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RESUMO

A demanda atual por fontes de energias renovaveis e ecoldgicas impulsionou
a busca de alternativas capazes de substituir o uso de combustiveis fésseis.
Uma das inovac¢des mais promissoras para impactar positivamente o cenario
mundial de energia € a producdo de bioetanol de segunda geracao (2G-
etanol) a partir de agucares redutores derivados da degradacéo enziméatica de
material lignocelulésico que normalmente é descartada em processos
agroindustriais. A celulose € o homopolissacarideo linear mais abundante do
planeta formado por unidades de glicose ligadas por ligacdes glicosidicas do
tipo B-(1-4). O presente trabalho teve por objetivo a modelagem estrutural e o
estabelecimento de bioprocessos enzimaticos otimizados para a conversao
do material lignocelulésico processado em aclcares redutores
fermentesciveis. Ap0s o processo de otimizacdo, 0 maximo rendimento
pratico obtido foi 7,30% superior a condi¢do inicial, atingindo atividade
enzimatica de 318,809 + 0,784 U/mL enquanto a modelagem in silico
evidenciou a presenca de estrutura monomérica na principal endoglucanase
envolvida no processo. De acordo com os dados obtidos neste trabalho, foi
possivel concluir a possibilidade aplicacao, deste bioprocesso otimizado, nos

processos industriais para geracao de bioetanol.

Palavras-chave: Bioprocessamento, Endoglucanases termostaveis,

Microrganismos celuloliticos.



ABSTRACT

The current demand for renewable and ecological energy sources has boosted
the search for alternatives capable of replacing the use of fossil fuels. One of the
most promising innovations to positively impact the world energy scenario is the
production of second generation bioethanol (2G-ethanol) from reducing sugars
derived from the enzymatic degradation of lignocellulosic material that is normally
discarded in agro-industrial processes. Cellulose is the most abundant linear
homopolysaccharide on the planet formed by glucose units linked by B- (1-4)
glycosidic bonds. This work aimed at structural modeling and the establishment
of enzymatic bioprocesses optimized for the conversion of processed
lignocellulosic material into fermentable reducing sugars. After the optimization
process, the maximum practical yield obtained was 7.30% higher than the initial
condition, reaching an enzymatic activity of 318.809 + 0.784 U / mL while in silico
modeling showed the presence of a monomeric structure in the main
endoglucanase involved in the process. According to the data obtained in this
work, it was possible to conclude the possibility of applying this optimized

bioprocess in industrial processes for the generation of bioethanol.

Keywords: Sugarcane bagasse-degrading bacteria, Thermostable enzymes,

Bioprocessing.
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1 INTRODUCAO

1.1 Biorefinarias e o advento das fontes alternativas de energia

Os recursos fésseis ainda constituem a energia primaria e importante
fonte quimica para a producdo de uma vasta gama de produtos e polimeros:
cerca de 75% € usado para producdo de calor e energia, cerca de 20% como
combustivel automotor, e cerca de 5% para a producéo de produtos quimicos e
materiais. A regeneracao natural de recursos fosseis através do ciclo do carbono
€ significativamente mais lenta do que a taxa atual de exploracédo e apenas um
pequeno numero de paises possui as principais reservas de combustiveis
fésseis, 0 que aumenta e verticaliza a insustentabilidade de sua producao. Além
disso, 0 aumento da emisséo de gases de efeito estufa advém da combustédo de
combustiveis fésseis e da mudanca no uso dos solos como resultado das
atividades humanas e, consequentemente, resulta em uma aceleracdo da crise
do aquecimento global (CHERUBINI; STRMMAN, 2011).

Na maioria dos paises desenvolvidos, os governos estimulam o uso de
energias € recursos renovaveis com 0S seguintes objetivos: Seguranca
energética; Controle dos processos antropogénicos nos eventos climaticos;
Seguranca alimentar. Além disso, os pilares do desenvolvimento sustentavel
perpassam pela energia acessivel, Unico caminho capaz de garantir que todas
as sociedades nao buscardo formas mais invasivas e menos eficientes de
energia quando submetidas aos bolsfes de hipossuficiéncia financeira que leva
a utilizacdo de materiais de origem fossil ou vegetal como ultimo recurso capaz
de fornecer energia (FAO; OECD, 2015).

A atual situacdo de aquecimento global e todos os problemas baseados
em combustiveis fésseis poderiam ser alterados com sucesso, substituindo os
combustiveis até entdo utilizados por recursos renovaveis, que Sd0 mais
uniformemente distribuidos entre os paises (diminuindo as tensfes geopoliticas
em torno da questdo energética e melhorando o acesso das populacdes
economicamente  hipossuficientes), causando menores preocupacoes

ambientais e sociais. Durante as Ultimas décadas do século XX, houve um
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enorme interesse no processo de producdo e uso de biocombustiveis liquidos
(biodiesel ou bioetanol) como substitutos promissores dos combustiveis fosseis
(BHASKAR et al., 2011).

Os biocombustiveis produzidos a partir de biomassa vegetal (dentre os
quais desponta o Etanol-2G) representam recursos renovaveis e virtualmente
inesgotaveis de energia, 0S processos necessarios para a utilizacdo desse novo
tipo de matéria-prima para a producédo de combustiveis e lubrificantes impulsiona
o advento de conceitos emergentes a respeito de novas biorrefinarias que visam
cumprir os critérios de sustentabilidade para a producdo de biocombustiveis.
Biorefinaria € uma integracdo e um conceito multifuncional de uma planta
industrial que utiliza biomassa para a producdo sustentavel de diferentes
intermediarios e produtos, bem como o uso completo possivel de todos os
componentes da matéria-prima (SHAH; RANAWAT; MISHRA, 2019).

A partir da aplicacéo deste conceito, a noc¢ao tradicional de uma industria
montada para a geracdo de um Unico género de produtos perde a sua
aplicabilidade pois no conceito holistico que orienta as biorrefinarias estas
devem incluir a transformacéo seletiva das diferentes moléculas disponiveis na
biomassa — de maneira concomitante — em biocombustiveis, produtos
farmacéuticos, celulose, papel, polimeros e outros produtos quimicos, bem como
alimentos ou racdo animal. Uma ampla gama de tecnologias é capaz de separar
recursos de biomassa em seus componentes fundamentais, como carboidratos,
proteinas, lipideos e metabdlitos. As atuais fabricas que produzem géneros
derivados de lignocelulose poderiam exemplificar esta tendéncia de producéo
holistica que as biorrefinarias pretendem ampliar: A celulose e hemicelulose
produzem acucares (fermentesciveis) simples e a lignina produz compostos alvo
(por exemplo, polimeros, resinas, pesticidas, acido levulinico e outros materiais
(HUANG et al., 2018).

Recentemente, consideraveis esforgos estdo sendo realizados no sentido
de aprimorar a capacidade de selecionar processos de despolimerizagéo
aplicaveis para cada matéria-prima em particular com o intuito, principalmente,
de fracionamento da lignina dos polimeros alvo (celulose e hemicelulose). O
processo de hidrodesoxigenacao catalitica tem demonstrado ser a metodologia
de melhor processamento quimico para separagdo dos polimeros alvos da

lignina, remanescendo — contudo — os efeitos adversos de rejeitos quimicos
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gerados pela técnica, o que contraria o conceito de desenvolvimento sustentavel
que norteia a atividade das biorrefinarias (BJELIC; GRILC; LIKOZAR, 2018).

Em geral, o processo de biorrefinaria compreendem as seguintes etapas:
pré-tratamento e preparacdo da biomassa, separacdo dos componentes da
biomassa e subsequentes etapas de conversdo e purificagcdo do produto.
Existem duas abordagens béasicas para a implementacdo do conceito de
biorrefinaria: bottom-up e top-down. A abordagem bottom-up de biorrefinaria
representada pelo modelo atual e majoritario de refinaria aonde o
processamento de matéria-prima inicia focando um unico destino produtivo e
culmina no objetivo de obter uma gama maior de produtos e/ou um aumento de
fracOes de matérias-primas através da conexdo com tecnologias adicionais. Um
exemplo de producdo bottom-up é biorrefinaria de amido de trigo e milho
(Lestrem, Franca) que, apesar de ter comecado como uma simples fabrica de
amido, gradualmente expandiu o nimero de produtos, como derivados de amido
e modificacbes de amido, produtos quimicos e produtos de fermentagdo
(BUNDESREGIERUNG, 2012).

A nova abordagem top-down é um sistema que ja nasce altamente
integrado estabelecido para o uso de varias fracdes de biomassa e geracao de
diferentes produtos para o mercado (geracao de “lixo-zero”). O objetivo é obter
0 uso completo da biomassa (por exemplo, lignocelulose de madeira, grdos e
palha de cereais ou gramineas verdes). Um exemplo de abordagem top-down é
a Biorefinaria Verde Austriaca que utiliza silagem de capim verde como matéria-
prima para a producdo de produtos de base biol6gica, como proteinas, acido
latico, fibras e biogas a partir da biomassa restante (WBA, 2014).

Além disso, o suco de capim verde e o suco da silagem (fontes
complexas de nitrogénio e fosfato) empregados como constituintes do meio de
cultivo para o crescimento microbiano e producdo de polihidroxialcanoato
(PHAS) pela bactéria Wautersia eutropha. Biorrefinarias top-down ainda estéo
nas fases de pesquisa e desenvolvimento e suas plantas de demonstracao sao
baseadas principalmente nos EUA, na Europa e em alguns outros paises
asiaticos industrializados (HUANG et al., 2018).

Esta nova pratica industrial em refinarias “holisticas” carecem, contudo,
de uma adequacgdo de modo a atender aos requisitos de producao com alta

qualidade e elevado rendimento de maneira que a atualizagao de processos de
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conversao ja existentes possuam custos justificados e aumento de escala de
producao suficientes ao ponto de possibilitar uma substituicho economicamente
vidvel de longas malhas produtivas (BUNDESREGIERUNG, 2012).

De todos os modelos promissores de biorrefinaria top-down, a do
bioetanol, por ser alternativa aos combustiveis fosseis, se destaca por conta da
sua produgcdo a partir da fermentacdo de leveduras a partir de diferentes
matérias-primas. E um combustivel de alto indice de octanagem e suas
caracteristicas  fisico-quimicas sdo consideravelmente diferentes em
comparacdo com a gasolina — um dos principais combustiveis primarios de
automotores. O bioetanol serve principalmente no setor de transporte, ndo como
combustivel primario, mas em composicdo de misturas com gasolina para
potencializar os indices de octanagem na forma de éter-etil-terciario-butilico
(ETBE) que é consistuido em 45% por volume de bioetanol e 55% por volume
de isobutileno. Muitos paises empregam o ETBE em vez do metil-éter-terciario-
butilico (MTBE) que, apesar de igualmente potencializar os indices de
octanagem na gasolina, é proibido nos EUA e Canada devido a emissfes de
poluentes cancerigenos (KHUONG et al., 2017; YUKSEL; YUKSEL, 2004).

O bioetanol é misturado com gasolina nas fragdes de volume de 5, 10 e
85% (combustivel E5, E10 e E85). Um total de 85% de bioetanol por volume s6
pode ser usado em veiculos de combustivel flexivel (VCF), enquanto misturas
de 5 e 10% em volume podem ser empregadas sem qualquer modificacdo no
motor. No entanto, os problemas relacionados ao uso do bioetanol sdo: efeito
corrosivo no injetor de combustivel e na bomba de combustivel elétrica (bioetanol
€ de natureza higroscopica), problema de partida do motor em climas frios (o
etanol puro é dificil de vaporizar) e efeito tribolégico nas propriedades
lubrificantes e desempenho do motor (KHUONG et al., 2017).

A producdo anual de bioetanol estd aumentando constantemente, e a
previsdo da producdo mundial de bioetanol e seu consumo € um aumento para
quase 134,5 bilhGes de litros em 2024. Aonde dois tercos desse aumento
provavelmente originam-se no Brasil principalmente para atender a demanda
interna. No Brasil, 0 aumento da demanda por bioetanol é principalmente devido
ao aumento constante no numero de VCFs vendidos. Portanto, é provavel que
os EUA e o Brasil continuem sendo os dois principais produtores de bioetanol,

seguidos pela Unido Europeia e China (figura 1). Cerca de 40% da producéo
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mundial de bioetanol é proveniente da cana-de-acucar e da beterraba sacarina
e quase 60% é proveniente de matérias-primas que contém amido
(SRIVASTAVA, 2019a).

Taildndia Tailindia
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) %o L [ndia 2 %~_ “
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7%

Unilio Europeia -
8%

A

Figura 1. Estimativas para a producado mundial de bioetanol (A) e consumo (B) até 2024.
(Modificado da FAO; OECD, 2015).

Na Europa, as matérias-primas renovaveis mais convenientes para a
producdo de bioetanol sdo os graos (principalmente trigo) e beterraba sacarina.
Na Franca, a producdo em abordagem top-down acopla o bioetanol a partir do
excedente de vinho. Os precos das matérias-primas representam um impacto
consideravel nos custos de producao de bioetanol e podem representar de 40%
a 75% dos custos totais, dependendo do tipo de matéria. Os custos da producao
de bioetanol a partir da cana-de-acucar no Brasil estdo na faixa de 0,20-0,30
USD/L. Nos EUA e na Unido Europeia, o bioetanol produzido a partir da
beterraba sacarina e do milho atingiu os menores custos de producéo de 0,30 e
0,53 USDIL, respectivamente (FESTEL et al., 2013; MUSSATTO et al., 2010).

Os custos na China (trigo, sorgo doce ou mandioca) sdo de 0,28 até
0,46 USDI/L, dependendo dos custos da matéria-prima. O custo da producao de
bioetanol a partir das matérias-primas contendo sacarose é de cerca de 0,44
USDI/L na india, enquanto que de matérias-primas contendo lignocelulose é de
0,80 a 1,20 USD/L dependendo do tipo. No entanto, os custos de producao de
gasolina gravitam entre 0,10 até 0,18 USD/L, dependendo do tipo de processo
ainda sdo menores; 0 que acarreta, de acordo com 0s 0s custos de producgéo de
bioetanol, uma Unica op¢édo de competitividade a partir da planta de produgéo
no Brasil (ZHAO et al., 2015).
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1.2 Reciclagem e biocombustiveis: transformando residuos agroindustriais em
matéria-prima

Diferentes tipos de biomassa apresentam variaveis potenciais para a
producdo de bioetanol. Devido a sua composicdo quimica, de acordo com a
natureza dos carboidratos, eles formam principalmente trés grupos: (i) matérias-
primas que contém sacarose: beterraba sacarina, cana-de-agucar, melaco,
sorgo, sorgo doce, (ii) matérias-primas que contém amido: grdos como milho,
trigo, tubérculos como a mandioca e (ii) biomassa lignoceluldsica: palha,
residuos agricolas e residuos de madeira. No entanto, essas matérias-primas
contendo sacarose e amido (primeira geragdo) competem com Seu uso como
alimento ou ragéo, influenciando, assim, seu suprimento. Portanto, a biomassa
lignoceluldsica (segunda geracdo) representa uma matéria-prima alternativa
para a producéo de bioetanol devido a seu baixo custo, disponibilidade, ampla

distribuicdo e ndo € competitiva com alimentos e ra¢gfes (ALVIRA et al., 2010).

1.2.1 Matérias-primas que contém oligossacarideos

A cana-de-acUcar e a beterraba sdo os mais importantes produtores
vegetais de acucar no mundo. Dois tercos do acucar mundial sdo de producao a
partir da cana-de-agucar e um terco a partir da beterraba sacarina. Esta matéria-
prima pode ser facilmente hidrolisada pela enzima invertase (EC 3.2.1.26), que
é sintetizada pela maioria das leveduras do género Saccharomyces. Assim, a
guebra da matéria-prima se da em uma Unica etapa ndo sendo necessario
nenhum tipo de pré-tratamento, o que torna este bioprocesso mais viavel do que
a partir de matérias-primas contendo homopolissacarideos constituido por
ligacdes alfa como o amido (PAVLECIC et al., 2010).

As culturas de cana-de-acuUcar precisam apenas de um processo de
moagem para a extracdo de acucares para fermentacdo e o etanol pode ser
produzido diretamente a partir do melaco. A cana-de-agucar como matéria-prima
para producdo de bioetanol oferece certas vantagens, uma vez que € uma
cultura semiperene que ndo requer muitas operacdes agricolas, que
normalmente sdo necessarias para o processamento da colheita, além do fato
de que sua biomassa é tradicionalmente usada para calor e eletricidade (nha

combustdo da palha). A cana-de-acucar é menos dispendiosa do que outras
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matérias-primas utilizadas na producédo de bioetanol devido ao processamento
mais facil e maior produtividade pela maior adaptacdo das culturas em nossas
lavouras e condi¢des de plantio (GRAY; ZHAO; EMPTAGE, 2006; XU et al.,
2018).

No entanto, muitos esforcos ainda visam a melhoria da producéo de
bioetanol a partir da cana-de-acucar: Isso inclui o desenvolvimento de novas
variedades de cana-de-aglUcar com maior teor de sacarose e resisténcia as
doencas, maior rendimento por hectare e maior longevidade. Na Europa, a
producdo de acucar é baseada principalmente no uso de beterraba como
matéria-prima. Os extratos formados como intermediarios durante o
processamento de beterraba sacarina, bem como acucar cristal de alta pureza,
poderiam ser convertidos em bioetanol e/ou produtos de base bioldgica (como
polimeros gelificantes) (PAVLECIC et al., 2017).

O xarope de acgucar e o acucar granulado podem servir como substratos
para a producdo de bioetanol durante todo o ano. Além disso, eles também
podem servir como precursores para diferentes intermediarios quimicos ou
produtos finais (por exemplo, surfactantes). O melaco, um dos principais
subprodutos da indulstria acgucareira, principalmente como substrato para
leveduras, na industria do bioetanol e na transformacdo bioquimica, também
pode ser adequado para a producdo de alimentos. O total de dissacarideos e
oligossacarideos residuais no melaco pode chegar a 50-60% (m/v), dos quais
cerca de 60% é sacarose, 0 que torna este substrato adequado para a producéo
de bioetanol em larga escala (DARVISHI; MOGHADDAMI, 2019).

O melago é também um subproduto na producao de polpa citrica seca,
com nao menos que 45% (m/v) de acucares totais. A producédo de glucose a
partir do amido (milho ou sorgo granulado; aonde &cidos sdo usados para a
hidrélise) também produz o melago. O melago de amido contém cerca de 43%
(m/v) de acucares redutores e 73% (m/v) de solidos totais (LING, 2010).

Outro material contendo agucar que pode ser usado para a producéo de
bioetanol é o soro de leite, um subproduto da fabricacdo de queijo, contendo
cerca de 4,9% (m/v) de lactose. Devido ao teor relativamente baixo de acucar,
uma planta de bioetanol de tamanho modesto requer um consideravel volume
de soro de leite para ser economicamente viavel, sendo necessario 0

escoamento de toda uma producdo de residuos de laticinios para a planta
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industrial. A viabilidade de uma nova usina de bioetanol depende do custo do
soro de leite como matéria-prima, bem como do preco final do bioetanol que esta
intimamente relacionado a tecnologia de producdo e ao desempenho dos
bioprocessos (XU et al., 2018).

1.2.2 Matérias-primas que contém amido

A cultura de gréos (por exemplo, milho, cevada, trigo ou sorgo) e raizes
(por exemplo, mandioca, batata, batata doce, alcachofra) contém grandes
quantidades de amido. O amido nativo isolado de diferentes fontes pode ser
usado para posterior conversdo em produtos poliméricos ou na producédo de
bioetanol. O residuo do amido isolado contém proteinas e fibras, com grande
potencial para aplicacdo na producao de alimentos e racdes (JOBLING, 2004).

