido de novos proces-
sos biotecnolégicos baseados nesta inovadora aplicagao das
BRS.
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A capacidade de alguns microorganismos para gerar corren-
te eléctrica a partir do seu metabolismo é conhecida hd mais
de um século [1]. Ao longo da Gltima década a comunidade
cientifica tomou consciéncia do seu vasto potencial de apli-
cagdo biotecnolégica para o desenvolvimento de processos
industriais de reduzida pegada ecoldgica [2]. A partir de di-
versas configuragdes e combinagoes de sistemas electroqui-
micos e microorganismos, este metabolismo microbiano é a
base de uma nova plataforma produtiva extremamente ver-
satil e configuravel, por exemplo, para producdo sustentavel
de energia, sintese quimica, dessalinizagdo de agua do mar
ou bioremediacdo de ambientes contaminados com metais
pesados [3].

A caracteristica chave dos microorganismos adequados para
estas aplicagdes é a capacidade de permutar electroes do seu
metabolismo energético com substratos sélidos existentes no
meio ambiente que os rodeia. Esta capacidade requer uma or-
ganizagdo impar das vias metabdlicas de modo a estabelecer
0 necessario contacto eléctrico a superficie das células [4].

Um sélido que recebe ou liberta electrées funciona como
eléctrodo, e os primeiros sistemas bio-electroquimicos mi-
crobianos orientavam-se para a produgdo sustentdvel de
energia eléctrica [5]. As baterias de combustivel microbianas
(Figura 1) foram optimizadas para a produgdo de corrente,
utilizando como substrato dguas residuais domésticas ou de
processamento industrial agro-alimentar, e como catalisador
para a producdo de energia as comunidades de microorga-
nismos presentes naturalmente nestes residuos. Apesar do
sucesso obtido pelos diversos sistemas de escala laboratorial
e alguns sistemas de escala piloto [6], as baixas densidades
de corrente obtidas com este tipo de sistemas demonstram
que a electricidade produzida ndo tem um valor comercial
suficientemente elevado para que esta aplicagao seja econo-

Polimems ————> Mondmers | | Produgio de energia

1

| 1 i 1
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micamente vidvel utilizando a tecnologia actual [3].

Mais recentemente, as baterias de combustivel microbianas
foram modificadas com a substituicdo da membrana que
separa o compartimento do dnodo do compartimento do
catodo por duas membranas, uma selectiva para anides do
lado do dnodo e outra selectiva para catides do lado do ca-
todo [7]. Agua do mar colocada entre estas duas membranas
durante a operagdo da bateria perde os anides para o com-
partimento do dnodo e os catides para o compartimento do
catodo ocorrendo dessalinizacdo concomitantemente com
producdo de corrente eléctrica.

Paralelamente ao desenvolvimento das baterias de combus-
tivel microbianas, foram também desenvolvidas células mi-
crobianas de electrdlise [8]. Nestas, o objectivo é a producao
de compostos organicos ou inorganicos, a partir de biomassa
ou outras matérias-primas classificadas como residuos. Para
isso, ao invés de se extrair energia eléctrica, aproveita-se o
metabolismo microbiano para obter produtos de elevado va-
lor acrescentado, fornecendo uma fracgdo da energia neces-
saria para a obtencdo do mesmo produto de forma cléssica.
Inicialmente estes sistemas foram criados com o objectivo de
produzir hidrogénio molecular.

As oportunidades e desafios que se apresentam para estas
tecnologias de base microbiana podem ser divididas em
duas linhas:

1. Aplicagdes que envolvem o processamento de grandes
quantidades de substrato como o tratamento de aguas
residuais para producdo de electricidade, hidrogénio ou
dessalinizagdo de dgua do mar, requerem desenvolvimen-
tos ao nivel do design, electrotecnia e engenharia de ma-
teriais. Os sistemas bioelectroquimicos sdo susceptiveis a
alterages nas proporgdes e distancias entre os eléctrodos,

Figura 1- Visdo geral das reacgdes anddi-
cas e catddicas possiveis num sistema bio-
electroquimico microbiano de comparti-
| mentos separados por membrana selectiva
para anides ou catides. As reacgdes nos
eléctrodos podem ser originadas por células
em suspensao, por biofilmes em contacto

| xogezreze —o>no

| oyezesmno —o nogemn |

| o0+ 10w 1137 —=m @0 |

com os eléctrodos ou de forma puramen-

Anodo

te electroquimica. As reacgdes coloridas a

1

Gluemne + 60— GO0, + BUI » Me |
3 Hy—* Brede

X0+ TH' + B —> uﬂwu,uj laranja nao sao espontdneas e carecem de

alimentagdo de energia externa. As reacgoes

el —= H,; ] a verde podem produzir corrente, as reac-

¢oes a vermelho nao resultam em produgdo

B0+ e = 208 de energia eléctrica de forma directa e as

reacgbes a azul podem ocorrer espontane-

1
1

tra de energia. As razdes estequiométricas

amente ou ser aceleradas pela adi¢do ex-
apresentadas ndo consideram a produgdo

Glslamato
Glunose, MY e —* = Propioaso
Bitanol

Boletim de Biotecnologia

de biomassa e de produtos secunddrios.
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que influenciam a resisténcia ao fluxo de electrdes e difu-
sdo de ides, levando a alteragao do desempenho com as
alteragGes de escala e configuragdo dos reactores [3]. Os
biofilmes electrogénicos colonizam os eléctrodos e colma-
tam membranas, e o seu crescimento depende das proprie-
dades dos materiais utilizados. Deste modo, o desenvolvi-
mento de novos materiais adequados para a construgdo de
eléctrodos e membranas, com boas relagdes de custo/area
superficial e biocompatibilidade com os microorganismos
de interesse, e com os produtos quimicos produzidos é
essencial [9]. Outro desafio encontra-se ao nivel da opti-
mizagdo das reacgdes com o oxigénio atmosférico no ca-
todo. O desenvolvimento de catalisadores de menor custo,
com eficiéncia mais elevada e prolongada no tempo, e de
materiais que sirvam como barreira difusiva a transferéncia
de oxigénio para os anodos é fundamental para o sucesso
destes sistemas.

2. Aplicagbes que envolvem a produgdo de compostos de
elevado valor acrescentado sustentados no processamento
de substratos em escalas mais modestas, requerem desen-
volvimentos ao nivel da microbiologia e engenharia me-
tabdlica, para identificar e apurar estirpes que produzam
compostos de interesse em quantidade e qualidade ade-
quadas, minimizando passos subsequentes de purificacao
[3]. Do ponto de vista do conhecimento do metabolismo
microbiano o foco do esfor¢o de investigagdo bioquimica/
microbiolégica tem-se orientado para o estudo de bacté-
rias Gram-negativas de ambientes ribeirinhos ou marinhos.
Shewanella e Geobacter sdao os géneros bacterianos mais
estudados [4]. S6 recentemente foram identificadas bac-
térias Gram-positivas com capacidade de trocar eficiente-
mente electrbes com eléctrodos, estando o conhecimento
das bases moleculares para este tipo de actividade num
estado muito mais incipiente [10]. Surpreendentemente,
embora o relato original de producdo de corrente fosse
derivado de estudos com leveduras, as bases moleculares
deste processo em eucariontes permanecem ainda por ex-
plorar.

