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Apresentacao

Neste ano de 2017, a Embrapa Agroenergia realiza seu IV Encontro de Pesquisa
e Inovacgdo (IV EnPl). Nos anos anteriores, o evento tratou de temas como Enzimas e
Quimica Verde e, nesta edicao, além de apresentarmos inumeros trabalhos cientificos
desenvolvidos pelos nossos pesquisadores e seus colaboradores nas quatro frentes de
atuagdo da nossa Unidade (Biomassas para fins Industriais, Biotecnologia Industrial,
Quimica de Renovaveis e Materiais Renovaveis), realizaremos a 32 edi¢do do Simpdsio
Agroenergia em Foco, no qual iremos discutir o tema Biotecnologia Industrial. Portanto,
pretendemos abordar a atual situagdo da Biotecnologia Industrial no Brasil e no
Mundo, considerando aspectos tecnoldgicos, econ6micos e ambientais, politicas
publicas e logistica, além de desafios em geral dos diferentes setores envolvidos.
Teremos, neste ano, a participagdo de importantes representantes dos setores de
energias renovaveis, de quimica, bem como da academia e do governo.

Por se tratar de evento aberto ao publico e transmitido pela Internet, temos a
expectativa de aumentarmos consideravelmente seu alcance, levando, dessa forma,
conhecimentos atualizados ao variado publico-alvo que nos acompanha. Uma das
nossas principais expectativas com esse evento é podermos prospectar potenciais
demandas que os setores envolvidos com a Biotecnologia Industrial possuem para que
possamos organizar nossa programacgao de pesquisa com o objetivo de trazer solugdes
para as demandas que por ventura forem prospectadas. Com esse e outros modelos de
prospecc¢ao que nossa Unidade adota, poderemos desenvolver solugdes nacionais para
inimeros gargalos tecnoldgicos que os diferentes setores da bioeconomia nacional
enfrentam.

Exemplos de Tecnologias, Produtos e Processos que temos desenvolvido podem
ser encontrados na pdagina da Embrapa Agroenergia na Internet, na aba Vitrine
Tecnoldgica. E dessa forma que acreditamos que poderemos nos tornar uma
“referéncia nacional e internacional na geracdo de inovagdes tecnoldgicas que
permitam converter matérias-primas renovaveis diversificadas, por processos
bioquimicos, quimicos e termoquimicos, em alternativas sustentaveis de bioprodutos e
bioenergia dentro do contexto da Biotecnologia Industrial e da Quimica Verde”.

Ao nos tornarmos referéncia no desenvolvimento de solugdes avangadas para
nossa bioeconomia, de fato traremos solugGes de interesse para nossa sociedade.
Esperamos que esta edi¢do do nosso EnPl atenda as expectativas dos setores ligados a
Biotecnologia Industrial bem como da academia e do governo.

Boa leitura.

Guy de Capdeville
Chefe-Geral da Embrapa Agroenergia



O Encontro de Pesquisa e Inovac¢ao da
Embrapa Agroenergia

Organizagao

Chefia-adjunta de Pesquisa e Desenvolvimento (CHPD) e Nucleo de Apoio a
Programac¢ao (NAP), com o apoio do Comité Local de Publicagdes (CLP), Comité Local
de Propriedade Intelectual (CLPI), Nucleo de Comunica¢do Organizacional (NCO), Setor
de Infraestrutura e Logistica (SIL) e Setor de Implementacdo da Programacdo de
Transferéncia de Tecnologia (SIPT).

Objetivos

I) Debater e avaliar o cendrio atual, nos eixos mercadoldgico e tecnoldgico, da
biotecnologia industrial, em particular a transformacdo da biomassa em
produtos de interesse industrial, via biotecnologia.

Il) Debater prioridades em PD&I para o tema em questao.

[ll) Produzir documento sintese das discussdes apontando concepgdes
tecnoldgicas promissoras para a pesquisa na area.