A maior producdo de amido de milho é nos EUA e representa mais de
80% do mercado mundial. Nos EUA, o milho é uma fonte de mais de 95% da
producdo de bioetanol e o restante € produzido a partir de residuos de cevada,
trigo, soro de leite e bebidas. As regides de cultivo de sorgo granifero nos EUA
mostram um crescente interesse na producao de bioetanol a partir desta fonte.
Além disso, a viabilidade econdbmica da producdo a partir de mandioca na
Tailandia tem suscitado crescente interesse por parte dos pesquisadores. Os
tubérculos mandioca (Manihot esculenta) contém cerca de 80% de amido de
massa e menos de 1,5% de proteinas de massa (SOLOMON; BARNES;
HALVORSEN, 2007).

O pré-tratamento dos tubérculos para a producéo de bioetanol inclui as
seguintes operacOes: limpeza, descascamento, ‘lascamento” e secagem.
Depois disso, os chips secos de mandioca sdo usados para a producao de
combustivel. O amido é uma mistura linear (amilose) e ramificada (amilopectina)
e poliglicanos. A enzima crucial para a hidrolise do amido é a a-amilase (EC
3.2.1.1), ativa em ligagdes glicosidicas entre residuos de glucose do tipo a-1,4,
mas nao nas ligagdes a-1,6 na amilopectina (a qual é substrato para as enzimas
desramificadoras). Para a producdo de bioetanol a partir de matérias-primas
contendo amido, € necessario realizar a hidrolise do amido (principalmente pelo
grupo enzimatico EC 3.2.1.1 e EC 3.2.1.41) em xarope de glucose, que pode ser

convertido em etanol pela levedura Saccharomyces cerevisae. Esta etapa € um
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custo adicional em comparacéo com a producéo de bioetanol a partir de matérias
primas contendo sacarose ou monossacarideos (SCHWEINBERGER,;
TRIERWEILER; TRIERWEILER, 2019).

Alguns microrganismos como a bactéria Bacillus licheniformis e
linhagens geneticamente modificadas da bactéria Escherichia coli e Bacillus
subtilis produzem a-amilase, enquanto os fungos Aspergillus niger e Rhizopus
sp. produzem alfa-glicosidase (EC 3.2.1.20). Em condi¢cbes anaerobicas, a
levedura S. cerevisae metaboliza glucose em etanol com eficiéncia tedrica de
conversao aproximada de 51% em massa de alcool para 1 grama de carboidrato.
No entanto, a levedura também utiliza glucose para o crescimento celular e a
sintese de outros produtos metabdlicos, reduzindo assim a eficiéncia maxima de
conversao: na pratica, 40 a 48% em massa do monossacarideo sdo convertidos
em etanol (SCHWEINBERGER; TRIERWEILER; TRIERWEILER, 2019).

Em comparacao com a producédo de etanol a partir das demais matérias-
primas, o etanol obtido a partir do amido possui a vantagem de ja possuir um
coquetel enzimatico de origem fungica adaptado as atuais plantas industriais
(portanto, extremamente resilientes as condicbes de pH, tempretaura e
saturacdo de etanol existentes durante o0s bioprocessos a partir deste
polissacarideo). Neste contexto, as microalgas sdo uma potencial fonte
renovavel de biomassa para a producéo de bioetanol amilésico pois sédo capazes
de converter CO2 em lipidos e polissacarideos — como o amido. Assim, o COz2
industrial poderia ser coletado e usado para o cultivo de microalgas como parte
da estratégia de reducdo de CO2 emisséo na atmosfera (SRIVASTAVA, 2019b).

As microalgas podem acumular amido como um polissacarideo de
reserva, que pode ser usado para a producdo de bioetanol (terceira geracao)
apos o processo de pré-tratamento. Além disso, a biomassa residual (contendo
matéria organica e minerais) apés a producao de bioetanol pode servir como
biofertilizante. Assim, 0 uso do conceito de biorrefinaria holistica (ou top-down)
se aplica de maneira extremamente adequada para esta proposta de producéo
(LI; LIU; LIU, 2014).

1.2.3 Matérias-primas que contém lignocelulose
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A producéo de Etanol-2G a partir das matérias-primas constituintes de
lignocelulose € uma das estratégias mais atraentes e sustentaveis pois a
biomassa lignocelulésica € renovavel e ndo competitiva com as culturas
alimentares, caracteristicas responsaveis por impulsionar a producdo deste
biocombustivel nos ultimos anos (figura 2). Além disso, o uso de bioetanol obtido
a partir desta biomassa esta relacionado a consideravel reducdo da emissao de
gases de efeito estufa. A biomassa lignocelulosica é distribuida quase
igualmente na Terra, em contraste aos recursos fésseis, o0 que garante a
seguranca do abastecimento por meio de fontes de energia domésticas (XU et
al., 2018).
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Figura 2. Projecdo anual da produgcdo de biocombustivel celulésico e outros
biocombustiveis no mundo de 2008 a 2022 (obtido de VERENIUM, 2008, com
modificagdes).

Esta matéria-prima pode ser obtida a partir de diferentes residuos ou
colhidos diretamente dos ambientes naturais e seu preco € geralmente menor
do que o das matérias-primas que contém acucares simples ou amido. Matérias-
primas que contém lignocelulose para producédo de bioetanol formam seis grupos

principais: residuos de colheita (bagaco de cana, palha de milho, tipos diferentes
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de palha, cascas de arroz); residuos de madeira de lei (residuos de alamo,

pinheiro); residuos de madeira macia (residuos de pinho, abeto); residuos de

celulose (residuos de papel e lodo de papel reciclado); biomassa herbacea (feno

de alfafa e outros tipos de gramineas) e residuos sélidos urbanos (CORREA;
BADINO; CRUZ, 2016).
A biomassa lignocelulésica média contém 43% de celulose, 27% de

lignina, 20% de hemicelulose e 10% de outros componentes. A variedade da
composicdo de biomassa lignocelulésica poderia ser uma vantagem (pois as
abordagens top-down permitiriam maior diversidade de produtos do que os
obtidos em refinarias de petr6leo), mas também uma desvantagem (necessidade
de uma grande variedade de tecnologias integradas). Essa estrutura
heterogénea da biomassa lignocelulésica requer processos quimicos mais
complexos do que as matérias-primas uniformes e consistentes que ja possuem
protocolos de utilizacdo bem definidos na industria quimica (ZALDIVAR;
NIELSEN; OLSSON, 2001).

Além da integracdo de tecnologias capazes de processar os diferentes
componentes desta biomassa complexa, a matéria-prima lignoceluldsica implica
ainda no impacto logistico de transporte até as biorrefinarias top-down de
processamento e refino, por ser este material — o lignocelulésico — em sua
maioria proveniente de rejeitos de outras malhas industriais (sendo portanto
gerados a uma consideravel distancia do destino final), este problema ha de ser
resolvido pela estabilizacdo da biomassa, a fim de estar disponivel para
armazenamento a longo prazo, e para garantir o trabalho continuo da
biorrefinaria ao longo do ano (HUANG et al., 2018).

A hidrélise da biomassa lignocelulésica em monémeros se faz
necessaria antes que 0s microrganismos possam metaboliza-los. Acidos, bases
ou enzimas geralmente realizam esse processo. Fatores fisico-quimicos,
estruturais e composicionais, contudo, podem retardar consideravelmente este
mecanismo. Portanto, a etapa de pré-tratamento bem realizada é geralmente
necessaria para obter condi¢des para uma hidrélise enziméatica eficiente. No pré-
tratamento, ha a reducéo do grau de polimerizacao e indice de cristalinidade do
beta-homopolissacarideo, ruptura das ligacdes lignina-carboidrato, remocéao de

lignina e hemicelulose e aumento da porosidade do material devem ocorrer a fim
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de assegurar a hidrolise enzimatica eficiente da biomassa lignocelulosica (SAINI
et al., 2015).

A escolha do pré-tratamento depende da natureza do material bruto e
da formacdo de subprodutos durante o pré-tratamento selecionado, e sua
escolha tem um grande impacto em todos os estagios subsequentes da
producéo de bioetanol. Condi¢cbes adversas usadas durante os pré-tratamentos
levam a sintese de compostos téxicos, como furanos [2-furaldeido (furural) e 5-
hidroximetilfurfural (HMF)], acidos carboxilicos (acidos acético, férmico e
levulinico) e compostos fendlicos (aldeidos, cetonas, acidos p-cumaricos e
feralicos) (SINGH et al., 2018).

Pelo fato de esses compostos serem potenciais inibidores de
microrganismos, algumas estratégias (para reduzir seu impacto no desempenho
dos bioprocessos) foram desenvolvidas: Remocao de inibidores por extracéo
com solvente, troca idnica, ou utilizando a enzima lacase (EC 1.10.3.2); uso de
cepas de microrganismos fermentadores muito tolerantes aos inibidores, e
selecdo de pré-tratamento efetivo que causa degradacdo minima de acucar e
formacéo de inibidores. A maioria dos métodos de mitigacdo removem apenas
parcialmente estes inibidores, mas também contribuem para uma queda no
rendimento da sacarificagéo da celulose, o que consequentemente aumenta os
custos finais do processo. Os métodos de pré-tratamento podem ser
basicamente divididos em quatro grupos principais (fisico, quimico, fisico-
quimico e biolégico), onde nem todos os métodos séo plenamente viaveis para
aplicacdo em escala industrial (RODRIGUEZ-COUTO, 2019).

1.2.3.1 Pré-tratamento fisico de matérias-primas que contenham lignocelulose

Dentre as principais abordagens de pré-tratamento classificadas nesta
metodologia, o processamento fisico (mecanico) inclui moagem (moagem de
dois cilindros, moagem de bolas ou martelos e moagem coloidal ou moagem de
vibroenergia); métodos de irradiacdo (raios gama, feixe de elétrons, micro-
ondas) e outros (por exemplo, hidrotérmicos, expansao, extrusdo ou pirélise).
Apos os pré-tratamentos fisicos, a consequéncia é a reducdo no tamanho das

particulas e diminuicdo da cristalinidade da biomassa lignoceluldsica tendo um
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impacto no aumento da area superficial especifica e na reducédo do grau de
polimerizacao (SINGHANIA et al., 2014).

No entanto, o tamanho das particulas tem que ser otimizado (particulas
muito pequenas ndo sdo desejaveis pela dificuldade de estocagem e
manipulagéo) por causa do alto consumo de energia durante a moagem e
impacto negativo no pré-tratamento. Muitos dos métodos fisicos de reducao de
tamanho mencionados ndo sdo economicamente viaveis devido as demandas
de energia muito altas. A extrusao é um novo e prospectivo pré-tratamento fisico
para conversdo de biomassa em acUcares fermentesciveis. A capacidade de
garantir alta taxa de cisalhamento, rapida transferéncia de calor e mistura efetiva
sdo as principais vantagens da metodologia extrusora. Alguns estudos
descreveram a utilizacdo de utilizaram extrusdo como pré-tratamento para
conversdo de casca de soja em acucares fermentesciveis e compararam com
duas tradicionais estratégias que empregam acido diluido (1% massa/volume de
H2S04) e alcalis (1% massa/volume de NaOH). Em condi¢des 6timas, a extrusdo
obteve valores consideraveis de conversdo da celulose em glicose num
rendimento de 95% em massa (YOO et al., 2011).

1.2.3.2 Pré-tratamento quimico de matérias-primas que contenham lignocelulose

Os pré-tratamentos quimicos incluem a administracédo de acidos (acido
sulfarico, acido nitrico, fosférico ou cloridrico), alcalis (hidroxido de sédio ou
potassio, aménia ou sulfito de amonio), tratamento de gas (diéxido de cloro,
diéxido de nitrogénio ou diéxido de enxofre), adicdo de agentes oxidantes
(oxigénio, ozénio ou Oxidos), liquidos idnicos (liquidos ibnicos baseados em
imidazol) e organosolv (metanol, etanol, acetona, glicerol, etilenoglicol, etc.). O
principal objetivo do emprego do pré-tratamento acido € a remocao da
hemicelulose, tornando a celulose mais acessivel as enzimas(PORZIO et al.,
2012).

A principal desvantagem da hidrélise &cida é a formacéo de inibidores,
uma vez que os agucares fermentesciveis liberados podem ser decompostos em
furfural (a partir de pentoses) e hidroximetilfurfural (HMF, a partir de hexoses).
Estes compostos séo inibidores do crescimento de células de levedura que tém

um impacto negativo na eficiéncia de producdo de bioetanol. Para pré-
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tratamento alcalino de matérias-primas lignocelulésicas, NaOH, KOH, Ca(OH)2
e NH4OH sao usados com mais frequéncia. Neste tipo de abordagem, a
temperatura e pressdo sdo mais baixas do que nos outros métodos de pré-
tratamento aplicados. O método alcalino aumenta a digestibilidade da celulose e
€ mais eficaz para a solubilizacdo da lignina, no entanto, o alto custo dos alcalis
constitui principal inconveniente (TALEBNIA; KARAKASHEV; ANGELIDAKI,
2010).

A ozonodlise reduz consideravelmente o teor de lignina (a hemicelulose
é levemente afetada, enquanto a celulose permanece intacta) e ndo produz
residuos téxicos, mas demanda altas concentracdes de 0zonio o que torna esse
método muito dispendioso. Varios trabalhos despontam na literatura indicando o
uso exitoso de material lignocelulésico da palha de trigo e centeio, palha de
algodao, e palha do bagaco de cana (DE BARROS et al., 2013).

Os liquidos i6nicos (LIs), compostos formados por solucdes salinas
constituidas de grandes cétions organicos e pequenos anions inorganicos, sao
importantes solventes empregados para o0 pré-tratamento de materiais
lignoceluldsicos. Os Lis tém a capacidade de quebrar as extensivas ligacfes de
hidrogénio nos polissacarideos e estimular sua solubilizacdo, eles sé&o
caracterizados por estabilidade térmica e quimica, nao-inflamabilidade, ampla
faixa de temperatura no estado liquido e boas caracteristicas de solvatacao para
varios materiais. Os Lls sdo conhecidos como solventes “verdes” devido ao fato
de que durante seu uso gases toxicos ou explosivos ndo sao formados: Alguns
estudos demonstram que durante o pré-tratamento com a utilizacdo de Lls em
palha, foi observado aumento significativo da sacarificacdo enziméatica de xilana
(63% de conversdo em xilose) em 24 h e celulose (96% de conversao em
glicose) (OLIVIER-BOURBIGOU; MAGNA; MORVAN, 2010).

O meétodo combinado que usa LIs e amonia foi examinado para o preé-
tratamento da palha de arroz. Os resultados obtidos demonstram que 82% (m/v)
da celulose da palha de arroz foi utilizada no processo com 97% (m/v)
convertidos em glucose — significativamente maior do que o0s tratamentos
individuais de amonia ou Lls. Para além do uso de bases, a estratégia de

utilizacdo de LIs associada a acidos resultou em celulose de alta pureza e
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fracOes de hemicelulose, bem como 87% de lignina pura separada do material
original (JIA et al., 2015).

O organosolv destaca-se como técnica eficiente e ecologicamente
correta pelo fato de ser baseado no uso de solventes organicos (por exemplo,
etanol, metanol, acetona e etilenoglicol) para extrair a lignina e assegurar uma
celulose mais acessivel. Nesta estratégia acoplada, os solventes sdo misturados
com agua em varias porcoes, adicionadas a biomassa e aquecidas (100-250
°C). No entanto, os solventes precisam ser drenados do reator, evaporados,
condensados e reciclados, o que torna 0s custos de pré-tratamento
relativamente altos. A extracdo do bagaco de cana-de-aglUcar em condi¢des
otimizadas (30% em etanol volumétrico a 195 °C por 60 min) resulta na producéo
de 29,1% em massa de acUcares fermentesciveis. Alguns estudos recentes
descrevem este pré-tratamento a base de organossolv (com o uso de glicerol)
destinada a palha de trigo. Sob condi¢fes otimizadas (raz&o liquido-sélido de 20
g/g a 220 °C por 3 h), um total de 70% em massa de hemicelulose e 65%-70%
de lignina em massa foram removidas das matérias-primas contendo
lignocelulose (DA SILVA; ERRICO; RONG, 2018).

1.2.3.3 Pré-tratamento fisico-quimico de matérias-primas que contenham
lignocelulose

Pré-tratamentos fisico-quimicos incluem oxidacdo Umida, explosdo
(exploséo a vapor, explosdo de fibra de amonia, explosdo de CO2 e SO2),
microondas, ultrassom e pré-tratamento de agua quente. A explosédo a vapor
consiste no tratamento da biomassa com vapor saturado de alta pressdo e, em
seguida, a presséo ¢é liberada rapidamente, o que provoca uma descompressao
explosiva da biomassa, este processo se inicia geralmente entre 160 a 260 °C
(pressao correspondente de 0,69 a 4,83 MPa) por um curto periodo de tempo
(varios segundos até alguns minutos) antes que a massa esteja exposta a
pressdo atmosférica. Durante este pré-tratamento, a hemicelulose e a lignina sdo
degradadas. Esse pré-tratamento € econémico, mas também destréi uma parte
da fracéo xilana. Durante a exploséo a vapor, a ruptura incompleta da matriz de
lignina e carboidratos e a geracdo de inibidores microbianos também restou

descrita (LIU et al., 2014).
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Alguns trabalhos utilizando esta metodologia em relacdo ao bagaco de
cana-de-agucar com vapor variando a 200, 215 e 230 °C por 5 min no processo
simultaneo de sacarificacdo e fermentagdo da producdo de bioetanol. As
condicbes oOtimas de pré-tratamento (215 °C por 5 min) resultaram em um
rendimento total de glucose de 86,8% em massa (MANZANARES; ISIS,
AMORES; IGNACIO; BALLESTEROS, GEORGINA, 2013).

A exploséo de fibras de aménia (Ammonia Fiber Expansion — AFEX) &
um pré-tratamento importante que utiliza processos fisicos (alta temperatura e
pressao) e quimicos (aménia) para obter hidrélise efetiva das matérias-primas.
O AFEX aumenta a acessibilidade da superficie para a hidrélise, promove a
descristalizacdo da celulose e a despolimerizacdo parcial da hemicelulose e
reduz a calcinabilidade da lignina na matéria-prima tratada. No entanto, este
processo ndo é eficiente para biomassa com alto teor de lignina (LAU et al.,
2010).

Estudos recentes descreveram o pré-tratamento e a hidrélise
enzimatica por meio do método AFEX aplicado a fibra de cacho de palmeira,
obtida a partir da industria de processamento de palmito (Bactris gasipaes). As
condi¢cBes oOtimas foram atingidas a 135 °C com tempo de permanéncia de 45
minutos, carga de agua para biomassa seca de 1:1 (g/g) e ambnia para carga de
biomassa seca de 1:1 (g/g), resultando em um rendimento de 90% por massa do
total de acgucares redutores ap6s 72 h de hidrélise enzimatica (BEAUCHEMIN et
al., 2019).

7

Uma outra estratégia que merece registro € o emprego de fluidos
supercriticos que se caracterizam como substancias gasosas comprimidas a
temperaturas acima de seu ponto critico para uma densidade semelhante ao
ocorre em sua fase liquida. A &gua, diéxido de carbono e amobnia sdo as
substancias mais usadas na forma supercritica. O CO2 supercritico atua como
um solvente de extracdo porque é ndo toxico, ndo inflamavel, barato e
prontamente disponivel, além de ndo causar a formagéo de compostos inibitorios
para 0s processos enzimaticos subsequentes. A liberacdo explosiva de presséo
de CO:2 perturba as fracbes de celulose e hemicelulose e, consequentemente,
aumenta a area de superficie acessivel do substrato para enzimas (GAO et al.,

2010).
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Para o pré-tratamento do bagaco de cana, o CO:2 supercritico e
ultrassom serviu para melhorar a eficiéncia de hidrélise enzimatica. No pré-
tratamento com apenas CO: supercritico a quantidade de acuUcar fermentavel
aumentou 2,8 vezes em relacdo ao bagaco de cana-de-acgucar nado tratado e,
consequentemente, a eficiéncia da hidrolise enzimatica foi de 74,2% maior. O
ultrassom combinado ao CO:2 supercritico aumentou a quantidade de acucares
fermentesciveis apés hidrélise enzimatica em 16% em massa, em comparacao
com o pré-tratamento apenas com ultrassom. Estes resultados levam a concluir
que o ultrassom combinado ao CO:2 supercritico € uma alternativa eficiente e
prospectiva para o pré-tratamento de matérias-primas contendo lignocelulose
em temperaturas relativamente baixas, sem 0 uso de solventes nocivos
(BENAZZI et al., 2013).