A data sdo conhecidas trés estratégias para promover a tro-
ca de electrdes entre as células e os eléctrodos (Figura 2):
transferéncia directa de electrdes usando enzimas redox na
superficie externa das células; producdo de estruturas fila-
mentares condutoras que emergem da superficie das células;
ou mediadores redox sollveis segregados para o meio ex-
terior. As comunidades bacterianas simbidticas que normal-
mente populam os eléctrodos dos sistemas bioelectroquimi-
cos tiram partido desta pluralidade de estratégias adoptadas
individualmente, resultando na potenciagdo da producao

A)

Figura 2- Estratégias de transferéncia
de electrdes com subtratos insold-
veis. A) Proteinas redox residentes
na superficie externa da célula (ver-
melho) contactam com o substrato
extracelular, permitindo a troca de
electrdes B) estruturas filamenta-
res condutoras formam uma ponte
B) entre a célula e o substrato, catali-

sando a transferéncia de electroes;
o0 C]

C) moléculas pequenas e soltveis,
transportam electrdes (oval azul),
entre a célula e o substrato que
pode permanecer distante da célula.
O transportador pode ser reduzido
no interior ou no exterior da célula.
Na figura o substrato sélido (eléc-
trodo) esta representado como um
rectangulo preto. Adaptado de [12].

energética da comunidade. O conhecimento detalhado des-
tes mecanismos individuais é essencial para incrementar a
biocompatibilidade, design e seleccdo de materiais novos
para a construgdo de eléctrodos com desempenho optimi-
zado. O trabalho desenvolvido por nés foca-se no estudo
detalhado das varias proteinas envolvidas no processo de
transferéncia electrénica destes microorganismos [11], e no
papel que desempenham no contacto eléctrico com eléctro-
dos em culturas puras, utilizando condig¢des de crescimento
definidas. O conhecimento das capacidades individuais de
cada microorganismo ajudara a compreensdo em detalhe do
efeito simbidtico das culturas mistas, e também das diferen-
tes respostas que cada microorganismo especifico podera
exibir face a um determinado substrato metabélico, tipo de
material ou estrutura tridimensional de eléctrodo.

Concluindo, as tecnologias baseadas na electrocatalise mi-
crobiana apresentam um vasto leque de desafios e oportuni-
dades de investigacdo e desenvolvimento em diversas areas
de conhecimento. As vantagens desta abordagem tecnol6-
gica sdo evidentes no contexto do fecho do ciclo de vida
dos materiais: os substratos de biomassa actualmente con-
siderados residuos que carecem de tratamento, podem ser
convertidos em corrente eléctrica ou em servigos ou produ-
tos de alto valor acrescentado. A gradual integracao destes
processos no tecido produtivo tem o potencial de alterar o
paradigma de desenvolvimento para uma trajectéria com
menor impacto ecoldégico.
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Introducao

A perspectiva de diminuicdo dos recursos fésseis aliada ao
aumento nos custos da sua extracdo tem estimulado o inte-
resse em alternativas renovdveis e sustentaveis que possam
substituir o petréleo como fonte de produtos quimicos, ma-
teriais e energia. O crescente desenvolvimento de polimeros
derivados de fontes renovaveis é um forte indicativo da ne-
cessidade de gerar materiais cujos precursores sejam alta-
mente disponiveis e igualmente distribuidos nas diferentes
regides do planeta. Os recursos renovaveis sao fontes per-
feitamente aptas a suprir monémeros e polimeros (Figura 1)
para a producdo de materiais com propriedades comparaveis
a materiais derivados de fontes fésseis, mais sustentaveis e
menos agressivos ao meio ambiente. Neste contexto, o ter-

“polimeros derivados de fontes renovaveis” refere-se a
qualquer material macromolecular produzido a partir de
compostos naturais, constantemente renovados pela energia
solar. E importante salientar que um material proveniente de
fonte renovéavel nio é necessariamente biodegradavel. £ o
caso do polietileno “verde” da empresa brasileira Braskem
[1], desenvolvido a partir da desidratagdo do etanol da cana-
de-agcar, estruturalmente idéntico aquele proveniente de
recursos fésseis, ambos bem conhecidos pela sua nao-bio-
degradabilidade.

Este texto, que é uma breve analise do estado da arte destes
materiais, procura fornecer uma visao critica da situagdo de
desenvolvimento em que se encontram alguns materiais es-
pecificos, em termos do seu interesse, atual grau de avango
e perspectivas de desenvolvimento a curto e médio prazos.
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Figura 1- Monémeros e polimeros naturais derivados de fontes renovaveis.

Assim, algumas comparagdes relacionadas com o progresso
de uma selecdo modesta, mas representativa, de polimeros
derivados de recursos renovdveis com diferentes historias,
serdo sucintamente discutidas. Muitos desses polimeros, ndo
de menor importancia, ndo foram abordados neste texto,
mas podem ser encontrados na literatura especifica [2].

Poliésteres termoplasticos

O poli &cido lactico (PLA), primeiro polimero biodegradavel
de origem renovével produzido em larga escala, € um poli-
éster alifatico obtido pela polimerizagio do acido lactico, o
mais abundante acido carboxilico encontrado na natureza.
Industrialmente o acido lactico pode ser produzido por sin-
tese quimica ou por via fermentativa. Estes processos diferem
entre si principalmente quanto aos produtos gerados, uma
mistura racémica (D e L) por via quimica e uma forma isomé-
rica preferencial por via fermentativa. O PLA é um plastico
rigido, transparente, sollvel em solventes organicos comuns,
biodegradavel e biocompativel, com temperatura de proces-
samento em torno de 185-190°C e médulo de Young entre 1
a 4 GPa, propriedades que permitem seu uso na substituicdo
de alguns polimeros derivados do petréleo, como o polipro-
pileno, o poliestireno e o PET [3].

A degradagdo do PLA é uma das principais caracteristicas
que o diferencia de outros plasticos. Esta propriedade deve-
se a hidrélise da ligacao éster, sem a necessidade de uma
enzima especifica, um factor que favorece a sua aplicagdo
na drea médica.

Apesar de ser produzido em maior proporcdo por rotas bio-
tecnoldgicas, o transporte e o processamento da matéria-
prima consomem muita energia, portanto, quanto aos pro-
positos ambientais, a grande vantagem deste polimero esta
relacionada a baixa acumulagdo de residuos sélidos e a di-
minui¢do da emissao de gases.

As primeiras aplicagdes do PLA eram limitadas as areas mé-
dica e farmacéutica devido a baixa disponibilidade e ao alto
custo. Os avangos na separagdo do acido lactico, técnicas de
polimerizagdo e uso de fontes de nutrientes alternativas para
fermentagdo, tornaram-no um produto com prego acessivel
e competitivo (em torno de 0,8$/Kg), abrindo novas perspec-
tivas de mercado que apontam para o desenvolvimento de
embalagens como uma das suas principais aplicagoes, em
substituicdo aos polimeros convencionais.

2

Uma trajetéria bastante diferente é a dos polihidroxialca-
noatos (PHAs) [4], poliésteres bacterianos biodegraddveis
inicialmente produzidos com a finalidade de substituicdo
de materiais derivados de recursos fésseis, como as polio-
lefinas, mas que ndo alcangaram até ao presente momento
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uma substancial produgdo industrial. O maior obstaculo a
viabilidade de producao e comercializagdo dos PHAs é eco-
némico. O alto custo de produgdo e o baixo rendimento le-
vam a um produto final que ndo possui precos competitivos
aos seus similares derivados do petréleo. Além disso, nao
apresentam qualquer propriedade superior que justificaria
sua competitividade, excepto a biodegradabilidade.

Polissacarideos

A celulose é um homopolimero linear no qual as macromo-
léculas de glicose estdo dispostas entre si na forma de feixes
(microfibrilas) que se juntam para formar fibras maiores, de
estrutura altamente organizada. A celulose constitui o ele-
mento basico estrutural da madeira e das plantas, nas quais
as fibras associam-se a lenhina e hemiceluloses, organizan-
do-se na forma do cldssico compdsito natural responsavel
pelas propriedades mecanicas das estruturas vegetais. F um
polimero de grande importancia na histéria da humanida-
de e no desenvolvimento da sociedade, pelas suas multiplas
aplicacdes.