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

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

Formato

Esta quarta edicdo do Encontro de Pesquisa e Inovacdo da Embrapa
Agroenergia (EnPI 2017) contou com a presenca de palestrantes convidados internos e
externos, além de participantes da iniciativa privada e de universidades, em sua
maioria alunos de graduacao e pds-graduacdo, oriundos do Distrito Federal e de mais 6
estados. O EnPl 2017 foi realizado no periodo de 25 a 27 de setembro, na Embrapa
Agroenergia (Brasilia, DF). Esta unidade da Embrapa é integralmente dedicada ao
desenvolvimento de solu¢des tecnoldgicas inovadoras para a conversao eficiente e
sustentdvel de biomassa em biocombustiveis, produtos quimicos e materiais de
origem renovavel. O evento foi subdividido em dois momentos: |) Simpdsio
Agroenergia em Foco: Biotecnologia Industrial, com duas mesas-redondas, que
abordaram os temas “Biotecnologia aplicada a industria de nutricdo animal e
nutracéuticos” e “Biotecnologia aplicada a insumos para cosméticos”, além de duas
palestras, uma contextualizando a Biotecnologia Industrial no Pais e a outra
apresentando a Pesquisa e Inovacdo na Embrapa Agroenergia; e Il) Sessdo de
divulgacdo dos trabalhos do IV EnPIl, que conta com apresentacdes em formato de
poOster e na modalidade oral, nas categorias graduandos, graduados e doutores, com a
premiacdo dos melhores trabalhos de PD&I desenvolvidos nas dreas: 1) Genética e



Biotecnologia Microbiana; 2) Genética e Biotecnologia Vegetal, 3) Processos
Bioquimicos; 4) Processos Quimicos e 5) Quimica de Biocombustiveis e Biomassa.

Publico-alvo

O publico-alvo do IV Encontro de Pesquisa e Inovagdao da Embrapa Agroenergia
sdo pesquisadores, professores, estudantes de pds-graduacdo e graduacao envolvidos
em pesquisas relacionadas a producdo de Agroenergia, em especial nos temas de
biotecnologia industrial, com enfoque no desenvolvimento e uso de produtos da
conversdo biotecnoldgica de biomassa na drea de cosmeéticos, nutricdo animal ou de
nutracéuticos. No Distrito Federal, esse publico engloba profissionais e estudantes
vinculados as unidades de pesquisa da Embrapa (Embrapa Agroenergia, Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, Embrapa Hortalicas, Embrapa Cerrados, Embrapa
Quarentena Vegetal, Embrapa Sede) e universidades como a Universidade de Brasilia,
Universidade Catdlica de Brasilia, além de outras Universidades de outros estados com
as quais a Embrapa mantém parcerias formalizadas. Os setores publicos, agentes
reguladores e agentes de fomento estdo igualmente contemplados no publico-alvo,
uma vez que as discussdes e documentos produzidos durante o encontro servirdo
como norteadores para a formulacdo de a¢des governamentais nos ambitos distrital e
federal. Esta edicdo teve especial interesse do setor industrial, contando com a
participacdo de diversos profissionais que enriqueceram o debate mercadoldgico.
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Contaminacao microbiana de biodiesel
(B100), diesel (B0), e blendas (B7)
comercializadas no Estado de Goias e no
Distrito Federal

Artur Fiuza Borges Arantes Mariana Santos Tam/ett/ Ana Carolina
Bitencourt de Arau;o Patricia Porte/a de Medeiros Brunale *, Bruno Rafael de
Lima Moraes >, Paula Fernandes Franc06 Patricia Pinto KaI/I Gonga/ves Costa’,

Paula Marce/a Duque Jaramillo®, Betania Ferraz Quirino °, Betulia de Moraes
Souto™, Iténia P/nhe/ro Soares ', Léia CeCI/ICI de Lima Fdvaro®™