O pré-tratamento com sulfitos para superar a recalcitrancia da
lignocelulose (Sulfite Pretreatment to Overcome Recalcitrance of Lignocellulose
- SPORL) é uma abordagem eficiente no pré-tratamento da biomassa lenhosa.
O SPORL é eficiente a 160-190 °C por 10-30 minutos e a adi¢do de sulfito
aumenta o valor do pH do meio 0 que consequentemente resulta na sintese de
menores quantidades de inibidores de fermentagcédo. A sulfonagédo parcial da
lignina pelo sulfito garante o amaciamento da madeira, 0 que reduz
consideravelmente a demanda de energia pelo pré-tratamento. A comparacao
entre a explosdo de vapor catalisada por acido e o0 SPORL demonstra que a
eficiéncia energética do SPORL é cerca de 30 vezes maior de maneira que a
hidrolise enzimatica de substratos de madeira pré-tratada por SPORL com carga
enzimatica de 15 FPU/g de celulose foi de aproximadamente 95% em massa em
apenas 48 horas (MORENO et al., 2019; ZHANG et al., 2019b).

As microondas também tém aplicacdo no pré-tratamento de matérias-
primas contendo lignocelulose. Muitas investigagbes apontaram que as
microondas causam 0 aquecimento localizado da matéria-prima, levando a
ruptura da estrutura da lignocelulose, tornando a celulose e a hemicelulose mais
acessiveis para a hidrélise enzimatica. Alguns autores descreveram os efeitos
do tratamento com microondas nos residuos de sorgo (Sorghum sp.) aonde foi
registrado um rendimento de acUcar consideravelmente maior do que a dos

residuos nao tratados. Ha também o tratamento ultrassonico de solugbes tem
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um uso potencial como tecnologia alternativa e tem sido utilizado para a extracao
de celulose, hemicelulose e lignina. As ondas ultrassbnicas criam diferencas de
pressdo (cavitagdo) dentro de uma solucdo que influenciam de maneira
diferenciada cada um dos componentes moleculares (no caso, lignina,
hemicelulose e celulose) presentes na mistura (BENAZZI et al., 2013;
SUBHEDAR; RAY; GOGATE, 2018).

1.2.3.4 Pré-tratamento bioldégico de matérias-primas que contenham
lignocelulose

Em comparacdo com a maioria dos outros pré-tratamentos ja
mencionados, os métodos bioldgicos sdo considerados como ambientalmente
corretos uma vez que nao empregam produtos quimicos e a entrada de energia
€ relativamente baixa logo, ndo ha problemas relacionados a corrosdo, nenhum
fluxo de residuos téxicos e a producdo de inibidores de fermentacdo se da em
niveis muito mais baixos. Nos pré-tratamentos biologicos, sdo empregados
microrganismos como fungos e bactérias que degradam a lignina e a
hemicelulose, mas nao séo eficazes na ruptura da celulose (GARCIA-GALINDO
et al., 2019; HUANG et al., 2018).

O pré-tratamento biolégico de palha de milho (Zea mays), trigo (Triticum
spp.) e palha de soja (Glycine max), pelo fungo Ceriporiopsis subvermispora foi
descrito por alguns autores numa estratégia de processamento médio de 18 dias,
capaz de deslignificar milho e palha de soja usando enzimas como peroxidase
(EC 1.11.1.9) elacase (EC 1.10.3.2). Nesta hidrélise enziméatica, os rendimentos
médios de glucose aumentaram em 56,50% em massa do que aqueles
observados com as matérias-primas nao tratadas. Um aumento adicional do
rendimento de glucose (de 10 a 30% em massa) foi obtido quando o tempo de
pré-tratamento enzimatico foi prolongado para 35 dias. Porém, o pré-tratamento
com enzimas de origem fangica ndo aumentou a digestibilidade da celulose do
trigo (WAN; LI, 2011).

O pré-tratamento biolégico também inclui o uso de enzimas para
hidrélise de materiais lignoceluldsicos crus (para fins de biorremediagédo) que
podem ser remanejados para as industrias de etanol de segunda geracao. A
eficiéncia global do bioprocesso depende da taxa de hidrélise da matéria-prima
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lignoceluldsica em acgucares fermentesciveis. As celulases (EC 3.2.1.4) realizam
a hidrdlise enzimatica da celulose, para que as leveduras ou bactérias possam
fermentar os acgulcares redutores obtidos em etanol. Na hidrélise da celulose,

participam pelo menos trés grupos principais de celulases: endoglucanases (EC

3.2.1.4 ) que atuam em regides de ataque de baixa cristalinidade na fibra de

celulose que criam extremidades de cadeia livre, exoglucanases (EC 3.2.1.91)

ou celobiohidrolases que degradam ainda mais a molécula removendo as
unidades de celobiose nas extremidades da cadeia livre geradas pelas

endoglucanases e B-glicosidases (EC 3.2.1.21) que realiza a hidrdlise da

celobiose para produzir glucose livre (BEHERA et al., 2017).

A hidrélise enzimatica pode ser dividida em duas etapas: primaria e
secundaria. O estagio de hidrélise primaria envolve a acdo de endoglucanases
e exoglucanases na superficie do substrato solido, resultando na liberacdo de
oligossacarideos (até 6 unidades de glucose na cadeia) em fase liquida. O
estagio de hidrdlise secundaria inclui hidrolise adicional de oligossacarideos a
celobiose (por celobiohidrolases) e glucose (por B-glicosidases) (BAYER et al.,

2008), conforme ilustrado na figura 3.

/O Exoglucanase de Extremidade Redutora
CH y /. Exoglucanase de Extremidade nido Redutora
'S = - = - ‘ Endoglucanase

$ Beta-glucosidase

> Glucose Livre

Figura 3. Modelo atual de degradacdo enzimatica da celulose: ataque sequencial das
diferentes exoglucanases (EXO-I e EXO-II) juntamente com as endoglucanases (EG)
para desconstruir a celulose, deixando as beta-glicosidases (BG) para degradacéo final
dos residuos de glucose livre. (Obtido a partir de Bubner, Plank, and Nidetzky 2013, com
modificagdes).
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A acessibilidade da celulose a hidrdlise enzimatica depende da remocao
do xilano e da lignina pelo uso de lignina peroxidase (EC 1.11.1.14) e lacases
(EC 1.10.3.2). O xilano n&do possui a estrutura cristalina compacta como a
celulose e, portanto, € mais suscetivel a hidrolise enzimatica. A hidrolise
completa do xilano requer a acdo cooperativa das seguintes enzimas endo-1,4-
B-xilanase (EC 3.2.1.8), B-xilosidase (EC 3.2.1.37), a-arabinofuranosidase (EC
3.2.1.55) e a-glucuronidase (EC 3.2.1.139). As esterases (EC 3.1.1.1) atuam
sobre as ligacOes éster entre unidades de xilose do xilano e do acido acético ou
entre residuos da cadeia lateral da arabinose e acidos fendélicos, como o &acido
ferdlico (acido ferulico esterase) e o &cido p-cumarico (BERLIN et al., 2007;
BISWAS et al., 2019).

A lignina esta intimamente ligada a celulose e, portanto, ndo € acessivel
para celulases. A principal caracteristica da degradacéo da lignina é a acéo das
peroxidases, onde a lignina peroxidase (também chamada ligninase) e a
peroxidase de manganés (também chamada peroxidase dependente de Mn) sédo
as duas principais enzimas. Estas enzimas foram descobertas no fungo
basidiomiceto Phanerochaete chrysosporium e sdo chamadas verdadeiras
ligninases devido ao seu alto potencial redox. A lignina peroxidase oxida
subestruturas de lignina ndo-fendlicas (retirando um elétron) e produz radicais
cations, que sdo ainda quimicamente degradados. A Lacase (ja& mencionada)
também constitui parte na degradacéo da lignina que é sintetizada pela ampla
variedade de fungos e bactérias (BJELIC; GRILC; LIKOZAR, 2018; DETNS et
al., 2002).

As lacases microbianas (EC 1.10.3.2) tem capacidade para hidrolise
completa de lignina sozinha ou em combinacdo com outras peroxidases.
Lacases catalisam a oxidacdo de wunidades fendlicas na lignina
(consequentemente o oxigénio molecular € reduzido a agua), bem como
substancias fenodlicas e aminas aromaticas a radicais. Substancias fenolicas
(estritamente relacionadas a lignina ou derivados de lignina), substancias sem
lignina e extratos de diferentes recursos estimulam a sintese de lacase. A
hidrolise enzimatica € altamente especifica e ocorre em condi¢cbes de reacao

(por exemplo, pH =5 e temperatura 6tima abaixo de 50 °C) com menor consumo
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de energia e impacto ambiental do que a hidrdlise acida de lignocelulose (LOPES
et al., 2019; RODRIGUEZ-COUTO, 2019).

O pré-tratamento bioldgico (ou enzimatico) também proporciona alto
rendimento de glucose com baixa formacgéo de subprodutos toxicos ou inibidores
de fermentacdo, o que é favoravel para o uso adicional do hidrolisado nos
processos de sintese de Etanol-2G. O produto final da hidrélise enzimatica
(glucose) inibe a atividade da maioria das supracitadas enzimas (como
celulases) e, portanto, deve ser removido imediatamente apos a formacéo para
reduzir seu impacto na cinética da hidrdlise. Diferentes abordagens foram
examinadas para reduzir a inibi¢cdo da glucose por hidrélise, como o uso de altas
concentragbes de enzimas, a adigdo de B-glicosidases durante a hidrélise e a
remocdo de acucar durante a hidrdlise por ultrafiltracdo ou simultanea
sacarificacédo e fermentacdo (MICHLMAYR et al., 2010).

A concentracao de substrato tem um impacto crucial na taxa inicial e no
rendimento da hidrélise enzimética da celulose. O aumento da baixa
concentracdo de substrato aumenta o rendimento e a taxa de hidrélise. Embora
0 preco das celulases tenha sido reduzido em mais de 10 vezes nas Ultimas
décadas, ele ainda representa mais de 20% dos custos de producéo de bioetanol
a partir de matérias primas lignocelulésicas. Como as celulases permanecem
ativas apos a hidrélise, sua reciclagem pode ser uma abordagem util e
economicamente viavel. Portanto, varios métodos para a reciclagem de enzimas
(por exemplo, sedimentacdo seguida por ultrafiltracdo ou microcentrifugacao,
cromatografia de troca cationica, reacao de adsorcao e imobilizagdo) tém sido
estudados (SARATALE; SARATALE; OH, 2012).

1.3 O bioetanol lignoceluldsico

Uma vez realizada a etapa de sacarificacdo, 0 microrganismo mais
empregado para a etapa de fermentacdo e producao propriamente dita do
bioetanol é a levedura Saccharomyces cerevisiae devido a sua capacidade de
degradar a sacarose em hexoses (glucose e frutose). As células de S. cerevisiae
requerem pequenas quantidades de oxigénio para a sintese de acidos graxos e

esterol durante a producéo de bioetanol, de modo que a aeracdo € um importante
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parametro para esta etapa. Uma das condi¢cGes limitantes para a acdo desta
levedura s@o as concentracdes de aclUcar (resultante das etapas de
sacarificacdo) e sal (geradas pelos pré-tratamentos quimicos) além das altas
temperaturas (MUSSATTO et al., 2010).

Devido a alta concentracdo de glicidios, o meio aquoso resultante dos
processos de sacarificagdo — também denominado melago de cana — possui alta
osmolaridade o que afeta negativamente a sintese de etanol. Numerosos
estudos tém se debrucado no desenvolvimento de cepas de S. cerevisiae com
maior tolerancia a sal e temperatura. A levedura Schizosaccharomyces pombe
também é utilizada na producdo de bioetanol, uma vez que tolera pressfes
osmaticas elevadas (altas concentracBes salinas) e alto teor de glicidios nos
melacos. Para a producao de bioetanol também foi investigada a possibilidade
de utilizacdo de outros microrganismos, como Zymomonas mobilis, Klebsiella
oxytoca, Escherichia coli, Thermoanaerobacter ethanolicus, Pichia stipitis,
Candida shehatae, Mucor indicus etc. No entanto, a alternativa adequada a S.
cerevisiae ainda nao foi encontrada (SANCHEZ; CARDONA, 2008).

O processo Melle-Boinot € o processo tipico de producdo de bioetanol
fermentacdo descontinua (aonde as etapas de sacarificacdo e fermentacao
ocorrem separadas espacial e temporalmente). Consiste na preparacéo do caldo
rico em acglcares simples e esterilizacdo seguida por fermentacdo de levedura.
O caldo fermentado passa pela separacao centrifuga, enquanto a parte liquida
do caldo se desloca para o estagio de separacdo do etanol e a levedura é
reciclada para a préxima fermentacao, a fim de alcancar concentracdes celulares
mais altas capazes de degradar até a menor concentracdo possivel dos
acucares disponiveis. Essa abordagem é a tecnologia industrial mais comum no
Brasil para producédo de bioetanol, pois pode alcancar a maior produtividade
volumétrica de bioprocessos (SANCHEZ; CARDONA, 2008).

Neste modo operacional, a otimizagcdo do processo de alimentacéo
(renovacdo de monossacarideos no caldo) desempenha um papel critico no
aumento do rendimento e da produtividade do etanol. Na fermentacdo
descontinua repetida, o uso da cepa de levedura floculante se faz fundamental
dado a possibilidade de ser removida ap0s os processos de geracéo do etanol
por estratégias simples de filtragem. Apds o término do processo fermentativo

inicial, as células de levedura se depositam no fundo do biorreator e o caldo
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clarificado € removido. Subsequentemente, uma quantidade igual de caldo
fresco € adicionada ao biorreator para o proximo lote, resultando em altas
concentracdes de células e reducdo da inibicdo da producédo do etanol. Estes
lotes podem ser repetidos até que a atividade e a viabilidade de células de
levedura sejam perdidas (devido ao acumulo de compostos inibidores de
levedura em caldo) e, consequentemente, o indculo fresco tenha que ser
preparado para a reinoculacao do sistema (BHATIA; JOHRI; AHMAD, 2012).

Os sistemas continuos de producéo de bioetanol, por sua vez, consistem em
uma cascata de biorreatores acoplados em que a inibicdo do etanol € reduzida.
Esta hipétese baseia-se no fato de que o etanol sintetizado no primeiro biorreator
é facilmente transportado para os préximos biorreatores e, consequentemente,
a inibicdo do etanol € diminuida. Outra possibilidade para aumentar a
produtividade dos bioprocessos € a remoc¢ao continua de etanol a partir do caldo
rico em monossacarideos, usando sistemas de vacuo ou membranas, mas isso
aumenta os custos globais do processo. Em sistemas continuos de producao de
bioetanol, 0 aumento do suprimento de ar pode melhorar a viabilidade,
rendimento e concentracdo celular das leveduras. A comparacdo entre
bioprocessos continuos e descontinuos para producdo de bioetanol mostra as
seguintes vantagens do modo continuo: reducdo de custos de construcdes de
biorreatores, menores custos de manutencdo e operacdo da planta industrial,
melhor controle de bioprocessos e maior produtividade (KANG et al., 2014).

A maioria das plantas de producdo de bioetanol no Brasil se baseiam no
modo operacional denominado fed-batch por causa de suas vantagens praticas
em escala industrial. A imobilizacdo, a recuperacéao e a reciclagem de células de
levedura ou o controle do crescimento de leveduras podem aumentar a
densidade das células viadveis e bioguimicamente ativas. A concentracdo de
células imobilizadas nos processos de geracdo de bioetanol séo relativamente
altas e, em taxas de maior diluicdo, o bioprocesso pode ser facilmente
controlado, o que, consequentemente, resulta em maior produtividade (HAQ et
al., 2016).

A imobilizacdo de células de levedura por adsorcdo de superficie € mais
eficiente do que armadilhas ou métodos de separacdo mecanica. Estudos de
imobilizac@o de células de levedura pela adsor¢céo de superficie demonstraram

gue o crescimento de células nao é significativamente afetado, embora algumas
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células de levedura possam ser removidas do sistema. As células de levedura
auto-floculantes apresentaram eficiéncia de producdo de bioetanol semelhante
a observada pelas células de levedura imobilizadas em materiais de suporte.
Além disso, o material de suporte ndo é utilizado nem danificado pela
fermentacdo e, consequentemente, 0 bioprocesso € mais simples e
economicamente competitivo. Os flocos de levedura podem ser lavados do
biorreator sob condi¢cdes controladas, a fim de manter a concentracdo de
levedura dentro do biorreator a um nivel constante. A sedimentacdo ou
centrifugacéo pode ser usada para a recuperacao de levedura apés a lavagem
do biorreator muito embora o uso da centrifugacao exija maior investimento de
capital e maiores custos de consumo (CHU; LEE, 2007).

Uma especializacdo recente nos sistemas de biorreatores continuos
denominada de “air-lift”, utilizam colunas com um ou dois estagios, acoplados
com ou sem decantadores, um fluxo de CO2z acoplado ao fermentador no interior
do sistema de tanques facilitando dos produtos suspensos no caldo e capaz de
realizar a reciclagem das leveduras ao suspender os flocos de organismos de
uma maneira padronizada. Nas Ultimas décadas, a tecnologia de producédo do
bioetanol de altas concentracbes de acucar (ACA-Etanol) tornou-se atraente
devido a consideravel economia de energia deste processo. A tecnologia precisa
de uma concentracdo de substrato relativamente alto (270 g/L de solidos
dissolvidos ou mais) e concentracao final de bioetanol (15% em volume ou mais)
no caldo. O aumento da concentracdo de caldo resulta em redugé&o significativa
do consumo de energia para a destilacdo e a quantidade de residuos. Portanto,
esta tecnologia de producédo € promissora para a producéo industrial de bioetanol
(BRETHAUER; WYMAN, 2010).

Para além das tecnologias de geracao de bioetanol a partir de caldo derivado
do melago de cana, existem dois principais processos para a producao de
bioetanol a partir do amido de milho: moagem a seco que representa a maior
parte da producéo (67%) e moagem umida (33%), ambos utilizando leveduras
(Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces cesianus, Schizosaccaharomyces
pombe e Kluyveromyces sp.) que sao capazes de metabolizar os hidrolisados
de amido. A moagem a seco € frequentemente usada para a producédo de
bioetanol nos EUA, devido ao seu menor custo de capital e operacdo. Neste

processo, todo o milho € moido e misturado com agua para obter um
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homogenato (mosto). O mosto € cozido em um forno a 80-90 °C por 15—-20 min.
Durante o cozimento, a-amilase (em quantidades relativamente pequenas) sé&o
adicionadas impulsionando a liquefacéo (PHILIPPIDIS; SMITH, 1995).

Uma porcdo de a-amilase (EC 3.2.1.1) adicional é adicionada durante a
liquefacdo secundaria, que ocorre por 90 min a 95 °C. Depois disso, 0 mosto é
resfriado a 60 °C e misturado com a maltohidrolase (EC 3.2.1.2) para hidrolisar
oligossacarideos em agucares que podem ser ainda metabolizados em etanol
por leveduras. A sacarificacdo e a fermentacdo ocorrem frequentemente de
maneira simultdnea, reduzindo assim os niveis de enzima e a inibicdo de células
de levedura por etanol ou substratos ao minimo. O processo biolégico
geralmente ocorre em pH = 4,8 a 5,0 e 30 °C por 48 horas. O caldo fermentado
€ entdo destilado para produzir um etanol a 95% em volume. A desidratacao do
etanol a 95% em volume requer peneiras moleculares para se obter 99,5% em
volume de etanol (AGGARWAL; DUTTA; SHEIKH, 2019).