Muitos derivados de celulose (ésteres e éteres de celulose)
foram desenvolvidos através da sua modificagdo quimica e
constituiram os primeiros polimeros termoplasticos na his-
téria do desenvolvimento dos polimeros sintéticos, ainda
largamente utilizados hoje em aplicagdes de rotina nas in-
dustrias de alimentos, embalagens, medicamentos, e no de-
senvolvimento de produtos de alta tecnologia [2, 5].

Inovagdes promissoras relativas a celulose sdo materiais ba-
seados em suas manifestacdes de dimensdo nanométrica, as
nanofibras e os nanocristais [6]. As nanofibras sdo geradas
pelo desmembramento da estrutura original da celulose e os
nanocristais correspondem a sua porcao cristalina, obtida
pela destruicao das regides amorfas do polimero. Ambos sao
ja produzidos em escala piloto [7], com tendéncia a expan-
sdo, para aplicagdes como refor¢co de matrizes poliméricas,
filmes transparentes impermeaveis a gases, nanopapéis de
alta resisténcia, substratos para filmes condutores e OLEDs,
entre outras [6].

A celulose de origem bacteriana é uma fonte alternativa de
nanocelulose produzida por microrganismos como elemen-
to de proteccdo, na forma de uma membrana hidratada de
alta pureza (livre de lignina e hemiceluloses). A celulose bac-
teriana tem produgdo estabelecida no setor alimenticio no
sudeste asidtico e encontra um mercado crescente na area
médica, como substituto temporario da pele, com outras
aplicagdes em pleno desenvolvimento [7].

Em geral, os materiais baseados em celulose apresentam
caracter biodegradavel e biocompativel, baixa densidade,
grande disponibilidade, baixo custo e correspondem fre-
quentemente a materiais insubstituiveis devido a sua ampla
gama de aplicagdes e propriedades Unicas.

O amido é outro polissacarideo de origem vegetal formado
por moléculas de glicose, porém, formando macromoléculas
lineares e ramificadas, o que o fazem uma fonte apropriada
para a obtencdo de materiais termopldsticos. Sua abundan-
cia, caracter renovavel e baixo custo aumentam suas pers-
pectivas de mercado, principalmente na drea de embalagens
e produtos descartaveis [8]. Neste contexto, destacam-se os
produtos baseados em misturas com outros polimeros natu-
rais degradaveis, de grande aceitagdo e ja estabelecidos no
mercado. Outros importantes materiais sdo as misturas de

amido termoplastico com polimeros derivados do petréleo,
usadas para substituicdo de embalagens baseadas unicamen-
te em recursos fésseis, como os sacos plasticos usados em
supermercado. O desenvolvimento de outros materiais ba-
seados em amido ndo interferird com a sua utilizacio funda-
mental como alimento devido a sua enorme disponibilidade
global.

Oleos vegetais

Os 6leos vegetais sdo importantes matérias-primas para a
producdo de polimeros, pois os acidos gordos que os consti-
tuem possuem grande potencial para substituir matérias que
atualmente sdo provenientes da industria petroquimica [2,
9].Correspondem a triglicerideos, cuja estrutura e composi-
¢do variam de acordo com a fonte da qual o éleo é extraido.
As principais caracteristicas que determinam as propriedades
fisico-quimicas destes 6leos sdo a estereoquimica das duplas
ligacdes, o grau de insaturagdo e o comprimento das cadeias
dos 4cidos gordos.

A utilizagdo de 6leos vegetais passa a ser muito interessante
dentro do contexto de sua modificagdo quimica, com o ob-
jetivo principal de melhorar sua reatividade para posterior
aplicacdo em reagoes de polimerizagdo. Os triglicerideos
possuem dois sitios ativos estratégicos para modificagoes
quimicas, sendo (i) as fungdes ésteres, que podem ser facil-
mente hidrolisadas ou transesterificadas e (ii) as insaturagoes
presentes ao longo das cadeias alifaticas, além da presenca
ocasional de grupos reactivos como OH e ep6xidos.

As reagoes envolvendo as fungdes ésteres geralmente produ-
zem as unidades de 4cidos gordos com um sitio ativo termi-
nal, além da possibilidade de interromper a reacdo de modo
que um ou dois grupos OH sejam gerados. Este processo é
semelhante aquele associado a producao de biodiesel, mas
focado na sintese de estruturas originais que sdo adequadas
a subsequentes reagdes de polimerizacdo. As insaturagdes
permitem uma maior gama de possibilidades de modificagao
quimica, como por exemplo, oxidagcao a oxiranos (epoxida-
¢do) e formacgdo de hidroxilas, que podem ser usadas como
tal ou convertidas em outros sitios reativos. Neste contexto,
os estudos mais avangados em pesquisa e desenvolvimento
estdo relacionados a preparagao de polidis para a producao
de poliuretanas, substituindo os sistemas baseados em mo-
némeros fosseis atualmente empregados. Estes polidis, deri-
vados do éleo de soja, sdo comercializados pela Cargill com
o nome de BiOH, e sdo uma forte evidéncia de que o uso
de 6leos vegetais como fonte de polimeros originais tende
a aumentar progressivamente nos préximos anos, tanto em
termos de quantidade, como de variedade de novos macro-
monoémeros [10].

Polimeros furanicos

Entre o imenso conjunto de monémeros e polimeros deriva-
dos de fontes renovaveis, os derivados de furanos ocupam
uma posicao Unica, principalmente porque sua exploraciao
para a sintese de materiais macromoleculares pode ser pla-
nejada estrategicamente de uma maneira que simula a abor-
dagem adotada e desenvolvida pelas indistrias de petréleo,
carvao e gas natural com os mesmos propésitos. Este poten-
cial os diferencia, por exemplo, do caso da polimerizacao
de terpenos, ou da modificagdo quimica dos polissacarideos,
uma vez que, apesar de indiscutivemente interessantes, estes
exemplos sdo limitados pela estrutura especifica da familia
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de monémeros (terpenos, aglcares, 6leos vegetais, etc.) e de
polimeros (celulose, quitina, amido, etc.).

A estratégia de pesquisa relacionada com polimeros fura-
nicos esta fundamentada em dois derivados, furfural (F) e
hidroximetilfurfural (HMF), que constituem moléculas de
partida obtidas diretamente de carboidratos, das quais dois
conjuntos de monémeros sdo sintetizados, ou seja, aqueles
adequados a polimerizagbes e copolimerizagdes em cadeia,
e aqueles associados com mecanismos de policondensacao.
Poliésteres, poliamidas, poliuretanas e outros polimeros rele-
vantes vem sendo preparados e caracterizados usando estes
mondmenos, e possuem aplica¢des bastante promissoras [2].
A aplicacdo dos derivados de furano no contexto de sintese
de macromoléculas pode se estender também a elaboracao
de materiais em que as unidades arométicas (provenientes
de recursos fosseis) sejam substituidas por unidades furani-
cas (provenientes de recursos renovaveis), preservando ca-
racteristicas como propriedades mecanicas, temperaturas
de fusdo e transicdo vitrea, altos indices de cristalinidade e
estabilidade térmica [2].