Resumo

No Brasil, atualmente, o monitoramento da qualidade do biodiesel, por meio de
ensaios fisico-quimicos, é feito apenas na usina e nos postos de combustiveis, quando
em mistura com o diesel. Apesar do conhecimento dos efeitos deletérios da agao
microbiana nos combustiveis liquidos, ndo hd no momento legislacdo especifica
nacional que regule a avaliacdo da presenca de microrganismos contaminantes em
combustiveis liquidos e sistemas associados. Nesse contexto, buscou-se determinar as
comunidades microbianas cultivaveis contaminantes em amostras representativas de
diesel (BO, uma amostra S500 obtida de distribuidora no DF), de biodiesel (B100, duas
amostras obtidas de tanques de armazenamento de usina de producdo em Goias e
uma de distribuidora no DF), bem como de blendas biodiesel/diesel (B7, com duas
amostras de S500 e duas de S10 obtidas de diferentes postos de gasolina no DF). Todas
as amostras foram processadas imediatamente apds a coleta para o isolamento de
microrganismos. Na sequéncia, duas amostras de diesel (BO S500 de distribuidora do
DF e blenda B7 S500 de posto de combustivel do DF) foram coletadas e submetidas a
simulacdo de estocagem em protétipos de tanques de 20 litros, com isolamentos de
microrganismos realizados aos 0, 30, 60 e 90 dias de armazenamento. Cada amostra
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foi filtrada (volumes de 2 mL, 20 mL e 200 mL) em membrana de 0,22 micrémetros
(trés membranas para cada volume), e aliquotas foram dispostas em meios de cultura
TSA, MEA, e YPDA contendo fungicida ou antibiéticos, para o isolamento de bactérias,
fungos filamentosos e leveduriformes, respectivamente. Isolaram-se bactérias e
fungos de todas as amostras avaliadas, constituindo-se um banco de microrganismos
contaminantes de biodiesel/diesel com mais de 700 linhagens preservadas. Analise das
sequéncias do DNA ribossémico revelou que as bactérias identificadas até o momento
pertencem aos géneros Bacillus, Janibacter, Lysinibacillus e Paenibacillus. )4 os fungos
pertencem aos géneros Aspergillus, Byssochlamys e Paecilomyces. O conhecimento da
diversidade microbiana de combustiveis é importante para melhor compreensao do
papel e do impacto desses microrganismos contaminantes na qualidade do
combustivel armazenado.

Palavras-chave: fungos filamentosos. bactérias. biocombustiveis. isolamento
microbiano. DNA ribosomal.

Introducao

E sabido que o biodiesel pode sofrer degradacdo quimica, a qual pode ser
potencializada por fatores como temperatura, luz e umidade. Além disso, o biodiesel
também pode sofrer degradacdo mediada por microrganismos, que tém seu
crescimento estimulado pela presenca de agua livre e outros micronutrientes (CHAO
et al., 2010). De fato, as temperaturas elevadas que ocorrem durante os processos
de producdo dos combustiveis esterilizam o combustivel produzido. No entanto, durante
o armazenamento, ou dependendo das condi¢cdes de transporte, pode ocorrer a
entrada de agua nos sistemas e, por conseguinte, a contamina¢do microbioldgica e
uma possivel biodeterioracao. A dgua é um fator essencial para a atividade microbiana
e, devido a esse, fato a maioria das recomendacdes para evitar a presenca e a
atividade de microrganismos envolve o controle da agua nos sistemas (PASMAN,
2013; SOARES et al., 2014).

Apesar do conhecimento dos efeitos deletérios da acdo microbiana nos
combustiveis liquidos, especialmente diesel e biodiesel, ndo ha no momento legisla¢ao
especifica no Brasil que regule a avaliagdo de contaminag¢dao microbioldgica em
combustiveis liquidos e sistemas associados. Nesse contexto, buscou-se acessar as
comunidades microbianas cultivaveis contaminantes de diesel, biodiesel e blendas
biodiesel/diesel, utilizando-se amostras coletadas no Estado de Goids e no Distrito
Federal.