Algumas modificagées do processo de moagem a seco foram introduzidas
para recuperar componentes fibrosos antes da fermentacdo. O processo de
moagem a umido produz varios subprodutos de valor agregado (por exemplo,
fibra, amido e glaten) antes da fermentacdo, 0 que torna este processo mais
diversificado economicamente. O processo de moagem Umida precisa ser
bastante asséptico de modo a evitar a contaminacdo da matéria-prima por
microrganismos, depois disso o material é desfibrado para obter fibras, e o gliten
e 0 amido também sdo separados. Os passos seguintes na producdo de
bioetanol sdo os mesmos que no processo de moagem a seco: sacarificacao
(por acdo coordenada de amilases e maltohidrolase), fermentacéo, destilacdo e
enriguecimento das fracdes de etanol. O rendimento de etanol por quilograma
de milho no processo de moagem a seco é de 32,2% e no processo de moagem
Uumida de 29,1% (GRAY; ZHAO; EMPTAGE, 2006).

N&do importando o tipo de matéria-prima, mas unicamente o método de
obtencao do bioetanol, a literatura distingue dos métodos basicos denominados
de SHF (Separate Hydrolysis and Fermentation - Fermentacdo e Hidrolise
Separadas) e SSF (Simultaneous Saccharification and Fermentation -
Fermentacdo e Hidrolise Simultaneas), usualmente utilizados para a producao
de bioetanol a partir de matérias-primas contendo polissacarideos complexos.

Tanto nos sistemas SHF e SSF, ainda é possivel a inclusdo de leveduras
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modificadas (Simultaneous Saccharification, Yeast Propogation and
Fermentation - SSYPF) no biorreator durante a sacarificacdo inicial o que
impulsiona, em ambas as metodologias, a producdo do combustivel
(SINGHANIA et al., 2014).

Na SHF, tanto a hidrélise como a fermentacdo ocorrem nas suas
temperaturas ideais (50 °C para hidrolise e 28-32 °C para fermentacdo de
levedura) aonde microrganismos adequados realizam a fermentag&o de hexoses
e pentoses separadamente. A necessidade de fermentacbes separadas €
porque 0s microrganismos que utilizam a pentose metabolizam as pentoses e as
hexoses mais lentamente do que 0s microrganismos que apenas assimilam as
hexoses, além disso, esses microrganismos também sdo mais sensiveis ao
etanol e aos inibidores (BURMAN; SHERIDAN; HARDING, 2019).

O acumulo de acucares liberados (principalmente glucose e celobiose)
durante a hidrélise enzimatica inibe a atividade da celulase. O efeito inibitério da
celobiose na celulase é consideravelmente maior que o da glucose. Em
concentracfes relativamente baixas de celobiose (até 6 g/L), a atividade de
celulase é reduzida em 60% em comparacao com a producao sem celobiose. As
contaminagdes microbianas também sdo um problema na SHF devido ao
periodo de incubacdo relativamente longo durante a hidrélise: As principais
fontes de contaminacao sédo as enzimas hidroliticas, podendo ser contornada por
esterilizacbes em escala industrial — responsaveis por encarecer
exponencialmente o processo (MASLOVA et al., 2019).

Durante a SSF, a hidrolise e a fermentacdo ocorrem, concomitantemente,
em biorreator. Portanto, os acucares liberados da hidrolise enzimatica sao
imediatamente utilizados pelo microrganismo. Sob essas condicoes,
concentracdes relativamente baixas de acUcar estdo presentes no caldo e,
consequentemente, a inibicdo da celulase pelos acucares liberados é reduzida.
A temperatura ideal para SSF (em torno de 38 °C) é um valor intermediario entre
as temperaturas ideais de hidrolise (45-50 °C) e fermentacéo (30 °C). Melhoria
adicional do SSF pode ser alcancada atraves da selecdo de enzimas resistentes
e linhagens modificadas de levedura (BALLESTEROS et al., 1991).

A abordagem SSF mais frequentemente utiliza T. reesei e S. cerevisiae. Para
usar a temperatura de fermentacdo mais proxima da temperatura 6tima de

hidrélise, leveduras termotolerantes e bactérias foram estudadas. De acordo
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com a literatura, Kluyveromyces marxianus e K. fragilis ttm a maior produtividade
de etanol a 42 °C, quando K. marxianus tem um rendimento de etanol de 0,5 g/g

de celulose em 78 h. As principais vantagens da SSF s&o: (1) aumento da taxa

de hidrdlise através da reducao da inibicdo da celulase por acucares liberados;

(2) menor demanda de enzimas; (3) maior rendimento de bioetanol; (4) menor

necessidade de condicdes estéreis; (5) menor tempo de bioprocesso e (6)

reducdo de custos por eliminacdo de dispendiosos processos e equipamentos
de separacdo (YANEZ-S et al., 2013).

As principais desvantagens da SSF sdo temperaturas incompativeis para

hidrélise e fermentacéo, tolerancia microbiana ao etanol e inibicdo das enzimas
pelo etanol. A hidrélise incompleta do substrato provoca estreita associacao de
leveduras e celulases adsorvidas com residuos de fermentacéo, o que impede a
recirculacdo de altas concentracdes de células de levedura necessarias para a
producdo bem-sucedida de bioetanol na préxima etapa de fermentagcdo. Sob
essas condi¢cbes, as células de levedura utilizam principalmente acucares
liberados da hidrolise da celulose para o crescimento, mas ndo para a sintese
do etanol (SURIYACHAI et al., 2013).

Houve uma enorme pesquisa na area de biorefinarias com modelos SHF e
SSF para converter matérias-primas recalcitrantes (como as de origem
lignoceluldsica) em acucares fermentesciveis. Apesar do enorme interesse e do
progresso adequado na pesquisa e desenvolvimento do bioetanol
lignocelulésico, muitos desafios ainda precisam ser resolvidos. Etapas mais
utilizadas na produgcdo de bioetanol a partir de matérias-primas contendo

lignocelulose sao: (1) o pré-tratamento de celulose e hemicelulose para se tornar

mais acessivel nas etapas subsequentes; (2) hidrdlise acida ou enzimatica de

polissacarideos em acucares simples; (3) fermentacdo microbiana do simples
acucares (hexoses e pentoses) a etanol; e (4) separacdo e concentracdo de
etanol (MITHRA; SAJEEV; PADMAJA, 2019).

E nesse cenario de esforcos para obter um microrganismo ideal que seja

capaz de produzir etanol diretamente a partir de qualquer carboidrato,
diminuindo a importancia das supramencionadas etapas 1 e 2, que as bactérias
recebem cada vez mais atencédo por conta da versatilidade fisiolégica e maior
taxa de crescimento quando comparado a levedura S. cerevisiae. A bactéria

gram-negativa Zymomonas mobilis produz etanol a partir da glucose através da
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via Entner-Doudoroff em conjunto com as enzimas piruvato descarboxilase e
etanol desidrogenase. Apesar da relativa eficiéncia na producdo (com
rendimentos maximos teoricos de até 97%), o uso de Z. mobilis em processos
industriais ainda ndo se da de maneira viavel pelo fato de que suas rotas de
fermentacdo sdo orientadas apenas para glucose, frutose e sacarose —
necessitando de um aprimoramento genético de maneira a elevar a sua
capacidade de reconhecer substratos fermentesciveis (XIA et al., 2019).

by

Um outro potencial candidato a substituicdo dos sistemas baseados em
leveduras € o bacilo Gram-negativo anaerébio Zymobacter palmae com
potencial para metabolizar hexoses, di-e-trissacarideos a-ligados e alcoois de
acucares (frutose, galactose, glucose, manose, maltose, melibiose, sacarose,
rafinose, manitol e sorbitol). Z. palmae produz aproximadamente 2 mols de
etanol por mol de glucose sem acumulacao de subprodutos, e também mostra
produtividade semelhante a de Z. mobilis, com a vantagem de reconhecer uma
variedade superior de substratos (QUINN et al., 2019).

Para além das bactérias, ainda surge a possibilidade de substituicdo das
leveduras por classes macroscoépicas de fungos como o caso do ascomiceto
Fusarium oxysporum que é conhecido por sua capacidade de produzir etanol,
muito embora sua taxa de conversdo seja baixa além de produzir quantidades
significativas de acido acético como subproduto — necessitando aprimoramento
genético para fins de otimizacdo de producdo. Outros géneros, como
Neurospora, Monilia, Paecilomyces e Neocallimastix, também foram relatadas
como fungos produtores de etanol (TIAN et al., 2015).

Na medida que novos organismos sdo empregados na industrial do
bioetanol, novos bioprocessos integrados, como a sacarificacdo e a
cofermentacao simultaneas (SSCF) e o bioprocessamento consolidado (CBP) se
consolidam na literatura, como alternativas aos tradicionais métodos SHF e SSF.
A SHF hidrolisa a matéria-prima lignoceluldsica pré-tratada para s6 depois
fermenta-la em etanol em biorreatores separados. Apds o pré-tratamento de
matérias-primas lignocelulésicas, a fase sélida é separada da fase liquida, que
contém principalmente acucares pentoses e algumas hexoses. ApOs 0 pré-
tratamento com acido diluido, a fase soélida residual contém principalmente
lignina e celulose. A celulose é entdo hidrolisada pela adicdo de enzimas
celuloliticas (HEMANSI et al., 2019).
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A inclusdo da fermentacdo da pentose no SSF é outra alternativa de
integracdo promissora, e esse processo € chamado de sacarificacdo e
cofermentacdo simultdnea (SSCF). Neste modo, ambos 0s microrganismos
produtores tém que ser compativeis em termos de pH e temperatura ideais. Além
disso, o desenvolvimento de cepas microbianas capazes de crescer a
temperaturas elevadas pode melhorar significativamente os indicadores de
producao (DU et al., 2019).

O SSCF é mais rentavel do ponto de vista econbmico e possui diversas
diferencas do ponto de vista técnico pelo fato de reduzir a possibilidade de
contaminacdo pelo fato de funcionar em uma abordagem que permite a
cofermentacao de pentoses e hexoses. Em estratégias ja descritas na literatura,
a cultura-binaria de S. cerevisiae e Pichia stipitis resultou na conversao de ambas
as hexoses e pentoses do hidrolisado com maior rendimento de etanol do que o
bioprocesso com monocultura de S. cerevisiae (em sistema SSF). Outros
autores também relataram que a cultura-binaria de S. cerevisiae e Candida
tropicalis produziu maiores quantidades de etanol que a monocultura de S.
cerevisiae em hidrolisado acido de cascas de Manihot esculenta (WANG et al.,
2019).

Em uma recente otimizacdo desta configuracdo de fermentacdo, Olsson e
Hahn-Hagerdal sugeriram um sistema incluindo a isomerizacdo de xilose e a
fermentacdo com S. cerevisiae em um processo simultaneo. Nesse bioprocesso,
a isomerase da xilose (EC 5.3.1.5) converte a xilose em xilulose, que é
subsequentemente utilizada pelas células de levedura e, portanto, a
cofermentacdo das matérias-primas contendo lignocelulose foi melhorada. No
entanto, as altas concentracbes de subprodutos (CO: e xilitol), a baixa
estabilidade enzimatica, além de fatores como pH e temperatura incompativeis
aliadas a reversibilidade da transformacdo enzimética s&o os principais
inconvenientes deste bioprocesso (OLSSON; HAHN-HAGERDAL, 1996).

Para além desta técnica, Ishola e colaboradores desenvolveram e avaliaram
um novo método de producgéo de bioetanol lignocelulésico que inclui uma etapa
adicional de filtracdo (Simultaneous Saccharification, Filtration and Fermentation
— SSFF). O SSFF é um bioprocesso integrado que permite a hidrolise enzimatica
simultanea de biomassa lignocelulésica, filtracdo de acucares a partir da

hidrélise e fermentagéo do filtrado com levedura Saccharomyces cerevisiae. No



44

SSFF, a matéria-prima contendo lignocelulose pré-tratada é enzimaticamente
hidrolisada em um biorreator, enquanto a suspensdo € continuamente
bombeada através de uma membrana de fluxo cruzado. O material bruto volta
para o biorreator onde € submetido a uma nova etapa de hidrolise e o filtrado
rico em acucar para fermentacédo (ISHOLA et al., 2013).

A membrana (maodulo feito de polietileno com um invélucro de polipropileno
usado em uma microfiltracdo de fluxo cruzado) capaz de filtrar a suspensao
lignocelulolitica pré-tratada em até 14,4% por sélidos suspensos em massa, sem
entupimento, e funcionou continuamente por 28 dias. A cepa floculante de S.
cerevisiae foi reutilizada sucessivamente por 5 lotes diferentes de SSFF, e seus
cultivos resultaram em um rendimento de etanol de até 85,0% do rendimento
tedrico. Outros autores também usaram o sistema SSFF para captacao
simultanea de glucose e xilose por linhagens modificadas de levedura S.
cerevisiae com a capacidade de fermentar xilose na producédo de bioetanol a
partir de palha de trigo. Neste processo, o rendimento de etanol de 90% do
rendimento tedrico (ISHOLA; BRANDBERG; TAHERZADEH, 2015).

Cabe ainda ressaltar uma potencial e cada vez mais utilizada abordagem de
integracdo para a conversao de matérias-primas contendo celulose em bioetanol
denominada de bioprocessamento consolidado (Consolidated bioprocessing —
CBP). Nesta abordagem, a producdo da celulase e a fermentacdo requerem
apenas um microrganismo. Portanto, a producdo de celulase, a hidrélise da
celulose e a fermentagdo séo realizadas em uma Unica etapa. A rigor, o conceito
de CBP envolve quatro rea¢fes bioldégicas em uma Unica etapa: (1) a producao

de enzimas (celulases e hemicelulases); (2) hidrélise de carboidratos em

acucares; (3) fermentacdo de hexoses (glucose, manose e galactose) e (4)

fermentacdo de pentoses (xilose e arabinose). A CBP apresenta as seguintes

vantagens em comparagao com 0s outros sistemas integrados de producao de
bioetanol: os sistemas enziméticos e de fermentacdo s&o completamente
compativeis e, portanto, os custos de produgcdo de bioetanol sdo reduzidos,
investimentos de capital e operacdo ndo sao necessarios e parte do o substrato
nao é gasto na producéo de celulase (CHANG et al., 2013).

Na CBP, diferentemente dos sistemas supracitados (SHF, SSF e SSCF) que
possuem um protagonismo de fungos, uma vasta gama de bactérias €

empregada merecendo especial destaque o firmicute Clostridium thermocellum
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que é utilizado para a producéo de enzimas, hidrolise de celulose e fermentacao
de glucose. O sistema CBP com C. thermosaccharolyticum apresenta converséao
de substrato 31% maior que o sistema CBP com Trichoderma reesei ou S.
cerevisiae. No entanto, os principais problemas deste sistema ainda ndo sao
adequadamente resolvidos, tais como: reducéo do rendimento de etanol devido
a formacao de sais acéticos e outros acidos organicos (por exemplo, lactato) e
baixa tolerancia ao etanol por parte do género Clostridium. Embora a CBP seja
interessante do ponto de vista econdmico, até agora, nenhum microrganismo
eficaz que exibe todos o0s recursos necessarios foi encontrado — o que
impulsiona as pesquisas destinadas ao estabelecimento de novos
microrganismos e novos métodos de otimizacao (JIN et al., 2011).

Dentre os caminhos possiveis para a busca desta otimizacdo, a engenharia
genética poderia melhorar as propriedades de microrganismos que ja estao
sendo aplicados na fermentacdo do etanol. Microrganismos com alta atividade
de celulase precisam aumentar as propriedades de fermentacdo enquanto
microrganismos com propriedades de fermentacdo satisfatorias precisam ter
atividade celulolitica e/ou hemicelulolitica otimizadas. Por exemplo, a linhagem
recombinante melhorada de C. thermocellum produz 60 g de etanol para cada
litro de melago em caldo (PAPANEK et al., 2015).

Além disso, o0 uso de engenharia genética melhorou a atividade celulolitica
de cepas recombinantes altamente produtivas de bactérias E. coli, K. oxytoca e
Z. mobilis. Sakamoto e colaboradores produziram linhagens de Saccharomyces
cerevisiae recombinante capazes de hidrolizar por meio de hemicelulases e
endoxilanases de T. reesei, B-xilosidase de Aspergillus oryzae e B-glicosidase
de Aspergillus aculeatus, assim como assimilar xilose através da expresséo de
xilose redutase e xilitol desidrogenase de P. stipitis e S. cerevisiae. Esta
linhagem recombinante produz com sucesso o bioetanol a partir do hidrolisado
de palha de arroz, sem a necessidade de adicdo de enzimas hidroliticas. Os
autores confirmaram que essa linhagem de engenharia de superficie celular
pode ser altamente eficaz na consolidacao da producao de bioetanol a partir de
matérias-primas hemicelulosicas. Apesar de todos esses incrementos, 0S
desafios de otimizacdo na metodologia CBP requerem ainda um incremento de

microrganismos que oferecam novas oportunidades metabdlicas — fora dos
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sistemas ja saturados e conhecidos que aparentam ter-se esgotado nas

tentativas ja realizadas para otimizar o processo (SAKAMOTO et al., 2012).

1.4 O Celulossomo microbiano

Varios microrganismos produzem enzimas envolvidas na degradacédo de
polissacarideos vegetais celulose e hemicelulose (como mostrado na tabela 1).
As celulases e hemicelulases representam um grupo de enzimas responsaveis
pela hidrélise desses polissacarideos e podem ser produzidas por varios
organismos, desde eucariotos, como cupins e gastropodes, até bactérias e
fungos, desempenhando um papel importante nos ecossistemas e determinando

decisivamente o ciclo biogeoquimico do carbono (DETNS et al., 2002).