Outra caracteristica do anel furdnico que o torna particular-
mente interessante é seu caracter diénico pronunciado, o
que permite sua aplicacdo em reagdes de Diels-Alder (DA)
com diendfilos, como derivados de maleimida. Estas rea-
¢Oes sdo bastante Gteis pela sua reversibilidade em funcao
da temperatura, que permite que os adutos sejam revertidos
nos seus precursores por um simples aumento da temperatu-
ra (reagdo de retro-DA). No caso especifico da combinagdo
furano-maleimida, a formacdo do aduto é favorecida até cer-
ca de 60°C, enquanto a reagao inversa predomina a partir de
100°C. A combinacdo desta caracteristica da reacao de DA
com a quimica de compostos furanicos vem possibilitando a
preparagdo de materiais macromoleculares funcionais pro-
venientes de fontes renovaveis, e com aplicagdes promisso-
ras como auto-reparagao e reciclabilidade [2].

Em linhas gerais, a sintese de monémeros e polimeros a par-
tir de recursos renovaveis ja se encontra, em muitos casos,
em plena produgdo industrial, e desenvolvimentos nesta area
oferecem oportunidades promissoras e permitem aperfeicoar
as possiveis aplicages a que se destinam.
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Testemunhamos hoje, século XXI, a renovagdo de interesse
na utilizacdo de matérias-primas de fontes renovaveis para
gerar diversos produtos de utilidade tecnolégica com ineren-
te valor acrescentado (viz. materiais, componentes quimicos,
combustiveis e energia) [1]. Esta ideia conflui com perfeicdo
na definicdo de biorrefinaria, ainda que inimeras vezes esta
definicdo seja estrangulada a producdo de biodiesel a partir
de residuos lignoceluldsicos. A biorrefinaria actual retne,
num sentido real e lato, diferentes processos de conversao
de biomassa, seriados de modo que o produto de um se
torne a matéria-prima do seguinte, idealmente retirando de
uma matéria-prima todos os produtos de valor acrescentado
vidveis. Um dos maiores desafios actuais da biorrefinaria é
desenvolver metodologias que visem a desconstrucdo, e a
utilizagdo subsequente, dos monémeros que constituem o
biopolimero lenhina. E impossivel dissociar a biorrefinaria
dos biopolimeros, uma vez que os UGltimos sdo os constituin-
tes maioritarios das matérias-primas disponiveis e, nalguns
casos, per se o produto de valor acrescentado a extrair.

A comunidade cientifica é hoje em dia espectadora (e tam-
bém interveniente) de uma revolucdo no melhoramento
dos processos de biorrefinaria, estimulada pela necessidade
inadiavel do desenvolvimento global sustentavel. No cenario
europeu, por exemplo, a directiva-quadro relativa aos residu-
0s (2006/12/CE) torna prioritaria a valorizacao e a reutiliza-
¢ao de residuos bioldgicos.

A suberina (vide infra, Fig.1 A) é um poliéster alifatico-aro-
matico ubiquo no reino das plantas e particularmente abun-
dante na cortica de Quercus suber L. (30-50% do peso) e na
casca de Betuta pendula (40-50% do peso) [2, 3]. Este bio-
polimero hidrofébico actua como uma barreira protectora
entre a planta e o ambiente. O dominio alifatico da suberina
€ composto essencialmente por unidades C,.C,, de 4cidos
alifaticos, w-hidroxiacidos (alguns dos quais com diéis vici-

] Daminia alifitica Domini |

Figura 1- Representagdo esquematica da estrutura da suberina (esquerda). Pe-
licula semitransparente de suberina produzida apés a sua extracgdo de cortica
com hexanoato de colinio (direita).

nais ou funcionalidades ep6xi no meio da cadeia) e acidos
o,®-dicarboxilicos. Uma caracteristica eximia é a abundan-
cia em w-hidroxidcidos, relativamente raros na natureza.

O dominio aromatico, que partilha algumas semelhangas
com a lenhina, é maioritariamente composto por unidades
de acidos hidroxicindmicos, com quantidades residuais de
alcoois p-cumarilico, coniferilico e sinapilico. Sao ligagdes
do tipo éster, que envolvem unidades de glicerol e grupos
hidroxilo e carboxilo, que unem os diferentes monémeros
da suberina. A suberina, nomeadamente os seus constituin-
tes alifaticos, tém atraido a atencdo da comunidade cienti-
fica como mondémeros para a sintese de novos polimeros,
por exemplo poliéis liquidos e poliésteres alifaticos [3]. De
igual modo, as propriedades biolégicas da suberina, que po-
tencialmente incluem propriedades antimicrobianas e anti-
inflamatérias, tém sido investigadas. A suberina, extraida de
forma convencional de cortiga, é j& objecto de exploragao
comercial em produtos cosméticos para tratamento facial
(Suberlift™, Ashland).

A importancia do biopolimero suberina é consensual na co-
munidade cientifica. Contudo, na minha opinido, em parti-
cular quando idealizo o conceito de biorrefinaria, os residuos
das matérias-primas ricas em suberina ainda escondem valor
tecnolégico inexplorado. A importancia global destes resi-
duos é notdria, a titulo de exemplo as industrias que explo-
ram a casca da bétula (papel) e a cortica (rolhas de cortiga)
produzem anualmente toneladas de residuos, na sua maioria
queimados para produzir energia (3.4% e 23% do peso total
da producio, respectivamente). E indispensavel referir que
cerca de metade da producao mundial de cortiga (~300000
toneladas anuais) é transformada por inddstrias portugue-
sas. Estes residuos contém também lenhina, polissacarideos
e compostos extractaveis (20%, 20% e 15% para cortiga e
15%, 15% e 35% para casca de bétula, respectivamente) [3].
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Apesar dos extractaveis conterem compostos de reconhecido
valor farmacéutico, por exemplo B-sitosterol, friedelina, be-
tulina e acido betulinico, ainda ndo foi possivel isolar cada
composto de forma eficaz e sustentavel.

No meu grupo de investigacdo pretendemos produzir co-
nhecimento fundamental que suporte o desenvolvimento
de metodologias sustentaveis para a valorizagdo de residu-
os ricos em suberina. Temos por alvo ndo sé o biopolimero
suberina, mas também alguns dos compostos extractaveis
com potencial farmacolégico. Centrando, por agora, a nossa
atencdo na suberina, a sua extracgao convencional envolve,
em geral, processos quimicos agressivos que quebram liga-
¢bes éster (por exemplo, metandlise ou hidrélise alcalina) e
que resultam na despolimerizacdo eficiente e excessiva do
polimero [3].

A possibilidade de extrair suberina de matérias-primas ade-
quadas, em condi¢des suaves e sustentdveis, estimulard a
implementacdo de plataformas de biorrefinaria que visem
diversificar as aplicagdes deste recurso renovavel. Em 2010,
publicdmos, uma metodologia que, pela primeira vez, per-
mite a extraccdo eficiente (e selectiva!) de suberina de corti-
¢a por um processo limpo [4]. Esta metodologia de extraccao
quebra ligacdes éster (semelhante ao processo convencio-
nal), mas preserva parte da estrutura macro-molecular da
suberina nativa, i.e. com elevado grau de polimerizacao e
reticulacdo (distinto do método convencional) [5, 6].

Este processo foi estabelecido por recurso a liquidos iénicos
(vide infra) da familia dos alcanoatos de colinio desenhados
para serem simultaneamente biocompativeis e biodegrada-
veis [7], num processo que assegura também a sua reciclabi-
lidade e reusabilidade [5]. Os liquidos i6nicos (sais liquidos
abaixo de 100°C) sdao uma classe emergente de solventes
verdes que possuem caracteristicas particulares (e.g. ndo
volateis) [8]. A importancia crescente destes sais no contex-
to tecnolégico e industrial, deve-se a excelente capacidade
como solvente e a possibilidade, quase ilimitada, de dese-
nhar as propriedades em fungdo de requisitos especificos [9].
Um dos exemplos mais notérios é a dissolucao e/ou o pro-
cessamento da celulose com liquidos iénicos da familia dos
imidazéis. O elevado custo, a persisténcia ambiental e a toxi-
cidade desta familia de liquidos iénicos condiciona parcial-
mente a sua implementagdo em processos industriais [10].