Materiais e métodos

A coleta foi realizada em bombonas estéreis, com auxilio de luvas e utensilios
esterilizados, conforme recomendacdes da norma internacional ASTM D6469-16
(ASTM D6974-16 Standard Practice for Enumeration of Viable Bacteria and Fungi in
Liquid Fuels—Filtration and Culture Procedures). Os combustiveis coletados foram
representativos de diferentes pontos da cadeia de producdo e distribuicdo dos
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combustiveis. Oito amostras foram processadas para analise microbioldgica
imediatamente apds a coleta, enquanto duas amostras foram coletadas e
armazenadas em protétipos de tanques de estocagem para amostragens ao longo do
tempo.

As amostras que foram processadas para isolamento microbiano
imediatamente apds a coleta foram: a) biodiesel (B100), sendo duas amostras de
tanques de armazenamento de usina de producdo no Estado de Goidas e uma amostra
de tanque de armazenamento de uma distribuidora no DF; b) diesel (B0O), sendo uma
amostra (S500) obtida de distribuidora no DF; c) blendas de diesel B7, sendo duas
amostras de S500 e duas amostras de S10 obtidas de diferentes postos de gasolina no
DF. Amostras de diesel (BO S500 de distribuidora do DF e blenda B7 S500 de posto de
combustivel do DF) foram coletadas e submetidas a simulacdo de estocagem em
protétipos de tanques de 10 litros. Isolamentos de microrganismos foram realizados
nos tempos 0, 30, 60 e 90 dias de armazenamento.

Para o isolamento, cada amostra foi filtrada (2 mL, 20 mL e 200 mL) em
membrana de 0,22 micrémetros (trés membranas para cada volume), a qual foi
disposta em meios de cultura TSA, MEA, e YPDA contendo fungicida ou antibiéticos,
para o isolamento de bactérias, fungos filamentosos e leveduriformes,
respectivamente (ASTM D6469). As placas foram incubadas a 28 °C e monitoradas por
até 30 dias quanto ao crescimento de microrganismos. O nimero de microrganismos
foi contado e as col6nias foram purificadas até a obtencdo de culturas puras. As
bactérias foram preservadas por ultracongelamento e os fungos foram preservados
pelo método Castellani (1967).

As bactérias e fungos foram cultivados e submetidos a extracdo de &acidos
nucléicos. Para bactérias, a regido 16S do DNA ribossémico foi amplificada com os
iniciadores universais PO(27f) (5-GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e R1378 (5'-
CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG-3’) (LANE, 1999), os quais amplificam uma regido de
aproximadamente 1.500 pares de bases. Para os fungos, a regido ITS1-5.85-ITS2 do
DNA ribossomico foi amplificada com os primers ITS1 (5'TCCGTAGGTGAACCTGCGG3’)
e ITS4 (5’TCCTCCGCTTATTGATATGC3’), os quais amplificam uma regido de
aproximadamente 600 pb (FAVARO et al., 2011). Os produtos de amplificacdo foram
separados em gel de agarose (1%), corados com brometo de etidio e
fotodocumentados sob luz UV. Os produtos de amplificacdo foram purificados e o
sequenciamento foi realizado para ambas as fitas com os mesmos iniciadores
descritos. As sequéncias foram analisadas com auxilio do software CodonCode
Aligner’® para andlise de qualidade e obtencdo da sequéncia consenso. As
sequéncias foram analisadas com o auxilio da ferramenta BLAST nas bases de
dados de microrganismos: MycoBank, Ribosomal Database Project e GenBank!*.