Tabela 1. Relacdo de enzimas purificadas e descritas na literatura pertencentes ao
complexo celulolitico bacteriano com potencial aplicacéo industrial

Massa
pH Temperatura
Microrganismo Tipo  Molecular o . Referéncia
(kDa) Otimo Otima
Actinomyces sp. EG 57,1 6,0 55,0 (KIM et al., 2016)
Cellulophaga algicola EG 40,0 6,0 40,0 (WANG; YU; HAN, 2016)
Thermobifida halotolerans EG 45,9 8,5 55,0 (YIN et al., 2015)
Bacillus vallismortis EG 80,0 7,0 65,0 (GAUR; TIWARI, 2015)
Anoxybacillus gonensis EG 40,0 50 50,0 (GENC et al., 2015)
Acidothermus cellulolyticus EG 38,3 45 60,0 (WANG et al., 2015a)
Bacillus subtilis EG 56,0 6,0 60,0 (CHUAN WEI et al., 2015)
Paenibacillus sp. EG 63,5 6,0 40,0 (DHAR et al., 2015)
Clostridium thermocellum EG 137,1 6,0 70,0 (HAQ et al., 2015)
Bacillus sp. EG 37,0 6,5 60,0 (DOS SANTOS et al., 2018)
Xanthomonas campestris EG 38,0 7,0 45,0 (PUHL et al., 2019)
Pseudomonas stutzeri EG 73,0 6,5 50,0 (DUTOIT et al., 2019)
Clostridium cellulovorans EG 112,0 7,5 50,0 (KOZAKI; MIYAKE, 2019)
Enterobacter sp. EG 38,0 7,0 60,0 (ONTANON et al., 2019)
Alicyclobacillus acidocaldarius EG 59,0 7,0 65,0 (MOHAMMADI; NAJAVAND;
PAZHANG, 2019)
Bacillus licheniformis EG 65,8 7,0 60,0 (DE ARAUJO; DE OLIVEIRA
NETO; POLIKARPOQV, 2019)
Arqueal Incertae sedis EG 55,4 6,0 105,0 (SULEIMAN et al., 2019)
Lactobacillus spp. 61,0 8,0 65,0 (ZHANG et al., 2019a)
Xanthomonas oryzae EO 45,0 6,5 60,0 (KUMAR et al., 2012b)
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Cellulosilyticum ruminicola EO 13,0 4,0 70,0 (CAl; ZHENG; DONG, 2011)
Pseudoalteromonas sp. EO 80,0 55 60,0 (NAKATANI; LAMONT; CUTFIELD,
2010)
Cellulomonas fimi EO 121,2 50 60,0 (CURRY et al., 1988)
Streptomyces flavogriseus EO 45,0 7,0 40,0 (MACKENZIE; BILOUS;
JOHNSON, 1984)
Thermotoga thermarum BG 56,0 50 80,0 (LONG et al., 2016)
Bacillus subtilis BG 38,8 12,0 75,0 (ASHA; PATHMA; SAKTHIVEL,
2015)
Vibrio sp. BG 101,0 6,0 45,0 (WANG et al., 2015b)
Pseudonocardia sp. BG 105,0 7,0 37,0 (DU et al., 2014)
Lactobacillus brevis BG 330,0 7,0 30,0 (MICHLMAYR et al., 2010)

(EG: Endoglucanase, EO: Exoglucanase, BG: Beta-Glicosidase)

As celulases (ou B-amilases) sdo capazes de hidrolisar as ligacdes O-
glicosidicas entre os residuos de glicose dispostos em uma configuracao
isomérica do tipo Beta, como no polissacarideo mais abundante na biosfera, que
€ a celulose, ser degradado apenas por uma pequena por¢do de organismos
capazes de realizar sua catalise em moléculas de glicose que poderiam ser
usadas em diferentes processos (tabela 2), como na producédo de etanol. Além
deste potencial emprego na industria de biocombustiveis, atualmente as
celulases sao amplamente utilizadas nas industrias de papel, téxtil e detergente
(BUBNER; PLANK; NIDETZKY, 2013).

O coquetel enzimatico, que € comumente chamado de diferentes enzimas
responsaveis pela degradacdo da celulose de sua forma cristalina para
acucares, € composto pelos trés maiores grupos de celulases envolvidas no
processo de hidrélise: (1) endo-B-1,4-glucanases (endoglucanase ou EC 3.2.1.4)
gue hidrolisam as regifes internas da estrutura de celulose nas regiées amorfas
das fibras, criando regifes terminais redutoras e néo redutoras livres (figura 4);
(2) exo-B-1,4-glucanases (exoglucanase ou EC 3.2.1.91) que hidrolisam as
regides terminais redutoras e nao redutoras que formam unidades de celobiose;
(3) B-glicosidases (BG ou EC 3.2.1.21) que hidrolisam a celobiose (formada por
oligbmeros de glicose) para produzir glicose livre (SUN; CHENG, 2002).
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Figura 4. Um modelo estrutural tipico de uma endoglucanase extracelular bacteriana:
Estrutura de monbémero inteiro em associacdo com um analogo de polissacarideo (A)
no sitio ativo (B) com interages predominantes de ligacdes H entre as duas estruturas,
como mostrado em detalhes (C). O estudo estrutural foi realizado com base na
endoglucanase de Bacillus subtilis descrita por Furtado et al. 2011 com Cédigo PDB
305S, com modificagdes.

Como se deduz da breve exposicao dos mecanismos de acéo das hidrolases
acima mencionadas, as endo-B-1,4-glucanases séo de fundamental importancia
para a degradacdo da celulose, pois sdo as primeiras a degradar o polimero
iniciando o evento em cascata , portanto, as endoglucanases sao as enzimas
mais importantes no processo de degradacdo do material lenhocelulésico,
visando a producdo de 2-etanol, por ser a Unica classe de enzima capaz de
iniciar irreversivelmente a geracdo de glicose a partir de residuos agricolas pré-
tratados (VASQUEZ et al., 2007).

Tabela 2. Aplicacdo de hidrolases celuloliticas bacterianas em diferentes atividades
econdmicas

Atividade Funcéo Aplicacao Referéncia
Econbmica
Hidrdlise de celulose Processamento
que compde diversos industrial nas etapas (MADHU;
IndUstria produtos alimenticios de extracéo de RAMTEKE,
Alimenticia feitos com plantas; sucos ou 6leos 2019)
gestdo da viscosidade vegetais, diminuicdo
dos alimentos pela dos componentes
degradacéo da da fibra celulosica
celulose presente em  na composicao final
sopas e cremes. dos alimentos ou

alterac&o na textura
de certos alimentos.

Industria de Hidrolise de Estabilizacdo de
Bebidas polissacarideos texturas e (ANOOP
vegetais para clarificacéo de KUMAR et al.,

aumentar a glicose cervejas e vinhos, 2019)



IndUstria Téxtil

Industria
Papeleira

Agricultura

IndUstria de
Biocumbustiveis

IndUstria
Farmacéutica

livre no processo de

fermentacédo alcodlica.

Bioestabelecimento e
biopolimento de
tecidos de algodéo.

Processamento de
celulose de celulose,
remocéo de tinta em

fabricas de papel
reutilizado.

Desenvolvimento de
novas cultivares,
solarizacéo de
polissacarideos
presentes em
protoplastos

Producéo de etanol a
partir de material
celulésico

Hidrolisacédo de
celulose em
formulacdes

farmacologicas

além de melhoria na
producao de alcool.

Melhoria na
substituicdo da
lavagem de pedra-
pomes em um
processo de
biopolimento,
atuando sobre
tecido feito de
algodéao, o que leva
a uma desfibrilagéo
da liocel.

Melhoria no
processamento de
celulose, reducéo de
tratamentos
guimicos e consumo
de agua durante a
producao de papel.

Modificagbes nos
componentes da
parede celular das
plantas para
produzir novas
cultivares mutantes
e novos hibridos
empregados nas
lavouras.

Hidrolise da celulose
das paredes
celulares das

plantas em aclcares

redutores livres para
produzir etanol a
partir da
fermentagéo
alcodlica

Producéo de
digestina e outros
suplementos
enzimaticos que
atuam na celulose,
hemicelulose e beta-
glucana, a fim de
ajudar as restricoes
alimentares.
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(JAYASEKARA;
RATNAYAKE
2019)

(BISWAS et al.,
2019)

(GARCIA-
GALINDO et
al., 2019)

(BINOD et al.,
2019)

(DEBNATH et
al., 2019)
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Manejo de Biomitizacao de Gestédo ambiental
Residuos e residuos celulésicos para reduzir a (SHAH;
Bioconverséo poluicdo sem o uso RANAWAT;
de produtos MISHRA, 2019)
guimicos ou

gueimaduras

Devido aos diferentes mecanismos de acdo presentes nas celulases, é
possivel estabelecer coquetéis que atendem a diferentes estratégias de
hidrolise, sendo a mais comum a sinergia endoexo onde as endoglucanases
atuam para gerar terminacdes redutoras e nao redutoras, que por sua vez sao
clivadas. por exoglucanases do tipo | (especificas para terminacdes redutoras) e
tipo 1l (especificas para terminacdes nao redutoras); ou o sistema de sinergismo
exo-exo em gue as exoglucanases do tipo | e Il atuam simultaneamente nos
terminais j4 existentes nas fibras sem romper as sequiéncias internas da
celulose, o que implica a ndo formagao de novas terminagdes durante todo o
processo de degradacédo; finalmente deixando o sinergismo exo-BG, onde as
exoglucanases fornecem oligbmeros de glicose diretamente para as [-
gligosidases para geracao gratuita de glicose (BUBNER; PLANK; NIDETZKY,
2013).

1.5 Microrganismos extremdfilos marinhos: Fontes promissoras para a
biotecnologia de enzimas

As linhagens bacterianas desenvolvem, com seus hospedeiros
escleractineos, uma intima associa¢cdo que resulta em cooperacdo na qual os
procariontes sdo favorecidos pelo abrigo e disponibilidade de nutrientes e corais
protegidos de possiveis patdégenos pela competicdo interespecifica dos
microrganismos presentes (LINS-DE-BARROS et al., 2013).

Quando submetidos a uma nova condicdo ambiental, os corais sofrem com
o fenbmeno da sucessao ecoldgica devido a diminuicdo da aptiddo de sua
microbiota associada a elevacao concomitante da capacidade de competigéo por
locais de adesdo e a viruléncia de alguns patdégenos; esse processo leva a
insercdo de outros microrganismos na microbiota do coral, causando uma
modificacdo da diversidade e desestabilizando o equilibrio mutuo entre os
procariontes e o hospedeiro, que por sua vez se torna ainda mais suscetivel

devido a agressdo dos patdégenos atualmente presentes e ao desenvolvimento
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de viruléncia em cepas anteriormente ndo patogénicas (AINSWORTH; GATES,
2016).

Esses fatores de estresse culminam em favorecer ainda mais a sucessao
dos microrganismos originais, levando a um circulo vicioso capaz de
envolvimento crénico da homeostase do coral, levando a um déficit qualitativo
na associagcdo mutua entre o coral e o componente fotobiéntico da associacgéo,
sao algas do género Symbiodinium (comumente referido como zooxanthellae)
que causa a alteracdo da pigmentacdo responsavel pela sindrome do
branqueamento de corais (clareamento) (ROSENBERG et al., 2007).

Uma analise preliminar das bactérias cultivaveis presentes nos tecidos dos

corais mostra uma diferenca notavel tanto em riqueza quanto em abundancia
qgquando comparada a coluna de agua na regido do ambiente coral, esses
achados evidenciam que a relacdo entre microorganismos e o coral hospedeiro
vai além conveniéncias locais, mas reflete uma associacdo complexa ao longo
do tempo. De fato, estudos recentes mostraram que populacdes bacterianas
especificas estdo relacionadas a corais especificos, sugerindo uma relacdo de
coevolucao entre as espécies (ROSENBERG et al., 2007).
Entre as varias interacbes ecologicas presentes nos corais, algumas
associagbes com microrganismos desempenham papel preponderante na
prevencao de infec¢des, geralmente devido a ocupacdo em areas de superficie
dos corais, competicdo de nutrientes e secrecdo de moléculas com atividade
bacteriana e enzimatica, entre outras (KREDIET et al., 2013), resultando no
fracasso da colonizagcdo de outros microrganismos com menos competicao e
potencialmente virulentos para os corais.

Semelhante a barreira imposta pela microbiota comensal que coloniza o
tegumento, mucosa e outras estruturas em humanos, protegendo-os pela
competicdo com os locais de adeséo e nutrientes com 0S microorganismos
"exégenos", as bactérias associadas aos corais desempenham um papel
importante na a manutencdo da homeostase desses organismos, protegendo-os
da patogenicidade de outros microrganismos (LINS-DE-BARROS et al., 2013).

Sabe-se que uma parcela muito pequena dos microrganismos pode ser
isolada e cultivada por métodos tradicionais e, mesmo para estes, nao € possivel
acessar a filogenia das espécies apenas a partir do seu isolamento. No entanto,

0 uso de bibliotecas genémicas construidas para o gene 16S rRNA, depositadas
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em grandes bancos de dados mundiais e disponiveis para acesso gratuito por
varios pesquisadores, possibilita ndo apenas pesquisar completamente a
diversidade bacteriana, mas também estabelecer objetivamente relacdes entre
o0s organismos amostrados (RAPPE; GIOVANNONI, 2003).

Por esse motivo, 0 uso de ferramentas moleculares e de bioinformatica

para a classificagdo de microrganismos, bem como a descoberta de novas
espécies a partir do sequienciamento genémico, permitiu uma compreensao mais
ampla dos mecanismos evolutivos por tras das relacdes ecoldgicas encontradas
na natureza (ESCOBAR-ZEPEDA; VERA-PONCE DE LEON; SANCHEZ-
FLORES, 2015).
Entre os géneros de bactérias celuloliticas que ocorrem em associa¢cdo com 0s
corais, 0 g@género Bacillus apresenta uma distribuicdo onipresente nos
ecossistemas aquaticos, interagindo com uma ampla gama de organismos das
regibes bénticas as zonas entre-marés (tempo submerso, tempo exposto ao sol)
(WILLIAMS et al., 2010). No presente trabalho, é possivel apresentar uma
grande adaptacao fisiologica aos mais diversos ambientes, o que se reflete nas
enzimas utilizadas no metabolismo desses procariontes.

Ao associar-se aos corais das zonas entre-marés como 0 antiozoario
Siderastrea stellata, as bactérias associadas devem ser capazes de suportar
extremos de salinidade e temperatura, bem como a flutuacéo desses parametros
fisico-quimicos ao longo do dia, 0 que torna esse nicho ecolégico um candidato
muito forte para a prospeccéo de celulases extracelulares de interesse para a
industria de producdo de Etanol-2G, substituindo os organismos atualmente
disponiveis e caracterizados na literatura (LINS-DE-BARROS et al., 2013).

1.6 Otimizacéo fatorial de hidrolases bacterianas

Tradicionalmente, os processos de otimizacéo sao realizados monitorando a
influéncia de um fator de cada vez (One Factor at a Time — OFAT) nas respostas
experimentais, mantendo outros parametros constantes. A principal
desvantagem da estratégia OFAT € a exclusédo de efeitos interativos entre as
variaveis estudadas. Aléem disso, estimar o efeito de um grande numero de
variaveis na resposta leva a perda de tempo, méo de obra e reagente, tornando

o processo caro (AANCHAL et al.,, 2016). Considerando que, os métodos
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estatisticos podem avaliar o efeito interativo de muitos fatores, minimizando o
namero de experimentos e condicbes de ensaio para uma resposta desejavel
(AKHTAR et al., 2015).

Nesse contexto, entre as técnicas multivariadas mais relevantes, a
metodologia da superficie de resposta (Response Surface Methodology — RSM)
mostrou aplicacdo notavel em varias otimiza¢des de processos, principalmente
relativa a producdo de etanol (DASGUPTA et al., 2013), producdo de
bacteriocinas (KUMAR et al., 2012a), degradacdo de cromoforos (DEMIREL;
KAYAN, 2012), producéao de quitinases de Chitiolyticbacter meiyuanensis SYBC-
H1 (HAO et al., 2012) além de celulases de bactérias (AKHTAR et al., 2015;
DEKA et al., 2011; LEE et al., 2012) e fungos (ANURADHA JABASINGH; VALLI
NACHIYAR, 2010; MEKALA et al., 2008; SHU et al.,, 2013; SONI; NAZIR;
CHADHA, 2010).

A metodologia da superficie de resposta consiste em uma colecao de
técnicas matematicas e estatisticas baseadas no ajuste de uma equacao
polinomial aos dados experimentais para descrever o comportamento dos dados
com o objetivo de fazer previsdes estatisticas para otimizar a resposta. Nos
altimos anos, a otimizacdo da celulase usando RSM de bactérias e fungos foi
explorada para otimizar a atividade e a especificidade em relacdo a varios
substratos celulosicos (AKHTAR et al., 2015; SARAVANAN et al., 2012).

Para atingir as condicfes ideais, superficies geradas derivadas de modelos
lineares podem ser usadas para indicar a dire¢cdo na qual os parametros originais
devem ser deslocados. No que diz respeito a producéo de celulase microbiana,
o tipo de linhagem, as condicdes de cultura, a disponibilidade de substratos e
nutrientes sdo fatores importantes que afetam o rendimento da celulase.
Ingredientes do meio, como fonte de carbono, de nitrogénio e concentragao de
sais (como MgSOas, NaCl ou MnCl2) sdo geralmente descritos como fatores
promotores para a producédo de celulases (ANURADHA JABASINGH; VALLI
NACHIYAR, 2010).

A selecéo dentre uma vasta gama de possibilidade de combinacao dos mais
variados parametros numa abordagem OFAT para cepas recém-isoladas (em
relacdo as quais pouco se sabe a respeito das condi¢des oOtimas fisiologicas ou
mesmo necessidades para cultivo) com o objetivo de otimizagcdo de processos

de fermentacdo, resulta em redundancia e baixa eficacia tornando todo o
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processo caro e trabalhoso. Portanto, o design baseado em abordagens
estatisticas possibilitou um continuo aprimoramento nas estratégias de
otimizagéo, possibilitando encontrar — até mesmo para linhagens inéditas — as
melhores combinacfes fatoriais de cultivo e emprego nas mais variadas
plataformas de fermentacdo (THANOON et al., 2018).

1.6.1 Metodologia de superficie de resposta

A metodologia da superficie de resposta € uma aproximacao da funcéo

de resposta:
y =1 (X1, X2, ..., Xq) + e

Onde “(X1, X2, ..., Xg)”séo variaveis independentes, enquanto “e” € o erro
e consiste em técnicas envolvidas em matematica e estatistica, baseadas no
ajuste de modelos empiricos aos dados obtidos em experimentos concretos. O
fatorial fracionario de primeira, segunda e terceira ordem sdo as principais
funcbes de aproximagdo do RSM, que podem ser aplicadas tanto numeérica
guanto graficamente na otimizacdo de processos. Projetos de primeira e
segunda ordem sdo mais comumente usados na otimizacdo de celulases
produzidas por varios microrganismos. No caso de duas ou mais respostas, €
importante descobrir o ajuste ideal total comprometido para a fungéo absoluta
nos dois dominios. As propriedades desejaveis dos projetos de superficie de
resposta sao verificacdo constante de variancia, estimativa de transformacdes,
ortogonalidade e rotatividade, deteccdo de falta de ajuste, estimativa de erro
interno, adequacado, construcdo de projetos de ordem superior e analises
graficas (AANCHAL et al., 2016).

1.6.2 Planejamento Plackett-Burman

Placket-Burman é um design de dois niveis usado para rastrear um
grande numero de fatores que afetam significativamente um processo. Muitas
variaveis podem afetar a resposta desejavel e é praticamente inviavel identificar
sua contribuicdo individual. Portanto, existe a necessidade de selecionar as
variaveis significativas com profundo efeito na otimizacdo. Ele permite dois niveis

para cada uma das k variaveis de controle exigindo uma menor quantidade de
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execucOes experimentais. O principal efeito de cada variavel pode ser
estatisticamente determinado de acordo com a seguinte equagéo:
Exi = (Vmax = Vmin) / N

Onde “E” é o efeito principal da varidvel “xi” enquanto “(Vmax = Vmin)”
constitui o intervalo de uma dada variavel de atividade em ensaios, na qual a
variavel independente (xi) estava presente em concentracdes alta (Vmax) € baixa
(Vmin) € “‘N”é o numero médio de ensaios. Este design ja vem sendo empregado
com sucesso na literatura para otimizacdo estatistica das celulases de
organismos como Aspergillus niger, bem como na otimiza¢gdo do processo de

fermentacao de Saccharomyces cerevisiae (DEKA et al., 2011).

1.6.3 Planejamento composto central (CCD)

O CCD (Central Composite Design) € um projeto de segunda ordem,
adequado para experimentacao paralela, que permite informacdes com razoavel
robustez estatistica para testar a falta de ajuste sem envolver muitos pontos
intermediarios para cada variavel estudada (algo que ocorre quando se emprega
o design Placket-Burman). E um projeto apropriado para ajustar uma superficie
quadratica, que funciona bem para otimizar os parametros dos mais variados
processos fornecendo informacdes sobre efeitos de interacéo direta e em pares.
Apos a triagem dos parametros significativos usando o modelo linear, a meta
muda para a otimizacdo do produto e do processo dos fatores de influéncia
selecionados. O estudo do efeito de interacéo entre duas variaveis e a eficiéncia
com numero minimo de execugdes faz do CCD um modelo Unico e mais
amplamente utilizado para otimizagdo de varios processos. As principais
variaveis de processo em suas unidades de medida que afetam a resposta séo
usadas para otimizacdo adicional. No entanto, ao projetar um experimento, a
codificacdo das variaveis € feita como “X1” e “X2”, centralizado em “0”, e se
estendem a “+1” e “1” (ou até mesmo valores diferentes de +1 ou -1, por
exemplo, a=%(2)"?) a partir do centro da regido experimental (HYMAVATHI et al.,
2009).