No meu grupo de investigagao abordamos a toxicidade dos
liquidos i6nicos usando como organismos modelo, pela
primeira vez, os fungos filamentosos [7, 10-12]. Esta estra-
tégia permite inferir sobre o potencial impacto destes sais
no ambiente, incluindo a sua persisténcia e recalcitrancia.
Ao mesmo tempo, queremos ir para além da exploracido
destes solventes na area da quimica onde tradicionalmente
sdo considerados como agentes de extracgao/dissolucao ou
catalisadores. Os nossos resultados demonstram o potencial
destes sais para manipular a expressdo de genes em cultu-
ras de fungos, em particular para controlar a diferenciagao
morfolégica no ciclo de vida ou estimular a biossintese de
compostos raros [11, 13].

O processo de extracgdo de suberina com liquidos i6ni-
cos, apesar de apresentar ainda alguns desafios para a sua
industrializacao (e.g. elevada viscosidade do alcanoato de
colinio), é ambientalmente sustentavel e apresenta especi-
ficidades impossiveis de reproduzir por recurso a agentes
quimicos diferentes dos liquidos i6nicos (dados nao publi-
cados). O desafio actual é resolver o processo de catdlise

mediado pelo liquido iénico durante a extraccao da suberina
de diferentes matérias-primas. Dados recentes, demonstram
que o hexanoato de colinio promove a quebra sequencial de
triglicéridos, com concomitante libertagdo de glicerol, e ndo
modifica nem a lenhina, nem os polissacarideos.

A suberina extraida com hexanoato de colinio apresenta
ao nivel monomérico (ressalvando pequenas diferengas) a
mesma composicdo que a suberina extraida por métodos
convencionais [5, 6]. O comportamento térmico da suberi-
na extraida e da matéria-prima revelam-se comparaveis [5,
6]. Sao certamente as diferengas em termos da organizacao
macromolecular do biopolimero suberina aquando do seu
isolamento com o liquido iénico, em comparagdo com a do
método convencional, que tornam exequivel, pela primeira
vez, produzir com este extracto peliculas (Fig.1B). Os mate-
riais obtidos, semitransparentes e moderadamente hidrofé-
bicos, estdo a ser amplamente caracterizados ao nivel das
suas propriedades fisico-quimicas, mecanicas e morfolégi-
cas. Estamos também empenhados em compreender as suas
propriedades antimicrobianas por recurso as técnicas, de
proteémica e transcriptémica, entre outras. Os dados obtidos
até a presente data, contribuem para a identificacdo da ma-
quinaria enzimatica utilizada por fungos filamentosos para
degradar parcialmente a suberina. Um dos propésitos deste
estudo € seleccionar enzimas de elevado valor tecnolégico
tendo em vista o melhoramento direccionado das funcionali-
dades biolégicas dos materiais derivados de suberina.

Voltando ao tragado ideal da biorrefinaria, um dos objectivos
presentes é integrar com o processo de extrac¢ao de suberi-
na, o isolamento prévio de alguns dos compostos extractaveis
por recurso a tecnologia de microondas. Dados preliminares
demonstram que a combinagao das duas tecnologias extrac-
tivas, liquidos i6nicos e microondas, permite a valorizagao
maxima dos residuos de matérias-primas ricas em suberina.
Os nossos resultados demonstram, desde j4, a versatilidade
das metodologias desenvolvidas, aplicaveis a quaisquer ma-
térias-primas ricas em biopoliésteres. Nao restam duvidas,
que num futuro breve, varias aplicages para esta classe de
biopolimeros serdo investigadas, nomeadamente o desenvol-
vimento de materiais hidr6fobos com propriedades antimi-
crobianas. Por fim, a caracterizacdo quimica do biopolimero
obtido, onde o grau de polimerizacao e reticulacao esta em
parte preservado, pode também contribuir para resolver a es-
trutura da suberina in situ, ainda em discussao.
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A industria petroquimica nas suas refinarias tem como obje-
tivo principal a producdo de combustiveis, maximizando a
sua rentabilidade através da valorizacdo de produtos secun-
darios de menor volume, produzindo entre outros plasticos
e produtos quimicos. Uma abordagem semelhante pode ser
usada no conceito de biorrefinaria, visando o aproveitamen-
to integral da biomassa e a optimizagdo da relagdo custo-
eficicia dos produtos finais. A produgdo de bioplasticos en-
caixa nesta estratégia usando como substrato varios fluxos
de residuos/efluentes ricos em carbono de origem industrial,
agricola ou doméstica.

Mercado

O mercado mundial dos plasticos € dominado largamente
pelos produtos de origem petroquimica. Actualmente a cota
de mercado dos bioplasticos € inferior a 1%. A capacidade
de produgao mundial destes bioplasticos devera quintupli-
car entre os anos de 2011 e 2016, dos actuais 1.2 milhdes
de toneladas para 5.8 milhdes de toneladas. Em termos de
bioplasticos podemos encontrar essencialmente trés tipos: os
de origem petroquimica biodegradaveis, os de origem biol6-
gica nio biodegradaveis e por dltimo os de origem biolégica
biodegradaveis. Na primeira categoria encontram-se o PBAT
(polibutileno adipato co-teraftalato), o PBS (polibutileno suc-
cinato) e o PCL (policoprolactona). O maior crescimento de
mercado dos bioplasticos nos préximos cinco anos far-se-a
no segundo grupo que incluem o Bio-PE (bio-polietileno) e
o Bio-PP (bio-polipropileno) baseados em alcoois produzi-
dos por via biolégica, etanol e propanol respectivamente, e
polimerizados por sintese quimica. A importancia dos bio-
plasticos biodegradaveis aumentara, cerca de dois tergos a
sua cota actual, tendo como principais contribuintes o PLA
(acido polilactico) para 290 mil toneladas (+60%) e o PHA
(polihidroxialcanoato) para 142 mil toneladas (+700%). [1]

Polihidroxialcanoatos

Os polihidroxialcanoatos sdo os candidatos mais promissores
para a substituicao dos produtos petroquimicos na formula-
¢ao de plasticos. Estes polimeros sdo os Ginicos cujos mon6-
meros sdo produzidos e simultaneamente polimerizados por
via biolégica. Em termos biolégicos os PHA sdo biopolime-
ros sintetizados por bactérias como reservas intracelulares de
energia, carbono e equivalentes reductores, desempenhando
um importante papel no metabolismo bacteriano. A sua pro-
dugdo estd presente nos dominios Eubacteria e Archae, em
cerca de 75 espécies diferentes de bactérias Gram- e Gram*

(300 organismos). As propriedades fisicas deste poliésteres
lineares tornam-nos uma fonte atractiva para a produgao de
elastémeros ou termoplésticos biodegradaveis, sendo tam-
bém biocompativeis, piezoelectricos e cem por cento resis-
tentes a agua. As suas diferentes formulages tém caracteris-
ticas semelhantes as presentes em plasticos sintéticos, como
as do polipropileno e do polietileno. Sdo conhecidos cerca
de 150 monémeros diferentes na constituigdo destes poli-
meros, divididos em dois grandes grupos: os de cadeia cur-
ta (scl-PHA) e os de cadeia média (mcl-PHA). No primeiro
grupo incluem-se monémeros com 3 a 5 carbonos na cadeia
principal, sendo os mais representativos o 3-hidroxibutirato
(3-HB) e o 3-hidroxivalerato (3-HV), ao passo que no segun-
do grupo podemos encontrar monémeros com seis a dezas-
seis carbonos, entre os quais o 3-hidroxihexanoato (3-HH) o
3-hidroxioctanoato (3-HO) e 3-hidroxidecanoato (3-HD). Os
mondmeros produzidos sdo enantioméricamente puros (R).