! Disponivel em: <http://www.codoncode.com/>
2 Disponivel em: <http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Resultados e Discussao

Os resultados de isolamento de combustivel n3ao armazenado estdo
representados na Tabela 1. Na Tabela 2, estao representados os dados de isolamento
de amostras armazenadas por até 90 dias. Isolaram-se fungos e bactérias de todas as
amostras e tipos de combustiveis. Uma colecdo de microrganismos contaminantes foi
estabelecida e encontra-se armazenada na Embrapa Agroenergia. Sua identificacao
parcial revela que as bactérias pertencem aos géneros Bacillus, Janibacter,
Lysinibacillus e Paenibacillus, e que os fungos pertencem aos géneros Aspergillus,
Byssochlamys e Paecilomyces.

Gassen et al. (2015) identificaram Aspergillus e Paecilomyces em amostras de
biodiesel, diesel e blendas biodiesel/diesel. Esses microrganismos seriam responsaveis
por maior deterioracdao de amostras contendo biodiesel comaparado a amostras de
diesel puro.

Tabela 1. NUmero de microrganismos cultivaveis isolados a partir de amostras de
combustiveis provenientes de diferentes pontos da cadeia produtiva, no ano de 2015.
Para essas amostras, as analises foram realizadas imediatamente apds a coleta (tempo
zero).

Linhagens obtidas e Linhagens
Ne Amostra Origem purificadas preservadas
(fungos/bactérias) (fungos/bactérias)
1 ANP  S500/B7/Coleta 22-01- DF 14/14 14/14
2015/Posto B/Asa Norte
2 ANP S500/B7/Coleta 22-01- DF 6/46 6/46
2015/Posto C/Asa Norte
3 ANP  S10/B7/Coleta  22-01- DF 8/21 8/21
2015/Posto A/Asa Norte
4 ANP  S10/B7/Coleta  22-01- DF 7/10 7/10
2015/Posto C/Asa Norte
5 ANP B100/Coleta 05-14/Goias GO 13/4 13/4
6 B100 / Coleta 16-06-15 / (8100 GO 9/51 8/45 (*)
Metilico)
7 B100 / Distribuidora / Coleta DF 26/17 23/16 (*)
03-07-2015 (LGB-024/2015)
8 Diesel S500 / Distribuidora / DF 43/30 39/30 (*)

(*) Alguns microrganismos ndo permaneceram viaveis apos a preservacgao.

Dentre as amostras apresentadas na Tabela 1, observou-se uma grande
variacdo nas quantidades de fungos e bactérias em amostras de coletas nos postos,
nas quais ndo se pode aferir se a concentracdo de enxofre (5500 e $10) no combustivel
afetou diretamente o crescimento dos microrganismos. Observou-se que as amostras
de B100 e diesel da distribuidora (6, 7 e 8) apresentaram quantias consideraveis tanto
de fungos quanto de bactérias. Nos tanques das distribuidoras, existe um grande
volume de combustivel que pode ser proveniente de diversos lotes e diferentes
origens e composi¢cdes, como no caso do biodiesel. Esse fato pode explicar a maior
concentrag¢ao de microrganismos.

Observou-se ainda que em quase todas as amostras ndao houve reducao entre
as linhagens purificadas e preservadas.
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Tabela 2. NUmero de microrganismos cultivaveis isolados a partir de amostras de
combustiveis provenientes de diferentes pontos da cadeia produtiva, no ano de 2015.
Para essas amostras, as andlises foram realizadas em diferentes tempos de estocagem.

Linhagens obtidas, purificadas e preservadas
(fungos/bactérias)
Tempo zero

. Tempo Tempo Tempo Tempo
Amostra Origem Ia\::ier:edo zero 30D 60D 90D
(Fu: o/ (Fungo/ (Fungo/ (Fungo/ (Fungo/
,g, Bactéria) Bactéria) Bactéria) Bactéria)
Bactéria)
Diesel S500 / Distribuidora /
Linha de bombeamento. DF 13/27 22/10 16/6 13/40 68/20
Coleta 03-07-2015 (LGB-
025/2015)
B7 (S500) Posto / Coleta17- . 35/45 19/26 50/8 9/4 103/29