O objetivo € comecar em algum lugar usando nosso melhor conhecimento
prévio ou atual e procurar o ponto ideal de resposta maximizada ou minimizada.

Quatro estagios de otimizacdo estdo envolvidos principalmente no CCD: (1)



56

execucao de experimentos estatisticamente projetados de acordo com o plano;

(2) previsao precisa do modelo matematico, com base nos dados experimentais

e foco nas estatisticas obtidas da analise de variancia (ANOVA); (3) controle da

eficiéncia do modelo previsto com diagndstico parcelas; (4) estimativa da

resposta sequida de validacdo do modelo. A equacdo do modelo para termos

quadraticos de segunda ordem é escrita da seguinte forma:
y=h, +Z:bixi +Z:b“xi2 +Z:Z:bijxixj +e
1 | <] ]

Onde “y” é a resposta prevista, “B0” € o coeficiente constante, “B1” € o
coeficiente linear, “B12” é o coeficiente para o efeito de interacéo, “X1” é o valor
codificado sem dimensé&o e “E” é o erro. Tal design ja foi utilizado para otimizar
os parametros de producao (xilose, extrato de carne bovina, concentracao de
NaCl, pH e faixa de temperatura) que influenciam a producéo de celulases de
Bacillus sp., sendo também empregado na otimizacdo das condi¢cdes para a
producado de endo-B1,4-glucanase por A. nidulans S sob fermentacdo em estado
sélido envolvendo um CCD de quatro fatores e cinco niveis, levando a atividade
maxima da enzima de 28,96 para 32,59 U/g. Alguns estudos descritos na
literatura, para determinar o efeito interativo dos componentes do meio de
fermentacao utilizando CCD, demonstraram que o farelo de trigo, o farelo de
soja, a palha da cana-de-acucar e a dextrina de malte tiveram um impacto
significativo na producéo de celulases, resultando em um aumento de 70% na
atividade (ANURADHA JABASINGH; VALLI NACHIYAR, 2010).

1.6.4 Planejamento Box-Behnken

O design Box-Behnken (BB) é uma classe de projeto rotativo de segunda
ordem baseado em uma analise fatorial em trés niveis, que pode ser usado como
uma alternativa ao CCD. O design BB tem vantagens em evitar pontos extremos
em menor numero de experimentos; no entanto, o CCD pode se encaixar melhor
no modelo, fornecendo melhores informacdes sobre a fungéo, pois inclui todos
0S pontos extremos. Portanto, é recomendavel escolher um design adequado de
acordo com a necessidade de otimizacdo do processo. O CCD pode ser
considerado um modelo semelhante a uma “esfera”, no qual todos os pontos séo

equidistantes da “superficie”, enquanto no design BB o0s pontos considerados
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seriam aqueles tangentes a “superficie” da “esfera” quando incorporada dentro
de uma “caixa” projetada, composta pelas “bordas” da “caixa” (AANCHAL et al.,
2016).

Os projetos BB baseados em metodologia de superficie tém sido
amplamente empregados para otimizar os parametros fisicos, como pH e tempo
de incubacéo, além dos componentes do meio. No design BB, ha um ajuste fino
entre o0 modelo quadrético e as estatisticas experimentais. Para entender a
relacdo entre resposta e outros parametros influentes, graficos de contorno
baseados em estatisticas sdo gerados para avaliar as mudancas na superficie
de resposta para prever a relacao fator de resposta. A temperatura e o tempo de
incubagéo, juntamente com a concentragdo do indutor, foram otimizados para
melhorar a atividade da celulase de Trichoderma reesei usando o design BB
(MEKALA et al., 2008).

A metodologia da superficie de resposta ajuda na identificacdo de
relacbes casuais entre diferentes fatores e respostas, usando um modelo
matematico que representa o sistema que se demonstra robusto e confiavel.
Atualmente, a aplicacdo do RSM na otimizacao da celulase tem sido amplamente
preferida ao método OFAT classico, devido a geracdo de um grande nimero de
informacdes de cada vez a partir de um nimero menor de experimentos. A
possibilidade de avaliar o efeito da interacdo entre as variaveis € outra vantagem
da estratégia de otimizacdo usando o RSM. E necessario um projeto
experimental adequado para empregar a otimizagdo experimental baseada no
RSM, a fim de avaliar a qualidade do modelo ajustado e sua precisdo para
antecipar a relacdo com os dados experimentais obtidos (TARIQ et al., 2018).

O desenho experimental simétrico de segunda ordem amplamente
utilizado para a producéo de celulase microbiana € o CCD. No entanto, o design
da Box-Behnken apresenta matrizes mais eficientes e mostrou implicacées bem-
sucedidas, resultando no nimero de trabalhos publicados nos ultimos anos. A
otimizacdo dos parametros fisicos e dos ingredientes do meio levou ao
aprimoramento da producéo de celulase e a estratégia pode ser implementada
com sucesso em um processo de biorrefinaria. Otimizacdo adicional dos
parametros do processo que afetam a celulase produzida a partir de Bacillus

spp., Trichoderma spp. e Aspergillis spp. precisam ser estudados para producéo
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industrial em larga escala e estabelecimento de uma tecnologia inovadora de

bioprocessos concretos e eficientes (AANCHAL et al., 2016).

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver, otimizar e padronizar os parametros de produgdo de uma 3-1,4-
endo-glucanase isolada a partir de uma linhagem marinha de Bacillus subtilis

(Bc22Cel) e modelar, in silico, a sua estrutura.

2.2 Objetivos Especificos

e Identificar molecularmente a linhagem bacteriana marinha, com base na
homologia do gene do RNA ribossomal 16S;

e Detectar a secrecdo extracelular da Bc22Cel em substrato sintético e em
bagaco processado de cana-de-acgUcar;

e Otimizar a produgdo de Bc22Cel utilizando a metodologia de superficie
resposta;

e Realizar um estudo estrutural a partir de modelagem, in silico, da Bc22Cel.
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3 METODOLOGIA

3.1 Identificacdo molecular do isolado bacteriano.

3.1.1 Extracdo de DNA

O DNA gendmico total linhagem gram-positiva, isolada a partir de estudos
anteriores (DOS SANTOS et al., 2018), foi extraido seguindo o método de
CHENG e JIANG (2006) ligeiramente modificado. A extracao iniciou-se com
adicao de 400 pL de tampéao STE, pH 8,0 (Tris-HCL 1 M; EDTA 0,5 M; NaCl 5
M) e centrifugacdo das células bacterianas por 5 minutos a 10.000 g em
centrifuga refrigerada da marca Eppendorf modelo 5490R, em seguida o pellet
foi ressuspenso em 200 pyL de tampdo TE, pH 8,0 e em seguida foram
adicionados 200 uL de pérolas de vidro (@ 425-600 um) e 200 pL de fenol
saturado (pH 8,0).

Os microtubos foram levados ao voértex por 90 segundos e novamente
centrifugados por 5 minutos a 10.000 g em 4 °C. Posteriormente foi removido
160 uL da fase superior do sobrenadante e adicionou-se 40 yL de TE e 100 uL
de cloroférmio seguindo-se de uma nova centrifugacéo por 5 minutos a 10.000
g em 4 °C de onde, novamente, removeu-se 160uL do sobrenadante com a
sequencial adicdo de 40 pL de TE e 5 pL de RNAase (10 mg/mL). Apds a
incubagéo da amostra a 37 °C por 10 minutos em banho-maria acrescentou-se
100 pL de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) seguindo de uma homogeneizacéo
e centrifugacédo a 13.000 g por 5 minutos a 4 °C, o volume de 150 uL da fase
superior do sobrenadante contendo DNA foi acondicionado em um microtubo e
congelado a -20°C. A concentracéo e pureza do DNA extraido foi determinada
utilizando um NanoDrop, modelo ND-1000 UV/Vis.

3.1.2 Amplificagdo do gene rRNA 16S, purificacdo, sequenciamento dos

produtos de PCR e construcao de arvore filogenética da linhagem SR22.
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A partir do DNA total previamente extraido, as sequéncias génicas do
rRNA 16 S foram amplificadas no termociclador (Primus, EUA) utilizando 2 uL do
primer universal 26F (5°- GAGTTTGATCMTGGCTCAG) e 2 yL do 1492R (5’ -
ACGGCTACCTTGTTACGACTT- 3’) com a concentracdo de 50 pmol/uL no
seguinte mix reacional: 13 pL tampéo de PCR (Ludwig Biotech); 2 yL de dNTP
a 10 Mm (Ludwig Biotech); 0,5 pL de Taq Polimerase a 5 U/uL (Ludwig Biotech),
4 uL de DNA extraido com concentragao aproximada de 50 ng/ul. A amplificagéo
do gene foi realizada com temperatura de desnaturacéo inicial a 94 °C e nas
seguintes condi¢des: 25 ciclos com 94°C por um minuto, 57°C por dois minutos
e 72°C por dois minutos; extensao final a 72°C por 10 minutos.

Para verificar a presenca da banda de 1500 pb correspondente ao gene
de rRNA 16S, foi realizada a eletroforese dos produtos da PCR em gel de
agarose a 0,8% utilizando-se GelRed™ (Biotium) para a deteccdo das bandas
com DNA e sob uma voltagem de 100 volts. O gel foi observado e fotografado
no transluminador de UV e em seguida a banda do produto da PCR foi recortada
do gel e purificada utilizando o kit de purificacdo da AxyPrepTM DNA Gel
Extraction (AxiGen Biosciences, EUA) conforme recomendacdes do fabricante.
A concentracdo e pureza do DNA purificado foi determinada utilizando um
NanoDrop, modelo ND-1000 Uv/Vis.

O sequenciamento das amostras foi realizado na empresa ACTGene
Andlises Moleculares Ltda. (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS)
utilizando o sequenciador automatico ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer com
capilares de 50 cm e polimero POP6 (Applied Biosystems). Os DNA-moldes (30
a 45 ng) foram marcados utilizando-se 3,2 pmol do primer 26F (5'- GAG TTT
GAT CMT GGC TCA G - 3') e 3 uL do reagente BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing RR-100 (Applied Biosystems) em um volume final de 10 pL. As
reacoes foram realizadas em termociclador GeneAmp PCR System 9700
(Applied Biosystems) com uma etapa de desnaturacao inicial a 96 °C por 3 min
seguida de 25 ciclos de 96 °C por 10 segundos, 55 °C por 5 segundos e 60°C
por 4 minutos. Uma vez marcadas, as amostras foram purificadas pela
precipitacdo com isopropanol a 75% e lavagem com etanol a 60%.

Os produtos precipitados foram diluidos em 10 pL de formamida Hi-Fi
(Applied Biosystems), desnaturados a 95°C por 5 min, resfriados em gelo por 5

min e eletroinjetados no sequenciador automatico. Os dados de sequenciamento
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foram coletados utilizando-se o programa Data Collection v 1.0.1 (Applied
Biosystems) com os parametros Dye Set “Z7; Mobility File
“DT3100POP6{BDv3}v1.mob”; BioLIMS Project “3100_Project1”; Run Module 1
“StdSeq50 POP6_50cm_cfv_1007; e Analysis Module 1 “‘BC-
3100SR_Seq_FASTA.saz"."

As sequéncias de gene rRNA 16S foram comparadas com as sequéncias
depositadas no banco de sequéncias do National Center for Biotechnology
Information (NCBI) usando-se BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool),

disponivel no site (http://www.ncbi.nim.nhi.gov/genbank/). Para o alinhamento

filogenético, foi realizada uma busca no banco de dados BLASTn e bootstrapping
de 1.000 réplicas para a sequéncia do gene 16S rRNA sequenciado, o software
MEGA 6.0 foi utilizado para monitoramento de multiplas sequéncias e para a
construcdo de um dendrograma pelo método neighbor-joining utilizando-se os

parametros de busca previamente estabelecidos (ALTSCHUL et al., 1990).

3.2 Avaliacéo do Crescimento Bacteriano

O crescimento das linhagens selecionadas nos experimentos de atividade
enzimatica extracelular celulolitica em meio solido bem como as linhagens
escolhidas para os experimentos de cultivo em meio liquido foram
acompanhadas por meio de espectrofotometria a 600 nm (utilizando-se cubetas
de vidro) para a determinacao da faixa 6tima de pH para crescimento, as culturas
foram estudadas e catalogadas de acordo com os parametros morfofisiologicos
obtidos a partir da coloracédo de Gram realizada de acordo com SCHERRER,
1961. Durante os experimentos de cultivo em meio liquido a absorbancia diaria
das culturas foi medida durante quatro dias para um acompanhamento detalhado

do crescimento das linhagens estudadas.

3.3 Inducéo de celulases em meio liquido e avaliagdo da atividade enzimética

frente ao substrato sintético Carboximetilcelulose

A fim de obter celulases extracelulares, culturas da linhagem SR22 foram

inicialmente cultivadas em 100 mL de caldo CMC. Apdés a fase exponencial de


http://www.ncbi.nlm.nhi.gov/genbank/
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crescimento, as células bacterianas provenientes foram inoculadas (aliquota de
500 pL de suspenséo na escala de 0.5 McFarland) em 500 mL de caldo CMC
(descrito no item 3.5) e os frascos inoculados foram incubados a 40 °C sob
agitacao (150 rpm) durante um periodo de 1 a 4 dias e entdo centrifugados a
10.000 g durante 10 minutos a 4 °C, a fim de coletar e congelar o sobrenadante
da cultura a -20 °C.

A atividade celulasica foi determinada através da quantificacdo de
acucares redutores, resultantes da clivagem enzimatica de um substrato
celulésico, utilizando o acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) (MILLER, 1959). Em
resumo, 500 pL de substrato (1% CMC soluvel em tampdao fosfato 0,05 M pH
7,0) e 500 pL da enzima bruta presente no sobrenadante do cultivo foram
incubados por 60 min a 40 °C e a reacéo foi finalizada com a adi¢cdo de 1 mL de
DNS sendo, o volume reacional, fervido a 100 °C durante 5 min, posteriormente
a absorbancia foi medida a 520 nm em leitor de microplaca (BioTek, EUA) e
comparada com uma curva padréo previamente construida com concentracfes
determinadas de D-Glucose nas mesmas condicdes experimentais descritas.
Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima

capaz de liberar 1,0 umol de glucose por minuto.

3.4 Inducao de celulases em meio liquido e avaliacdo da atividade enzimatica a
partir de diferentes pré-tratamentos do material lignocelulolitico obtido da cana-

de-acucar

Para além do substrato sintético utilizado nos ensaios de inducédo e
producdo de celulases extracelulares, visando a uma melhor correspondéncia
com o processo industrial, foram realizados experimentos utilizando o material
lignocelulésico in natura ou submetidos a diferentes processos fisicos visando a
reducdo de sua granulometria utilizando o moinho multiuso TE-631/4. Tal
material foi denominado de “Bagac¢o Processado de Cana-de-Agucar” (BPC)
apresentando trés diferentes niveis de acordo com a granulometria média do
processado obtido a partir do moinho (BREMOND et al., 2018), a inducéo e
deteccdo de celulases foi realizada de acordo com a metodologia exposta no
item 3.3.
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3.5 Avaliacdo da atividade celulolitica por zimografia em placa a partir de
diferentes pré-tratamentos do material lignocelulolitico obtido da cana-de-acgucar

Culturas bacterianas da linhagem SR22 foram cultivadas em caldo Luria
Bertani (LB) até OD600 = 0,6. Em seguida, 5 uL de cada suspensao bacteriana
foi inoculada no centro de uma placa contendo meio CMCase contendo o
seguinte (g/L): 1,0 KH2POg; 1,145 K2HPO4; 0,4 MgSOa4 - 7H20; 5,0 NH4SO4; 0,05
CaClz - 2H20 e 1 mL de solugéo de elemento trago (contendo o seguinte (g/L):
2,2 MnSO04; 0,5 ZnS04; 0,5 H3BO3; 0,016 CuSO4; 0,025 Na2MoO4; 0,046 CoCly).
No meio CMCase, foi adicionado 1% (m/v) de CMC para controle bem como
BPCs submetidos a diferentes pré-tratamentos e 10 g/L de agar bacterioldgico.
As placas foram mantidas por 1 h para permitir uma difusdo completa, seguida
de incubacao a 37 e 55 ° C por 48 h. Posteriormente, a placa foi inundada com
solucédo de lodeto de Potassio (0,2 %) por 2 min. Os cultivos examinados para a
hidrélise da CMC ou do BPCs através da medicdo de suas zonas de halo
correspondentes e a capacidade hidrolitica da linhagem foi determinada pela

identificacdo do indice celulolitico (IC) usando a seguinte expressao:

I Diadmetro da zona de hidrélise
"~ DiAmetro da coldnia bacteriana

3.6 Dosagem de Acucares Redutores Totais

Os acucares redutores totais dos experimentos de cultivo de bactérias em
meio liquido foram quantificados, a cada 24 h, pelo método descrito por MILLER
(1959) com o uso do acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS). Aliquotas de 1 mL do
cultivo em meio liquido foram centrifugadas a 8 000 rpm, 4 °C, por 15 minutos e
0,5 mL do sobrenadante incubado com 1,5 mL do reagente contendo DNS por
10 minutos a 100 °C, posteriormente o resultado foi observado em
espectrofotdmetro (Spectrum SP-2000) a 520 nm e comparado com uma curva
padréo previamente construida com concentracdes determinadas de D-Glucose
nas mesmas condicbes experimentais descritas. Os experimentos de

espectrofotometria foram realizados em cubetas de quartzo e em triplicatas.
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3.7 Quantificacdo de Proteinas Sollveis Totais

Para a quantificacdo de proteinas soluveis durante os experimentos de
cultivo em meio liquido, a cada 24 h, utilizou-se a metodologia proposta por
BRADFORD (1976). Aliquotas de 0,5 mL, obtidas a partir do sobrenadante da
centrifugacédo a 8 000 rpm, 4 °C, por 15 minutos de 1 mL do cultivo em meio
liquido, foram diluidas em 1,5 mL do Reagente de Bradford e suas absorbancias
lidas em espectrofotometro a 595 nm e comparadas com uma curva padrao
previamente construida com concentracdes determinadas de Albumina Bovina
Sérica (BSA). Os experimentos de foram realizados em cubetas de quartzo e em

triplicatas.

3.8 Otimizacédo da producéo de carboximetilcelulases utilizando-se BPCs por
metodologia de Superficie de Resposta

A linhagem Bacillus subtilis subsp. SR22 foi cultivada em meio CMCase
em um dado conjunto de condi¢cdes (conforme item 3.5). Os parametros foram
variados para estudar seu efeito na producao de Endoglucanases. Duas classes
de variaveis foram otimizadas por meio de desenho estatistico Box-Behnken
Design (Tabela 3) em trés fatores utilizando o software Minitab® 17 (Minitab,
LLC, State College, EUA).