A gama de aplicagdes destes polimeros é muito diversificada:
desde aplicagbes mais finas como as relativas a area médica
e de cultura de células (pontos cirlrgicos, grampos, zaragato-
as, gaze cirlirgica, substitutos de osso e placas ésseas, valvu-
las cardiacas tempordrias); material quiral para aplicagio nas
industrias quimica, farmacéutica e médica; transportadores
de libertagao controlada de drogas, medicamentos, herbici-
das e fertilizantes; material de embalagem (garrafas, filmes,
sacos); material descartdvel (laminas de barbear, utensilios
de cozinha, fraldas, higiene feminina); adesivos, cobertura
e aglutinantes para materiais ceramicos e metdlicos; ainda
papel fotogréfico e cartdes de crédito. [2]
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Figura 1- Inclusdo intracelular de granulos de PHA (A); Férmula geral dos mo-
némeros (B); E xemplo de monémeros de scl e mdI-PHA (C).
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Producao

A producdo industrial destes polimeros utiliza culturas puras
ou geneticamente manipuladas em conjungdo com substra-
tos quimicamente definidos (glucose, sacarose, dc. acético,
ac. lactico) envolvendo apertadas condicdes de esterilidade
e de controlo do processo. Entre estes organismos podemos
encontrar Cupriavidus necator ou Alcaligenes latus na sua
forma nativa ou geneticamente manipulada. O contetido
intracelular deste polimero na biomassa bacteriana pode
atingir 90% do seu peso seco. Os custos de produgdo as-
sociados a esta estratégia tém sido o principal factor deter-
minante para a reduzida disseminacdo destes polimeros. Os
PHA produzidos por esta via sdo cerca de trés a cinco vezes
mais dispendiosos do que os plasticos obtidos por via petro-
quimica (3-5 €), sendo possivel encontrar valores reportados
na literatura de 1,5 € [3]. O substrato e a extrac¢ao/purifica-
¢do sdo os principais factores de custo de produgdo de PHA,
onde o primeiro pode chegar a 40% dos custos totais.

O uso de fontes renovaveis de carbono, como residuos or-
ganicos ou subprodutos industriais, em conjungdo com a
utilizagdo de culturas microbianas mistas (MMC) pode redu-
zir significativamente o prego final dos PHA. A utilizacdo de
MMC facilita o uso de substratos complexos, uma vez que a
populagdo microbiana pode adaptar-se continuamente a al-
teragdes no substrato. A selecgdo de microorganismos ocorre
em funcdo da sua elevada capacidade de armazenamento de
PHA, o que é uma vantagem competitiva, sendo também o
resultado da pressdo selectiva imposta pelas condigdes ope-
racionais. Consequentemente, ndo ha necessidade de condi-
¢oes de esterilidade, o que contribui para a reducdo do preco
final de PHA.

A produgdo de PHA por MMC ocorre quando as condigoes
de crescimento bacteriano sdo desfavoraveis, como as que
resultam da auséncia periédica de um nutriente essencial (N,
Mg, P) ou quando as MMC estdo sujeitos a presenga transien-
te da fonte de carbono resultante da alternancia de periodos
curtos de disponibilidade de carbono com longos periodos
de auséncia de carbono (fome/fartura ou ADF). Uma outra
situacdo resulta da alternancia de condi¢des anaerdbicas/
aerébio (AN/AE), estando o cabono disponivel na primeira
fase, mas desacoplado do crescimento, que ocorre preferen-
cialmente na segunda fase.

O processo de producdo ocorre geralmente em duas fases
[4]. Num primeiro periodo existe o enriquecimento das cul-
turas microbianas melhor adaptadas para as condigdes ex-
perimentais aplicadas a um reactor de selecgdo, que pode
ser operado de modo continuo, numa série de dois fermen-
tadores, ou em modo descontinuo sequencial (SBR) onde se
aplicam as condigoes de ADF ou AN/AE. Pardmetros como o
pH, tempo de residéncia de lamas, a duracdo entre a fase de
fome/fartura e carga organica diaria, sdo fundamentais para
uma boa optimizagdo da cultura. Uma vez estabelecida a
capacidade acumuladora das MMC, em geral nesta fase com
um conteldo celular até 9%, a biomassa aqui obtida sera
utilizada num processo descontinuo de produgdo, em que
serd adicionada a mesma fonte de carbono em excesso em
geral com limitagdo de crescimento. Esta alimentagdo pode
ser feita de modo continuo ou pulsado, até se atingir a ca-
pacidade de saturagdo da biomassa. A producido de PHAs
por MMC utiliza preferencialmente como fonte de carbono
acidos organicos volateis (AOV’s) de cadeia curta (acetato,
propionato, butirato, valerato, ...). Em substratos mais com-
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Substrate ]

DHrecta '

ApUCanes 5 E

3

Digeutdo Ancerdbia P Producdo .
(Baich)
PHAs

Figura 2- Processo de produgdo de PHA por culturas mistas em duas (linha
vermelha) ou trés (linha verde) fases.

plexos ou contendo agucares é em geral efectuado um pas-
so pré-fermentativo anaerdbio, de forma a ocorrer hidrdlise
deste substratos, e a maximizar a produgao de AOV’s. Neste
caso estaremos em face de um processo de producdo em
trés fases em que o efluente do reactor anaerébio podera
ser alimentado directamente ao reactor de selec¢do ou de
producdo.

Esta estratégia tém sido aplicada com sucesso para a pro-
ducdo de PHA a partir de MMC utilizando substratos sim-
ples (acetato, propionato, butirato, acido glutamico valerato,
lactato, ...) assim como substratos reais complexos (residuos
agro-industriais e subprodutos: amido, éleos vegetais, xaro-
pe de platano, xarope de milho, peptona de peixe, extracto
de carne, casaminodcidos, melacos de cana de agucar, soro
de leite, hidrolisado de feijdo de soja, residuos da industria
alimentar (6leo de sésamo, gelados, soja); efluentes/subpro-
dutos industriais: azeite, cana-de-agtcar, industria de papel,
destilaria, industria cervejeira, suinicultura, aguas residuais
domésticas, sementes de algodao, xilose, glicerol da produ-
¢do de biodiesel, poliestireno) [5]. Para a utilizagdo de MMC
com substrato simples, neste caso acetato, o maior teor intra-
celular obtido foi de 89% (p/p) ao passo que utilizando subs-
tratos complexos foi de 77% (p/p) utilizando como substrato
melaco de cana de acglcar fermentado [6, 7]. Estes valores
sdo semelhante aos obtidos para a produgao por parte de
culturas puras.

A possibilidade de “desenho a medida” das propriedades do
PHA e por consequéncia das suas aplicagdes, estd compro-
vada para a utilizacdo de MMC [7, 8]. As propriedades dos
PHA produzidos pelos MMC seguem a mesma tendéncia do
verificado para PHA obtido por culturas puras. A alimenta-
¢do de diferentes substratos carbonados leva a producdo de
diferentes mondmeros originando os respectivos hidroxial-
canoatos. No caso das MMC a manipulagao do substrato
também pode afetar a composicdo microbiana do sistema,
em particular para os sistemas de seleccdo de culturas. No
entanto as propriedades de PHA produzidos por essas di-
ferentes populagdes ndo apresentaram diferencas significa-
tivas, exceto aqueles relacionados com as composi¢des mo-
nomeéricas [9]. A estabilidade da composigao de polimero é
um aspecto importante da producao de PHA por MMC visto
que os fluxos de residuos/subprodutos passiveis de utilizacao
como substrato sdo muitas vezes sensiveis a variagdes sazo-
nais e de processo.