08-2015 (LGB-034/2015)

Na Tabela 2, observamos que foram idenficados fungos e bactérias na lavagem
do tanque, durante a esterilizagdao para receber o combustivel. Em relagdo a amostra
S500, houve uma redugdo da presenca de fungos entre os tempos Zero e 60 dias, com
aumento ndo esperado, superior a cinco vezes aos 90 dias. Com as bactérias, houve
um decréscimo em sua contagem, com aumento aos 60 dias, seguido de nova redugdo
aos 90 dias. Para a amostra B7, houve uma significativa oscilacdo na contagem de
fungos, uma expressiva reducdo na contagem de bactérias e um crescimento
inesperado de ambos para o tempo de 90 dias.

N3o fosse o comportamento observado aos 90 dias, poderia inferir-se que nas
condicbes avaliadas, a amostra que contém biodiesel estaria com menor grau de
contaminacdo por microrganismos, muito embora isso nao reflita necessariamente em
degradacdo do combustivel.

Conclusoes

Com analises apenas no tempo zero, podemos inferir que a contaminagao esta
mais relacionada as condi¢des de armazenamento da amostra que propriamente a
composicdo desta. Em relacdo a estococagem por perido de até 90 dias, serdo
necessarios mais testes que possam explicar as oscilagdes observadas.
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Descoberta de novos genes de xilose
isomerase em rumen de cabras brasileiras
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Resumo

O etanol de segunda geracao é uma das alternativas sustentdveis para a obtencdo de
combustiveis, sendo produzido a partir da biomassa lignoceluldsica. No entanto, parte
dessa biomassa ndo é aproveitada em decorréncia da incapacidade de leveduras como
Saccharomyces cereviseae de consumir a fracdo hemiceluldsica. A xilose é o acucar de
segunda maior abundancia na biomassa (ISIKGOR; BECER, 2015). Algumas bactérias e
fungos sdo capazes de consumir a xilose com a participacdo de uma enzima chamada
xilose isomerase, que realiza a isomerizagdo da D-xilose em D-xilulose, um
intermediario da via das pentoses. Por meio de engenharia metabdlica, leveduras
como S. cerevisiae podem ser capazes de expressar a xilose isomerase e realizar a
fermentacdo alcodlica da parte hemiceluldsica da biomassa. Com a utilizacdo de uma
biblioteca metagen6mica de rumen de cabras brasileiras adaptadas a caatinga, foram
identificados novos genes codificadores de xilose isomerase, uma parte usando
metodologia de screening baseado na funcdo e outra pelo screening baseado na
sequéncia. O screening funcional resultou em 12 clones positivos de xilose isomerase e
0 screening baseado na sequéncia resultou em 8 clones positivos. Os clones obtidos
serdo posteriormente expressos em S. cerevisiae, para a andlise do crescimento em
meio com xilose como Unica fonte de carbono a fim de avaliar a eficiéncia da
expressao e o consumo da xilose pela levedura.

Palavras-chave: xilose. xilose isomerase. levedura. Saccharomyces cereviseae.

Introdugao

Modelos mais sustentdveis de producdo tém ganhado destaque em diversos
setores industriais. Processos e sistemas de producdao sustentaveis, comparados a
forma de producdo convencional, podem potencialmente ser mais lucrativos em
virtude da menor geracdo de residuos e pelo uso de materiais e energia renovaveis
(GAVRILESCU; CHISTI, 2005). Nas biorrefinarias, sdo integrados e realizados processos
de convers3ao da biomassa para a producdo de biocombustiveis, energia, quimicos e
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outros bioderivados a partir da biomassa (CHERUBINI, 2010). As diversas rotas de
conversdao da biomassa permitem uma ampla utilizacdo do material lignoceluldsico
presente nas plantas e a obtengdo de varios produtos de interesse (CHERUBINI, 2010).