Tabela 3. Lista de variaveis estudadas para producao de celulase por Bacillus subtilis
subsp. SR22 utilizando Box Behnken design para 3 fatores em 2 diferentes classes

Classe de Parametro Parametro Parametro
Fator Fator Minimo (-1) Central (0) Maximo (+1)
. pH 5,0 6,0 8,0
Quimico Concentragéo de NaCl 0,0M 10M 2,0M

Fisico Temperatura 40 °C 60 °C 80 °C




65

3.9 Modelagem computacional da Bc22Cel

Com o intuito de predizer a estrutura e funcdo biol6gica da proteina
Bc22Cel cuja producédo se pretende otimizar no presente trabalho (item 3.8),
previamente isolada e caracterizada fisico-quimicamente (DOS SANTOS et al.,
2018), com base em proteinas conhecidas depositadas (PDB 305S). Uma
sequéncia de aminoacidos sem o peptideo sinal foi submetida ao servidor |-
TASSER de modelagem comparativa automatizada de proteinas (YANG et al.,
2014) e um 3D modelo foi obtido. A sobreposicéo entre o modelo 3D da Bc22Cel
e proteinas com similaridade estrutural derivadas de microrganismos
filogeneticamente proximos a linhagem em estudo foi realizado com o auxilio do
software VMD (HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996).

3.10 Andlises Estatisticas

A significancia estatistica da diferenca entre os processos otimizados e
aleatérios produzidos em varias condicBes de tratamento foi determinada
usando a andlise de variancia unidirecional (ANOVA), seguida pelos testes post
hoc de diferenca significativa de Tukey (HSD). As analises estatisticas foram
realizadas usando o software Minitab® 17 onde as diferencas consideradas

significativas se deram com valor de probabilidade menor que 0,05 (p <0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 ldentificag&o e Filogenia do Isolado Bacteriano

O isolado marinho SR22 mostrou-se, sob microscopia 6ptica, um bacilo
gram-positivo formador de esporos, anaerébio facultativo e catalase positivo,
além de negativo para producdo de indol bem como de H2S e utilizacdo de
citrato. As mesmas caracteristicas morfologicas diagnosticas para linhagem
celuloliticas de Bacillus subtilis descritas em trabalhos anteriores.

Além dos achados microbiolégicos tradicionais que, levaram a considerar
o isolado pertencente ao género Bacillus, a andlise molecular corroborou a
hipotese de identificacdo com base no principio de méaxima verossimilhanca
(figura 5). A baixa taxa de substituicbes por site de polimorfismos além da
utilizacdo de rootgroup filogeneticamente aproximado por se tratar de clado
pertencente aos Firmicutes permite tornar ainda mais restrito os niveis de
variagao entre os clados (DANTUR et al., 2015; HUANG; SHENG; ZHANG,
2012).

Bacillus_subtils_stram_Mk1 (MF614924)

SR22 (MH119099)
Bacillus_subtibs_stram_KmS1200905 (MGO11556)
Bacillus_subtibs_stram_H23 (MH046866)
Bacillus_subtiis_stram_F16 (MH062895)
Bacillus_subtibs_stram_C3 (KY983582)

Bacillus_subtiis_stram_BRS81 (MF767897)

Bacillus_subtiis_stran_BD73 (MF767894)

Bacillus_subtis_stram_2M6E (MG966466)
Bacillus_sp._strain PCH95 (K'Y628913)

Bacillus_sp._strain ZJ-1 (KY283142)

Staplhylococeus_epideridis_stram_AS-3 (KM099433)

—
0.01

Figura 5. Arvore filogenética de SR22 isolado e outras espécies relacionadas com base
em sequéncias de 16S rDNA, construidas usando o principio da méaxima
verossimilhanca. A barra de escala representa 0,01 substituices por site.
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A sequéncia nucleotidica (figura 6) obtida foi depositada no GenBank
como cédigo de acesso MH119099 e o grau de similaridade da sequéncia da
cepa SR22 com Bacillus sp. foi de 99%. A sequéncia obtida contabilizou 900
nucleotideos e foi rastreada para detec¢éo, no ato de submissdo ao National
Center for Biotechnology Information (NCBI), quanto a presenga de quimeras
pelo remetente utilizando BioEdit Sequence Alignament Editor 7.2.5 (DOS
SANTOS et al., 2018).

>MH119099.1 Bacillus subtilis strain SR22 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence
CTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGG
AAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTAC
CACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAYGGCTCACCAAGGCAACGATGCG
TAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAG
CAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTC
GGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACC
TAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCG
GAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCG
GGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTG
AAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGG
AGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAAACGATGAGTGCTA
AGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGG
TCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCG
AAGCAACGCGAAGAAC

Figura 6. Sequéncia nucleotidica em formato FASTA do gene da subunidade
ribossomal 16S da linhagem Bacillus subtilis SR22 MH119099.

4.2 Deteccao de endoglucanases extracelulares por meio de zimografia em meio

sélido

Ao analisar a capacidade de secrecdo em meio sélido de enzimas
hidroliticas capazes de degradar substratos celulésicos naturais (como o BPC -
bagaco-de-cana) ou sintéticos (como CMC - carboximetilcelulose), o isolado
Bacillus subtilis SR22 demonstrou-se capaz de utilizar diferentes fontes de
celulose na presenca e auséncia de NaCl. A andlise da capacidade de degradar
substratos celuldsicos na presenca de concentracdes elevadas de sal constitui
indicativo da capacidade de utilizagcdo de uma celulase em processos industriais
onde — a depender do pré-tratamento adotado na malha produtiva — pode incluir
a utilizacdo de acidos e bases com a consequente formacéo de sais que se

acumulam durante o processo (principalmente NaCl) (AN et al., 2015).

A zimografia em fase sélida revelou a capacidade da linhagem de B.

subtilis SR22 de crescer e secretar enzimas tanto quando submetida ao CMC
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como fonte Unica de carbono, como quando submetida ao meio contendo
exclusivamente BPCs. As condi¢ces experimentais com a adi¢cao de 0,5 M de
NaCl demonstraram uma atividade enzimatica bem como uma raz&o de hidrélise
significativamente menor quando em comparacdo com a mesma condicdo na
auséncia de sal. Apesar da origem marinha da linhagem, a mesma demonstrou
uma diminui¢do quanto a sua atividade de diviséo celular (inferida indiretamente
a partir da diminuicdo do diametro da colbnia) e quanto a sua fisiologia (inferida
a partir da diminuicdo da atividade enzimatica extracelular) ao ser submetida

concomitantemente ao stress salino e de substrato.

O substrato sintético demonstrou-se mais facilmente degradavel quando
comparado ao BPC, haja vista que o ultimo possui uma forma menos acessivel
de celulose complexada com lignina (tabela 4). Mesmo na condi¢do experimental
mais estressante ao microrganismo (BPC + 0,5 M de NacCl), este ainda foi capaz
de demonstrar consideravel halo de degradacéo e elevada atividade enzimética,
de maneira a ser possivel a sua classificacdo como microrganismo potencial
para os ensaios de inducéo de endoglucanases em fase liquida e de otimizacao

de producéo realizados no presente trabalho (HAQ et al., 2016).

Tabela 4. Zimografia em fase sélida da linhagem Bacillus subtilis SR22 em diferentes

condi¢bes de substrato

Zimografia em

Placa
SR22 em CMC SR22 em BPC
Linhagem SR22 em CMC + NaCl0,5M SR22 em BPC + NaCl0,5M
Diametro de 3,45 2,80 2,90 1,70
Hidrélise A (cm)
Diametro da 1,25 1,09 1,00 0,60
Coldnia B (cm)
Razé&o de 2,76 2,57 2,90 2,83
Hidrdlise (A/B)
Atividade
Enziméatica 48,21 £ 0,02 38,12 + 0,02 39,74 £ 0,07 34,75 £ 0,05
(U/mL)

CMC: Carboximetilcelulose (substrato sintético); BPC: Bagaco processado de Cana-de-agUcar
(substrato natural). A presenca de halos amarelados de degradacéo evidencia a acdo
enzimatica das celulases bacterianas.
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4.3 Inducéo de endoglucanases em meio sintético e natural obtido da cana-de-
acucar

Os ensaios de inducao de endoglucanases (secrecédo da enzima em meio
liquido) foram realizados para os trés diferentes tipos de processamento (figura
6) do substrato natural (BPC in natura, processado e pulverizado) bem como
para o substrato sintético (CMC) e avaliados quanto ao nivel de atividade

enzimatica e de acUcares redutores liberados no meio.

De todos os quatro tipos de meio, aquele com melhor capacidade de
inducao foi constituido de CMC com atividade enzimatica maxima apos 48 horas
de cultivo de 107,56 + 0,76 (U/mL) seguido pelo BPC pulverizado (105 + 0,56
U/mL), BPC triturado (98 £ 0,17 U/mL) e BPC in natura (80 + 0,06 U/mL).

Tal padréo de inducéo ja descrito na literatura para tipos similares de pré-
tratamento é explicado pelo fato de que o microrganismo, quando em contato
com substratos maiores, sofre um retardo em sua fase log de maneira que um
maior tempo é necessario para atingir a densidade bacteriana necessaria para
uma degradacéo eficaz do material lignocelulésico (POTPROMMANEE et al.,
2017; SURIYACHAI et al., 2013).

No caso do CMC e do BPC pulverizado, particulas de acucares redutores
sdo mais facilmente liberados no meio promovendo um rapido crescimento da
populacdo bacteriana capaz de mais facilmente instituir o sistema eficaz de
qudérum sensing que impulsiona a secre¢cao em conjunto de enzimas hidroliticas,
no caso do BPC in natura e triturado esta liberacao de carboidratos se da de uma
maneira mais retardataria por conta da recalcitrancia da fibra o que atrasa os

processos de divisdo celular e consequentemente de inducdo de enzimas.

Apesar da atividade enzimética relativamente baixa obtida a partir do BPC
triturado, esta condicéo foi a escolhida para os ensaios posteriores de otimizagcao
por ser o tipo de processamento que mais se assemelha com as condi¢des
industriais. O BPC pulverizado apesar do alto rendimento enzimatico gerado na
inducao, teria 0o 6nus de requerer um aporte muito maior de energia e de
maquinario na planta industrial capaz de degradar o material lignocelulésico a
uma menor granulometria (SCHWEINBERGER,; TRIERWEILER,;
TRIERWEILER, 2019). Por tais razdes, priorizando o fator custo-beneficio
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industrial, diferentes estratégias como aumento do periodo de inducéo (de 48
para 96 horas) bem como otimizagcdo dos parametros fisico-quimicos dos
processos constituiram a estratégia adotada para um melhor aproveitamento da

matéria-prima obtida.

Figura 7. Aspecto dos trés diferentes tipos de processamento do bagacgo-de-cana e
suas diferentes granulometrias: Bagago in natura (A), triturado (B) e pulverizado (C). A
barra das imagens superiores representa 1 cm enquanto as imagens inferiores
apresentam barra com escala de 1 mm.

4.4 Otimizacdo da inducdo de endoglucanases partir de diferentes preé-
tratamentos de material lignocelulolitico.

A partir dos ensaios de inducdo, a condicdo escolhida para
prosseguimento nas etapas de otimizagédo envolveu o BPC triturado como fonte
Unica de carbono, periodo de incubacao de 96 horas restando o refinamento das
condicbes de pH, Temperatura e Salinidade. Neste contexto, a linhagem
bacteriana foi submetida a um desenho experimental sequencial através do qual
se buscou delinear as condicbes estatisticamente Otimas de cultivo,

posteriormente confirmadas empiricamente.

A otimizacdo foi realizada a partir de planejamento estatistico Box-
Behnken Design com randomizagdo dos valores maximos, médios e minimos
para cada fator estudado, gerando uma matriz de randomizacao (tabela 5) que
serviu por base da realizacdo de experimentos com a linhagem Bacillus subtilis

SR22 em meio contendo BPC triturado.
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Tabela 5. Matriz de randomizac¢é&o dos ensaios para os parametros pH (A), Temperatura
(B) e NaCl (C). Valor maximo (1), médio (0) e minimo (-1) para cada parametro &
apresentado para cada ensaio.

Ensaio 01 02 03 04 05 06 O7 08 09 10 112 12 13 14 15
Blocos 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1
A 0 1 0 o -1 -1 0 o -1 0 -1 1 0 1 1
B 1 0 -1 1 0 0 0 0 -1 0 1 1 -1 0 -1
C 1 -1 -1 -1 -1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0
A resposta (atividade enzimatica) foi otimizada por meio do
estabelecimento de 15 experimentos, realizados em triplicata, em condi¢bes
experimentais randomicamente estabelecidas, para as quais a resposta foi
observada e registrada (tabela 6). Todos os ensaios randémicos apresentaram
atividade enzimatica, com excec¢ao do ensaio “14” que, possivelmente, por ter
sido realizado em condi¢cdes extremas de pH e salinidade tornou inviavel o
desenvolvimento do microrganismo. A resposta foi extremamente variavel a
depender da condicdo experimental com intervalo de 95,0 + 0,0038 até 297,1 +
0,0074 demonstrando que as varidveis estudadas de fato impactam
consideravelmente no rendimento do processo, justificando — assim — a
necessidade de uma otimizacdo detalhada da resposta conforme evidenciado
em trabalhos anteriores (PREMALATHA et al., 2015).
Blocos
Ordem Temperatura  Concentracao Resposta
(Aleatéria) Ensaios pH (°C) NaCl (M) (1)
12 1 1 6,5 80 2 127,2 + 0,0078
6 2 1 8 60 0 101,2 £ 0,0014
9 3 1 6,5 40 0 290,1 + 0,0075
10 4 1 6,5 80 0 200,0 = 0,0095
5 5 1 5 60 0 117,0 £ 0,0036
7 6 1 5 60 2 98,0 £ 0,0140
15 7 0 6,5 60 1 297,1 + 0,0074
14 8 0 6,5 60 1 296,8 = 0,0035
1 9 1 5 40 1 102,3 = 0,0021
13 10 0 6,5 60 1 290,2 £ 0,0031
3 11 1 5 80 1 90,0 + 0,1054
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4 12 1 8 80 1 78,9 £ 0,0012
11 13 1 6,5 40 1 295,3 + 0,0007
8 14 1 8 60 2 0

2 15 1 8 40 1 95,0 + 0,0038

Tabela 6. Matriz de planejamento experimental Box Behnken design para 3 fatores em
2 diferentes classes para otimizacdo da concentracdo de NaCl, valor de pH e
Temperatura para producgéo de celulases pela linhagem Bacillus subtilis SR22

Os dados de resposta obtidos a partir da realizagéo de ensaios seguindo
a matriz de experimentos permitiram verificar a diferenga significativa na
producdo enzimatica de estados ndo otimizados (tabela 4) e parcialmente

otimizados (tabela 6).

As randomizagdes permitiram constatar a influéncia diferenciada de cada
fator na resposta obtida haja vista que valores de pH mais préximos ao neutro
estiveram mais relacionados com valores de resposta mais elevados conforme
descrito em trabalhos prévios (GUAN et al., 2017; HAO et al., 2012) enquanto
gue o parametro de salinidade elevada tendeu a diminuir os valores de resposta
ou até mesmo relacionar com valor zero de atividade. De maneira intermediaria,
a Temperatura ndo demonstrou variacdes estatisticamente significativas dentre
as condicdes experimentais geradas possivelmente pelo fato do microrganismo,
em seu habitat natural, ja se encontra habituado a flutuacdes de temperatura
sendo, portanto, este parametro, pouco representativo nas alteracbes da

fisiologia do organismo.

Este ranqueamento dentre os fatores a serem otimizados constituem
etapa critica para prosseguimento das analises pois devem levar em conta as
caracteristicas de cada isolado e as eventuais suscetibilidades e/ou adaptacdes
a fatores ecoldgicos como temperatura ou pH, tais elementos recebem a mesma
consideracdo por parte dos modelos estatisticos e necessitam de um
refinamento, por parte do pesquisador, para ajustar os dados de natureza
estritamente matematica ao critério biolégico dos organismos — conforme
ressaltado por trabalhos anteriores (SINGH et al., 2018; TAI et al., 2015).

Apbés a insercdo dos dados de resposta na matriz de planejamento, foi
gerado um gréfico de pareto com o objetivo de corroborar o ranqueamento de

fatores evidenciado a partir dos dados obtidos na tabela 6. O grafico de pareto
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dos efeitos padronizados (figura 8) permitiu confirmar que, dentre os fatores
estudados, o pH € que significativamente impacta mais diretamente no
rendimento de producdo enzimética seguido da concentracdo de NaCl e, por

altimo, temperatura.
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Figura 8. Diagrama de Pareto indicando o efeito estimado dos fatores pH (A),
Temperatura (B) e concentragdo de NaCl (C) na producéo de endoglucanases por
Bacillus subtilis SR22.

Apo6s a definicdo da relevancia de cada parametro individualmente,
observou-se a influéncia que estes possuiriam sobre a resposta enzimatica
guando aos pares (figura 9). Os gréaficos de superficie resposta evidenciaram
valores criticos para o par “pH x [NaCl]” graficamente representado por uma
superficie mais “ingreme” neste tipo de correlacao (figura 9, C), isto €, qualquer
alteracdo em valores de pH ou de salinidade possuem um impacto muito

acentuado na resposta (atividade enzimatica) que se procura otimizar.

Em contraste ao par “pH x [NaCl]’, o grafico resultante da correlagao
“Temperatura x [NaCl]” se caracterizou por uma superficie muito mais planificada
gquando em comparagdao com as demais representacoes, indicando que — para
este tipo de correlacdo — um maior intervalo de variagéo é tolerado sem, contudo,
alterar significativamente na resposta. Por se tratar de um isolado marinho de

ocorréncia na zona intertidal e, consequentemente, adaptado as variacdes
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naturais de temperatura e salinidade, esperava-se que 0 microrganismo
apresentasse, como apresentou, comportamento menos critico ao par
“Temperatura x [NaCl]” (figura 9, B) quando em comparagédo aos demais pares
(figura 9, A e C). Tal comportamento durante a otimizacdo de diversos tipos de
hidrolases a partir de linhagens marinhas também foi observado para bactérias

(DEVARAJ; RAJENDER; HALAMI, 2018; HABBECHE et al., 2014) isoladas de
regides intertidais.
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Figura 9. Superficies de resposta para a atividade de endoglucanases produzidas por
Bacillus subtilis SR22 em funcdo do pH e Temperatura (A), Temperatura e
Concentracéo de NaCl (B) e pH e Concentracédo de NacCl (C).
Apbés andlise conjunta do comportamento gréfico (figura 9) e resposta
obtida por meio de matriz de planejamento experimental (tabela 6), buscou-se
construir curvas de otimizacao para cada um dos parametros estudados: O pH

(variando de 5 a 8); Temperatura (variando de 80 a 40 °C) e Salinidade (variando
de 0 a 2 M de NacCl).

A otimizacdo do processo delineou como rendimento maximo tedérico a
resposta (atividade enzimética) de 321,809 + 0,932 U/mL, significativamente
maior do que o obtido experimentalmente na condi¢do ndo-otimizada (297,1 +
0,0074 U/mL). Como esperado, o pH apresentou curva mais critica (figura 10,
grafico mais a esquerda) sendo a variavel com menor toleréncia a variacédo
(figura 11) e, consequentemente, a que mais influencia na resposta. Os valores
otimizados foram de: pH 6,45; Temperatura 54,94 °C e Salinidade 0,66 M NacCl.
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Figura 10. Curvas de otimizac&o na producao de endoglucanases para 0s parametros
pH, Temperatura e Concentracdo de NaCl em relacdo ao isolado marinho Bacillus
subtilis SR22. Predicdo maxima de resposta de 321,809 + 0,932 U/mL.

Os graficos de contorno gerados apontaram que, para o valor médio de

pH, uma regido de maxima resposta (atividade enzimética acima de 300 U/mL)
€ possivel de ser alcancada para valores préximos ou inferiores a 60° C de
temperatura e de 1 M de NaCl (area verde escura da figura 11, A e B). Estudos
recentes tem demonstrado que as maiorias das plantas industriais modernas na
area de tratamento do material lignoceluldsico tende a operar com temperaturas
relativamente baixas na maioria das etapas para assim evitar o acumulo de
subprodutos volateis derivados da lignina ou até mesmo metabdlitos de origem
microbiana derivados da degradacédo de agucares simples bem como de acidos
e bases que tenderiam a degradar a infraestrutura fabril ou até mesmo gerar

reacdes quimicas indesejadas (PEREIRA et al., 2015).