Processos Termoquimicos

A combinagdo de processos termoquimicos de conversao
de biomassa, como a pirdlise, a gasificagdo e o processa-
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mento hidrotérmico, com processo biolégicos para utiliza-
¢do das diferentes correntes de substrato geradas encontra-se
largamente inexplorada. Estes processos permitem produzir
e originar diferentes perfis de compostos carbonados por
manipulacdo das condi¢des de operacdo, relativos as suas
correntes liquidas, gasosas e sélidas. A sua aplicagdo na pro-
ducdo de PHA, numa estratégia integrada de biorrefinaria
com vista a valorizacdo dos seus fluxos, esta a dar os seus
primeiros passos. Na literatura apenas estao disponiveis trés
artigos sobre a produgao de PHA com os produtos de proces-
so termoquimicos. Em 2006, Ward et al. efetuou a pirélise de
poliestireno (PS), um plastico de origem petroquimica, com
vista a obter um 4leo rico no seu mondmero constituinte, o
estireno (82%) [10]. Este dleo foi utilizado por Pseudomonas
putida CA-3 para a produgdo de um polimero constituido
por monémeros com 6, 8, e 10 &tomos de carbono (36%,
g/g). Kenny et al. (2008) utilizaram a fraccdo sélida obtida
ap6s pirdlise de politereftalato de etileno (PET) para gerar
tereftalato, o substrato que foi alimentado a Pseudomonas
sp. a fim de produzir um polimero de PHA contendo moné-
meros com 8, 10, e 12 dtomos de carbono, até um maximo
de 27% de PHA na biomassa celular [11]. Com MMC ape-
nas uma referéncia esta disponivel, Moita & Lemos (2012).
Nesse trabalho foi demonstrada a possibilidade de selecionar
MMC, utilizando bio-6leo derivado de pirélise rapida de ca-
mas de galinha, com capacidade de acumulagdo de PHA.
O contetido em PHA atingiu 9,2% no reactor de seleccao,
um valor semelante ao obtido com outros substratos e MMC.
No entanto, a capacidade de acumulagdo maxima da cultura
seleccionada ndo foi ainda [12].

Uma vez que as reservas globais de petrdleo sdo finitas,
existe a necessidade de encontrar novas fontes de materiais
duraveis. As crescentes preocupagdes com as alteragoes cli-
mdticas, o controlo das emissdes de CO, e a sustentabili-
dade de recursos e processos levou a procura por materiais
renovaveis e amigos do ambiente. Os materiais renovaveis
produzidos a partir de microorganismos podem fornecer
uma fonte sustentdvel alternativa para produtos quimicos de-
rivados do petréleo, entre os quais se incluem os polimeros.
A utilizacao de residuos e sub-produtos com baixo valor co-
mercial ou sem utilizagdo directa ajuda a mitigar os custos
dos processos biotecnolégicos de producao destes mesmos
polimeros. A valorizagao de residuos contribui ainda para a
maximizacao da eficiéncia de conversio de biomassa “sensu
lato” prevista na estratégia para uma biorrefinaria eficaz.
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Introducao

Apesar de muitas bactérias terem a capacidade de produ-
zir substancias poliméricas extracelulares (EPS - extracellu-
lar polymeric substances), os polimeros produzidos por
cianobactérias possuem caracteristicas particulares que os
tornam atrativos para aplicagdes biotecnolégicas. Estas pos-
siveis aplicagdes vao desde a sua utilizagdo como agentes
espessantes e emulsificantes nas inddstrias alimentar, téxtil,
de cosméticos e de tintas, a antivirais e imunoestimuladores
na inddstria farmacéutica [1]. Varios estudos demonstraram
também que os EPS de cianobactérias sdo muito eficazes na
biorremediagdo de metais pesados de dguas contaminadas
[2], podendo vir a constituir uma alternativa vidvel aos méto-
dos fisico-quimicos utilizados correntemente [3]. O uso des-
tes biopolimeros apresenta como vantagens o baixo custo,
o uso de recursos naturais e renovdveis, a elevada eficacia
no tratamento de aguas contaminadas com varios metais, a
rapida cinética de remogdo do metal, a elevada seletividade
e a possibilidade de regeneragdo do biossorvente e recupe-
racdo do metal [4]. Tendo em vista a utilizacdo industrial dos
EPS de cianobactérias, torna-se imperativo o estudo das suas
vias biossintéticas, a caracterizacao detalhada do polimero
e a identificacdo dos fatores que regulam a sua producdo e
exporte.

Figura 1- Imagens de microscopia 6tica de uma cianobactéria unicelular (a)
Gloeothece sp. PCC 6909 e de uma cianobactéria filamentosa (b) Lyngbya ma-
juscula CCAP 1446/4, e das respetivas bainhas isoladas e coradas com Azul de
Alcian (a’ e b'). Seta: bainha, barra: 5 pm.

Cianobactérias

As cianobactérias sdo um grupo grande e diversificado de
microrganismos que desempenham papéis primordiais nos
ciclos do carbono (como produtores primarios) e do azoto
(devido a sua capacidade de fixar o azoto atmosférico, prin-
cipalmente em ambientes aqudticos). As formas mais antigas
destes organismos remontam ao Pré-Cambrico, tendo tido
origem ha cerca de 3.500 milhdes de anos. Devido a sua
longa histéria evolutiva e aos requisitos nutricionais simples
(podem crescer em meios minerais utilizando ar como fonte
de carbono e azoto, dgua como fonte de eletrdes e poder
redutor e luz como fonte de energia) as cianobactérias foram
prosperando ao longo do tempo, estando atualmente pre-
sentes em habitats muito diversificados como aguas doces
e salgadas, solos e ambientes extremos (por ex. nascentes
termais, zonas polares e desertos). Algumas estirpes podem,
ainda, formar simbioses com diferentes organismos como
protistas, plantas, fungos e esponjas, fornecendo compostos
azotados e/ou carbonados ao hospedeiro. A par da sua di-
versidade ecoldgica, as cianobactérias apresentam também
uma consideravel variedade morfolégica, incluindo formas
unicelulares, coloniais e filamentosas, podendo estas dltimas
diferenciar células estruturalmente modificadas e funcional-
mente especializadas como os heterocistos - células especia-
lizadas na fixagdo do azoto [5].

Substancias poliméricas extracelulares (EPS)
produzidas por cianobactérias

Vdrias estirpes de cianobactérias produzem EPS, que ser-
vem de barreira entre a célula e o ambiente, podendo de-
sempenhar diferentes fun¢des de acordo com a estirpe e as
condigbes a que se encontra exposta. Estes polimeros, maio-
ritariamente constituidos por polissacarideos, podem perma-
necer associados a superficie da célula, sendo designados
por bainhas, capsulas ou mucilagens. A bainha é geralmente
uma camada densa, com propriedades mecanicas estaveis,
que rodeia as células ou grupos de células e é visivel em
microscopia 6tica sem utilizagdo de corantes (Figura 1). A
capsula consiste numa camada gelatinosa de contornos de-
finidos, também intimamente associada a superficie celular,
e que é visivel em microscopia ética com utilizagao de colo-
ragao negativa (por ex. tinta da china). O termo mucilagem
é utilizado para definir o material mais laxo, sem estrutura
bem-definida, disperso a volta das células. Os EPS podem
ainda ser libertados para o meio, sendo designados por RPS
(released polysaccharides) [1].
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Figura 2- Cultura da cianobactéria unicelular Cyanothece sp. CCY 0110 num
bioreactor de 1 L (a) e imagem de microscopia 6tica da mesma estirpe (b),
barra: 5 pm. Substancias poliméricas extracelulares de Cyanothece sp. CCY
0110 isoladas e liofilizadas (c).