Os ensaios com BPC triturado foram repetidos, nas condi¢cdes
operacionais otimizadas, e resultaram numa alta consideravel de rendimento
com a resposta real muito préxima ao maximo teérico (318,809 + 0,784 U/mL).
Uma varidvel emergente que possivelmente explique a diminuicdo do
rendimento nas condi¢des reais de experimento muito provavelmente tenha sido
o fato de que o BPC triturado, por ter sido armazenado em camara contendo
silica para evitar a hidratacdo e consequente contaminacao por microrganismos
decompositores como fungos, apresentou um grau de recalcitrancia ainda maior

do que aquele originalmente utilizado nos experimentos da matriz experimental.
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Figura 11. Gréafico de contorno para a atividade de endoglucanases produzidas por
Bacillus subtilis SR22 em funcdo do pH e Temperatura (A) e pH e Concentracao de
NacCl (B).

4.5 Modelagem computacional da endoglucanase Bc22Cel

A partir de estudos anteriores, a endoglucanase majoritaria pertencente
ao celulossomo da linhagem Bacillus subtilis SR22 (Bc22Cel) foi isolada,
purificada e caracterizada quanto aos seus parametros cinéticos. Durante o seu
isolamento, a Bc22Cel demonstrou ser uma proteina monomérica com massa
molecular aproximada de 37 kDa possuindo, portanto, quantidade teorica de 337

residuos de aminoacidos em sua composicao (DOS SANTOS et al., 2018).

Os dados de modelagem molecular gerados a partir da comparacdo com
estruturas tridimensionais obtidas por cristalografia de raios X e depositadas no
Protein Data Bank — PDB, evidenciaram que a Bc22Cel — de todas as formas
tridimensionais possiveis — estava termodinamicamente aproximada as
estruturas monomeéricas nativas para esta classe de enzimas. Apés alinhamento
com sequéncias de endoglucanases (figura 12) previamente descritas para B.
subtilis, com diferentes parametros cinéticos quando comparadas a Bc22Cel
demonstrando — assim — se tratar de moléculas diversas, observou-se uma
distribuicdo alternada de motivos estruturais contendo alfa-hélices e beta-folhas
paralelas e antiparalelas de acordo com o diagrama de Ramachandran gerado
(figura 14).
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Figura 12. Alinhamento de seqﬁéncias para modelagem-comparati\}a (a partir de estruturas de endoglucanases

bacterianas) pelo servidor I-TASSER para a Bc22Cel.
Alguns motivos estruturais recorrentes tanto na estrutura obtida a partir de
modelagem computacional por homologia, se encontram presentes em outras
enzimas descritas previamente na literatura. De fato, para além até mesmo das
endoglucanases, regides polipeptidicas com ligacdo a residuos de acucar
definem uma grande familia das “carbohydrate-binding proteins” caracterizadas
por possuirem regides de ligacdo aos carboidratos (“carbohydrate-
binding module” ou “carbohydrate-binding domain”). Tais dominios de ligacao
aos carboidratos se encontram ubiqguamente distribuidos em diversas familias
de moléculas proteicas, desde lectinas (que ndo possuem atividade catalitica)
até as hidrolases celuloliticas bacterianas (IGARASHI et al., 2008; NAKAMURA

et al., 2013).

A quantidade e distribuicdo dessas regides de ligacdo aos carboidratos
geralmente sdo definidoras da quantidade de dominios ou cadeias polipeptidicas
presentes na estrutura da proteina uma vez que, nas enzimas, ocorre de maneira
unitaria por cadeia (SULEIMAN et al.,, 2019). A partir do estudo estrutural
realizado para a Bc22Cel, foi possivel observar uma Unica regido na estrutura
polipeptidica potencialmente destinada a interacdo com o0s carboidratos na
regido proximal ao sitio ativo, 0 que mais uma vez indica se tratar de uma enzima
monomeérica com arquitetura similar a outras enzimas ja descritas para a mesma

familia de hidrolases (ALl et al., 2019; KIM et al., 2016).
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Tais predicbes a respeito da natureza monomérica da molécula
suscitadas a partir dos dados comparativos realizados e de acordo com a
literatura, foram ainda corroborados a partir de arvore de modelos moleculares
possiveis utilizando-se dados da plataforma SWISS-MODEL e associacdo aos

dados previamente obtidos na plataforma I-TASSER (figura 13).

Ao levar em consideragdo todos os modelos tridimensionais tedricos,
posicionou a estrutura prevista para a Bc22Cel no clado das enzimas
monomericas, robustecendo a hipotese de ser esta a conformacéo nativa da

enzima.
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Figura 13. Arvore de modelos moleculares possiveis para Bc22Cel. Modelos
homotetraméricos, homodiméricos e monoméricos foram gerados a partir de dados
gerados a partir dos servidores SWISS-MODEL e I-TASSER.
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Todos os elementos culminaram no refino e na elaboracdo de um modelo
tridimensional tedrico proposto para a Bc22Cel elaborado a partir de
refinamentos na plataforma I-TASSER ap0s a construcao da arvore de modelos

com a inclusdo do estudo de campos de forca pelo software MODELLER®.

O modelo proposto (figura 15) é ilustrado com as regifes de alfa-hélice
em vermelho e beta-folha em azul, estando as regifes de voltas destacadas em
cinza. Pode-se observar que as regibes de voltas ainda constituem porcéo
representativa da molécula indicando uma necessidade de aperfeicoar ainda

mais 0 modelo proposto.

180°

-180° o0 :

-180° 0° 180°
D

Figura 14. Gréafico de Ramachandran gerado a partir do modelo tridimensional obtido

para a Bc22Cel apés modelagem comparativa pelo servidor I-TASSER.

A molécula de celulose, homopolissacarideo linear constituido por
residuos de B-D-Glucose € propicia para a interacdo por meio de pontes de
hidrogénio por conta da alta densidade de grupos hidroxilas presentes inter e

intra-cadeia.

Assim, um dos parametros relevantes no estudo estrutural das
endoglucanases é a avaliacdo de regifes propicias a formacao de pontes de
hidrogénio entre a enzima e o substrato. No modelo proposto, identificou-se
regido potencialmente relacionada a este tipo de interagéo, conforme destacado
(figura 15, C).
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Figura 15. Modelo tridimensional obtido para a Bc22Cel apés modelagem
comparativa pelo servidor I-TASSER. Aspecto geral da estrutura terciaria da proteina
(A), localizagdo da regido do sitio ativo da enzima (B) e detalhe dos residuos criticos
para formacdo de pontes de hidrogénio no interior do sitio ativo (C).
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5 DISCUSSAO

As demandas emergentes por energia aliada a conjuntura geopolitica de
abandono de fontes danosas ao meio ambiente impulsionam, de maneira
irrevogavel, o estabelecimento de uma nova forma de economia energética que
homenageia, concomitantemente, a eficiéncia bem como a sustentabilidade com
0 meio ambiente. E nesse contexto, que uma verdadeira revolugédo verde tem
tomado conta do cenario mundial dos combustiveis desde o estabelecimento do
protocolo de Kyoto e de maneira acentuada nos ultimos anos (WBA, 2014).

Na corrida pelo combustivel renovavel, as na¢des que persistirem na
opgao politica de “negacionismo” quanto a realidade bem como dominadas pelo
senso comum que imobiliza frente ao novo e tende a sedimentar praticas
ultrapassadas estardo, inexoravelmente, condenadas a assistirem — isoladas e
relegadas ao oblivio — o marchar constante do mundo em progresso aonde o
petrdleo e os seus derivados serdo apenas o marco divisor do velho e do novo
estilo de vida adotado em todo o globo (BUNDESREGIERUNG, 2012).

Assim, as pesquisas por fontes alternativas de energia surgem como
necessidade estratégica para cada pais que, ao saber explorar cada uma de
suas potencialidades naturais, ndo podera apenas “copiar’ um modelo de uma
outra nacdo, mas, antes, adaptar ao seu contexto produtivo local de maneira a
obter e melhor rendimento e resolver problemas ambientais particulares por meio

de sua prépria inteligéncia inventiva.

7

No contexto brasileiro, esta realidade € ainda mais aguda: dada a
gigantesca diversidade de nossas fontes de recursos naturais, um modelo
holistico capaz de obter o méximo rendimento com o menor impacto ambiental
ndo podera ser gerado, se ndo a partir de nossas proprias experiéncias. A
tecnologia do campo ndo mais esta voltada apenas a producdo de géneros
agropecuarios, mas ao verdadeiro salto energético necessario: Acoplar as
malhas industriais agropastoris aos processos de geracdo de energia e de

biocombustiveis de ultima geracdo em uma verdadeira abordagem top-down.
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No presente trabalho, a producdo enzimatica e o processamento de
matéria-prima lignocelulésica a base de cana-de-acucar foram otimizados de
maneira a oferecer o maximo desempenho aliado ao minimo impacto ambiental
(por meio da utilizacéo de reagente quimicos nocivos como acidos e bases). Em
uma etapa inicial buscou-se estabelecer o melhor processamento ao substrato
natural de celulose mais abundante na regido Nordeste do Brasil: o bagaco de
cana-de-agUcar de maneira a reutilizar este que hoje é tido como rejeito agricola
e agregar valor ao seu manejo, conforme evidenciado como um dos principais
objetivos ambientais e energéticos na industria do etanol nacional (CORREA;
BADINO; CRUZ, 2016; SHAH; RANAWAT; MISHRA, 2019).

De todos os métodos de processamento do material natural, o BPC
triturado constituiu o de melhor custo-beneficio e melhor reprodutibilidade no
ambiente industrial. O principal objetivo ao se estabelecer estratégias de pré-
tratamento ao material lignocelulésico consiste em potencializar o maximo de
sua bioconversdo a acucares redutores sem onerar a malha produtiva de
maneira a tornar o bioprocesso insustentavel do ponto de vista econémico, assim
apesar da pulverizacao ter gerado indices produtos superiores, 0 gasto para a
pulverizacdo de largas escalas do bagaco-de-cana encareceria demais o
produto gerado e nao surtiria os efeitos desejados de ampliacdo do rendimento,
tal dilema de melhor atividade enzimatica em uma data etapa produtiva que — ao
levar em consideragdo 0 bioprocesso como um todo — diminui
consideravelmente a producéo ja se encontra descrito como uma das principais
dificuldades no processo de otimizacdo em escala industrial (JO et al., 2008;
MAKELA, 2017).

Dentre todas as metodologias de otimizacdo atualmente disponiveis e
citadas na literatura, os gréaficos de superficie resposta despontam como 0s mais
indicados para avaliar este tipo de problematica por fornecerem subsidios
estatisticos robustos além de lidarem com uma ampla taxa de fatores a serem
ajustados ao mesmo tempo e cujo os efeitos na resposta pode ser avaliada tanto
de maneira individualizada como geral (IRFAN et al., 2017; PREMALATHA et al.,
2015). Quando comparada aos dados prévios da literatura (tabela 7), a estratégia
de otimizacdo empregada no presente trabalho teve como percentual de
otimizacao na producao de celulases frente ao BPC na ordem de 7,30% — valor
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consideravelmente superior ao obtido a partir de diferentes abordagens de
otimizagcdo envolvendo linhagens de microrganismos do mesmo género do

presente trabalho.

Tabela 7. Métodos estatisticos para otimizacdo da producéo de celulases microbianas

Microrganismo Software Método NuUmero Numero Atividade Otimizagdo Referéncia
Utilizado de de Maxima (%)
Fatores Ensaios
Bacillus subtilis SR22 Minitab BBD 3 45 318,80 U/mL 7,30 Presente
Trabalho
B. subtilis NA15 Design- PBD, 11, 4 12 0,47 U/mL 7,00 (AKHTAR et
Expert CCD al., 2015)
B. subtilis AS3 Minitab PBD, 7,3 20, 20 0,43 U/mL 6,00 (DEKA et al.,
CCD 2011)
B. amyloliquefaciens Design- ccD 3 20 NI 1,70 (ZAMBARE;
UNPDV-22 Expert CHRISTOPHE
R, 2011)
B. pumilus EWBCM1 Design- CCD 3 20 0,57 IU/mL N.R. (SHANKAR;
Expert ISAIARASU,
2012)
Bacillus sp. JS14 Design- CCD 4 30 N.I. 20,00 (SINGH;
Expert SHARMA,
2012)
Bacillus sp. BVITRKH Design- CCD 5 31 N.I. N.R. (SINGH et al.,
Expert 2014)
Bacillus sp. JS14 Design- CCD 4 30 20,40 IU/L N.R. (SINGH;
Expert KAUR, 2012)
Cellulomonas fimi Minitab PBD, 12,4 20, 30 0,58 IU/mL N.R. (ALL;
CCD MUTHUVELAY
NCIM-5015 UDHAM;
VIRUTHAGIRI,
2013)
Trametes hirsuta Design- CCD 4 30 N.I. N.R. (JEYAetal.,
Expert 2009)
Aspergillus niger Design- PBD 11,4 12, 30 N.I. 2,00 (SANDHU et
HN-1 Expert al., 2013)
Aspergillus nidulans Design- 28,94 Ulg (JABASINGH,
SU04 Xper CCD
Aspergillus nidulans Design- CCD 32,57 Ulg N.R. (JABASINGH,
Expert 4 30 2011)
MTCC344 P
Trichoderma reesei IZI)EeS|gr][- BBD 5 16 NI 124 (Se,?I;IA\;%TgN
NCIM 1186 Xper N
Trichoderma reesei, IZI)EeS|gr][- cch 3 20 NI NR. (E&I)?Blilzvgéll\.ll;
Aspergillus oryzae Xper VADLANI

2010)
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Trichoderma reesei RUT

C30 Design- BBD 3 17 0,71 U/mL 5,00 (MEKALA et
Expert al., 2008)
Aspergillus oryzae N.I. OFAT, A 27 0,92 FPU/g N.R. (HOA; HUNG,
BBD 2013)
Myceliophthora sp. IMI - (BADHAN et
387099 Minitab BBD 5 17 8,66 U/g 4,23 al., 2007)
Aspergillus fumigatus ey BBD 3 17 9,73 Ulg 288 (S NAIR:
AMA 2010)
Aspergillus nidulans Design- PBD, 7,4 8, 30 39,56 U/mL 8,05 (ANURADHA
Expert CCD JABASINGH;
VALLI
NACHIYAR,
2010)
Trichodermareesel  pesign-  BBD 3 15  40642Ulg 1,45 (SHU et al.,
Expert 2013)

PBD: Plackett-Burman design; BBD: Box-Behnken design; CCD: Central composite
design; OFAT: One factor at a time design; N.I.: Nao Informado; N.R.: Ndo Realizado
(i.e., otimizacgéo ineficaz), obtido a partir de AANCHAL et al., 2016, com modificagdes.

Os microrganismos estdo sujeitos a uma ampla variedade de fatores
fisicos, quimicos e bioldgicos. Dentre os quais, destacam-se — para fins de
metabolismo — as relacfes ecoldgicas, o pH, temperatura e estresse osmético
do meio (BHATIA; JOHRI; AHMAD, 2012). Para fins de aplicacdo em meio
industrial, dado o controle biol6gico dos espacos, pode-se relevar as variaveis
ecolégicas e considerar os demais supracitados parametros como 0s essenciais

na resposta biolégica envolvida.

De todos os fatores estudados o pH demonstrou-se como o mais
importante para o processo de otimizagdo. A fisiologia de um microrganismo
marinho ja se encontra relativamente adaptado as flutuacdes de temperatura e
salinidade, principalmente para aqueles que — assim como o0 microrganismo
isolado e estudado no presente trabalho — possuem ocorréncia natural na zona
intertidal aonde, por conta dos efeitos das mares, o sal acaba por se acumular
por conta da evaporacao e a temperatura tende a subir (DOS SANTOS et al.,
2018; VERAS et al., 2018).

Contudo, o pH da agua do mar tende a uma maior constancia por conta
dos sistemas naturais de tamponamento que possui, razdo pela qual o

microrganismo muito provavelmente foi mais susceptivel a esta variavel e
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resiliente as demais. Nos atuais modelos industriais 0 pH adotado no processo
€ proximo ao neutro por conta de etapas sequenciais de aplicacdo de 4cidos e
bases ao substrato lignocelulésico, de modo que o bioprocesso otimizado no
presente trabalho ao tempo em que se mostra eficaz em aumentar o rendimento
sem a necessidade do tratamento quimico também evidencia como pH 6timo de
atuacao valores aproximados aos que ja se utiliza na industria ndo requerendo
assim maiores mudancas para adequacdo dos processos tradicionais ao
bioprocesso enzimatico de converséao da celulose em acucares redutores (XU et
al., 2018).

Conforme evidenciado desde o processo de isolamento e purificacdo, a
Bc22Cel — endoglucanase constitutiva do celulossomo do isolado bacteriano
estudado no presente trabalho — consiste em uma enzima monomeérica como a
grande maioria das endoglucanases bacterianas (algumas mais representativas
descritas na tabela 1). Pelo fato da Bc22Cel se enquadrar no padrdo mais geral
das hidrolases bacterianas, a modelagem computacional bem como as
estratégias para sua producao de maneira heterdloga é facilitada pelo alto grau
de conservacédo e homologia com estruturas tridimensionais ja bem estudadas e
descritas na literatura e depositadas no PDB (IGARASHI et al., 2008;
SAKAMOTO; TOYOHARA, 2009).

Diante do exposto, o presente trabalho foi capaz de otimizar e atingir um
rendimento consideravel de inducdo e producdo das enzimas celuloliticas de
interesse. Contudo, se faz necessario — ainda — pormenorizar 0 mecanismo
através do qual as enzimas de interesse séo secretadas (canais, sistemas de
efluxo envolvidos) bem como ampliar os estudos estruturais via docking de
maneira a corroborar os dados cinéticos obtidos e, assim, tornar a estimativa
realizada em laboratério ainda mais factivel em escala industrial a partir de
experimentos piloto e malhas industriais desenvolvidas para esta tecnologia haja
vista a potencial aplicacdo, deste bioprocesso otimizado, nos processos

industriais para geracao de bioetanol.
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6 CONCLUSAO

De acordo com os dados obtidos neste trabalho, foi possivel concluir que:

O método de producdo de enzimas celuloliticas a partir da linhagem
Bacillus subtilis SR22 foi efetivamente otimizado com rendimento
maximo tedrico de 321,809 + 0,932 U/mL e pratico de 318,809 + 0,784
U/mL;

O bagaco processado de cana-de-acucar, apos trituracao, foi eficaz para
a producao de enzimas celuloliticas, de modo a se tornar um substrato
efetivo e de baixo custo capaz de um alto rendimento de inducéo
enzimatica,;

Apébs a otimizacdo dos parametros de inducgédo, os valores de maximo
rendimento foram de pH 6,45; Temperatura 54,94 °C e Salinidade 0,66
M NacCl;

A modelagem computacional para a Bc22Cel, endoglucanase majoritaria
no celulossomo da B. subtilis SR22, indicou se tratar de uma enzima
monomeérica;

Com base nos valores obtidos apds o processo de otimizacdo e de
acordo com os parametros estruturais observados apés a inducao das
celulases provenientes da linhagem marinha B. subtilis SR22, este
bioprocesso de conversdo de material lignocelulésico em acUcares
redutores fermentesciveis destaca-se pelo consideravel custo-beneficio
e potencial aplicacdo nos processos industriais para geracdo de
bioetanol, restando, contudo, necessario um aprimoramento das
condi¢cbes experimentais em uma planta industrial de pequena escala de
maneira a avaliar eventuais variaveis emergentes ou ainda o design de
variaveis enzimaticas heterdlogas de maneira a otimizar, ainda mais, a

eficiéncia do processo.
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