Como referido anteriormente, os EPS produzidos por ciano-
bactérias tém caracteristicas que os diferenciam dos polime-
ros produzidos por outros microrganismos:

(i) contém geralmente dois acidos urénicos diferentes (4ci-
do glucurénico e galacturénico), que lhes conferem um forte
caracter anionico,

(ii) possuem grupos sulfato, raros em EPS de outras bacté-
rias, que aumentam a carga negativa e contribuem para as
suas propriedades farmacoldgicas,

(iii) sdo constituidos por um niimero mais elevado de mo-
nossacarideos diferentes, o que aumenta o nimero de con-
formagdes possiveis do polimero, e

(iv) possuem um elevado grau de hidrofobicidade devido a
presenca de grupos acetilo com ligagdes éster, de desoxiagu-
cares e de fragdes peptidicas [1, 6].

Mecanismos de producao de EPS em ciano-
bactérias

Apesar da cultura de cianobactérias ser facil e pouco dispen-
diosa e dos seus polimeros terem caracteristicas vantajosas,
as aplicagdes biotecnoldgicas encontram-se ainda limitadas
pela falta de conhecimentos acerca das vias biossintéticas e
de exporte dos EPS, ndo permitindo o controlo e a otimiza-
¢do desejados do processo.

Estudos realizados com outras bactérias revelaram que, in-
dependentemente do polimero produzido, o processo bios-
sintético é relativamente conservado, iniciando-se com a
conversdo de monossacarideos em nucleétidos de acucar
no citoplasma, e acabando com a presenca de um polimero
complexo no exterior da parede celular [7]. Este processo
envolve, geralmente, trés grupos de proteinas, nomeada-
mente as enzimas envolvidas na biossintese dos nucleétidos
de aglcar, as glicosil-transferases, que transferem os nucle-
6tidos de aglcar para recetores especificos localizados na
membrana plasmadtica, e as proteinas envolvidas na mon-
tagem e exportagdo dos EPS. As proteinas pertencentes aos
dois primeiros grupos sdo especificas para um determinado
organismo, enquanto as envolvidas nos ultimos passos de

produgdo de EPS, nomeadamente na sua montagem e expor-
tagdo, parecem ser conservadas. A maioria dos EPS bacteria-
nos € produzida por um de trés processos: o dependente da
proteina Wzy, o dependente de um transportador ABC, ou o
dependente de uma sintase [7, 8]. Os processos dependen-
tes da proteina Wzy e do transportador ABC comegam com
a transferéncia de nucleétidos de agticar para um aceitador
lipidico localizado na membrana celular. No processo de-
pendente da proteina Wzy os acgtcares formam unidades re-
petitivas que vdo sendo transferidas para o periplasma onde
sdo polimerizadas pela Wzy. No processo dependente do
transportador ABC, o polimero é inteiramente polimeriza-
do no citoplasma, sendo posteriormente transferido para a
face periplasmdtica da membrana pelo transportador ABC.
Em ambos os processos, a exportagdo dos EPS do periplas-
ma para o exterior da célula é mediado por membros das
familias de proteinas PCP (polysaccharide copolymerase) e
OPX (outer membrane polysaccharide export). No processo
dependente da sintase, na montagem e exportagao dos EPS
intervém uma glicosil-transferase, denominada sintase, que
transfere os nucleétidos de agucar, atuando como polimera-
se e como proteina transportadora [9].

De forma a melhor compreender os Gltimos passos da pro-
dugdo de EPS em cianobactérias, o grupo de investigacao
Bioengineering and Synthetic Microbiology do IBMC — Insti-
tuto de Biologia Molecular e Celular, Universidade do Porto,
efetuou uma andlise in silico de genomas disponiveis de cia-
nobactérias. Os resultados obtidos revelaram que os genes
cujos produtos estdo envolvidos na montagem e exportacao
dos EPS se encontram dispersos nos genomas de cianobacté-
rias, isolados ou em pequenos grupos, e a presenga de genes
que codificam proteinas envolvidas na via dependente da
proteina Wzy sugere que as cianobactérias utilizam esta via
[1, 7]. Utilizando toda a informagdo disponivel, foi possivel
propor um modelo para os Ultimos passos da producao de
EPS em cianobactérias [1] e reconstruir a histéria filogenética
dos genes que codificam as proteinas PCP e OPX, pondo em
evidéncia os principais acontecimentos evolutivos da maqui-
naria de producdo de EPS nas cianobactérias: transferéncias
horizontais de genes e inlimeras perdas e duplicagdes intra-
gendmicas que podem ser correlacionadas com a morfologia
das estirpes [8].

Fatores que influenciam a producao de EPS
em cianobactérias

Para a implementagdo e/ou otimizagdo de sistemas de pro-
ducdo de EPS de cianobactérias é necessario, ndo so des-
vendar os mecanismos envolvidos na produgdo do polime-
ro, mas também identificar os pardmetros que os regulam
e, consequentemente, influenciam a quantidade e qualidade
dos EPS produzidos. Com esse intuito, recorreu-se a uma
abordagem multidisciplinar para elucidar os efeitos de di-
ferentes condigdes fisiolégicas/ambientais na produgdo de
EPS pela cianobactéria Cyanothece sp. CCY 0110 (Figura 2).
Os resultados obtidos revelaram que esta estirpe marinha e
unicelular é muito eficiente na producdo de EPS, libertando
cerca de 75% dos hidratos de carbono produzidos para o
meio de cultura (atingindo 1,8 g de RPS por L' de cultura).
Este estudo mostrou ainda que a quantidade de EPS esta di-
retamente relacionada com o nimero de células existentes
na cultura, e ndo com a quantidade produzida por cada uma
das células, obtendo-se valores de produtividade superiores
em condigdes que estimulam o crescimento celular. Verifi-
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cou-se, também, que a luz é um fator essencial, uma vez que
intensidades luminosas mais elevadas estimulam de forma
significativa o crescimento aumentando, consequentemen-
te, a quantidade de EPS produzidos. Estudos de difracao de
raios X, andlises termogravimétricas, estudos de calorimetria
diferencial de varrimento, cromatografia de troca iénica e es-
pectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier,
revelaram que polimero produzido por Cyanothece sp. CCY
0110 é composto por 9 monossacarideos diferentes (incluin-
do 2 4cidos urénicos, 2 pentoses e 2 desoxiaglcares), possui
grupos sulfato e ligagdes peptidicas, sendo um polimero de
natureza amorfa e com elevada estabilidade térmica. Estes
resultados pdem em evidéncia o enorme potencial da ciano-
bactéria Cyanothece sp. CCY 0110 e/ou dos seus RPS para
aplicagées biotecnoldgicas e industriais [10].

Situacao atual e perspetivas futuras

Nos dltimos anos tem-se assistido a um crescente interesse
da comunidade cientifica nos EPS produzidos por micror-
ganismos, e nos das cianobactérias em particular, devido as
caracteristicas peculiares destes polimeros e as potenciais
aplicagbes. O acréscimo de informacdo acerca dos mecanis-
mos de producdo e dos fatores que os regulam, vai permitir
o controlo e otimizagdo de protétipos laboratoriais e, poste-
riormente, a implementacao de sistemas industriais baseados
em EPS.
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