O Brasil é um dos maiores produtores de cana-de-agucar para a producdo de
etanol de segunda e primeira geracdo, com mais de 20 bilhdes de litros produzidos no
ano de 2016, de acordo com a Renewable Fuels Association (RFA). O bioetanol, por ser
produzido a partir de biomassa celuldsica encontrada em restos agricolas, representa
uma grande oportunidade para suprir a demanda global de etanol de maneira
sustentavel (SARKAR et al., 2012).

O material lignoceluldsico utilizado na producado de etanol de segunda geracao
é constituido por trés componentes principais: celulose, hemicelulose e lignina, além
de pequenas quantidades de outros componentes como grupos acetilas, minerais e
grupos fendis substituintes (ISIKGOR; BECER, 2015). Geralmente, a celulose é o
componente de maior abundancia, constituindo de 35% a 50% da biomassa
lignoceluldsica, seguida da hemicelulose (de 20% a 35%) e da lignina (de 10% a 25%)
(ISIKGOR; BECER, 2015). A celulose é um polimero formado por longas cadeias de
celobiose, um dissacarideo formado por residuos de glicose, acucares de 6 carbonos. A
lignina é um polimero formado por trés unidades diferentes de fenilpropandides: os
monoligndis alcool p-cumarilico, alcool coniferilico e alcool sinapilico, fornecendo
rigidez e resisténcia aos tecidos vegetais. A hemicelulose é o segundo mais abundante
polimero presente na biomassa lignoceluldsica (ISIKGOR; BECER, 2015). E composta
por heteropolimeros diversos que, por sua vez, sdo compostos por diferentes
monossacarideos de 5 e 6 carbonos: pentoses (xilose e arabinose), hexoses (glicose,
manose e galactose) e agucares acetilados (ISIKGOR; BECER, 2015).

Para que os acucares presentes na biomassa possam ser consumidos, algumas
enzimas exercem papel fundamental na catalise de rea¢des que possibilitam que esses
aclcares sejam metabolizados. O consumo da xilose por parte de alguns
microrganismos é possivel pela acdo da enzima xilose isomerase, que realiza a
isomerizacdo da D-xilose em D-xilulose, tornando-a um intermedidrio da via das
pentoses. Algumas bactérias e fungos anaerdbios que possuem xilose isomerase no
seu metabolismo sdo capazes de metabolizar a xilose presente na hemicelulose e
produzir etanol nesse processo. No entanto, em virtude da baixa e ineficiente taxa de
producao do etanol pela fermentacao alcodlica da xilose por esses organismos, além
do excesso de subprodutos gerados nesse processo, eles ndo sdo vidveis para a
producdo industrial de bioetanol (BRAT et al., 2009).

A levedura Saccharomyces cerevisiae, geralmente utilizada na produgdo de
etanol em processos de fermentacdo industrial, é incapaz de realizar a fermentacao
alcodlica de pentoses como a xilose (BRAT et al., 2009). Assim, a fracdo da
hemicelulose ndo é aproveitada para a producdo de bioetanol. Por meio de engenharia
genética, a introducdo de genes codificantes para xilose isomerases em S. cerevisiae
pode permitir a utilizacdo da xilose presente na hemicelulose por esses organismos
para a producdo de bioetanol.

Uma abordagem metagenOmica, em que o material genético total de uma
comunidade microbiana é analisado a partir de uma amostra natural, pode ser usada
para a identificacdo de novos genes codificantes para xilose isomerases para a
expressao em levedura. Kuyper et al. (2003) conseguiram a expressdao de xilose
isomerase por S. cerevisiae a partir de genes do fungo Piromyces spp., e Parachin e
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Gorwa-Grauslund (2011), usando uma abordagem metagenOmica, expressaram dois
genes de xilose isomerase (Xyml e Xym2) provenientes de uma comunidade
microbiana de solo de jardim em Escherichia coli. Os métodos de triagem foram
baseados em similaridade de sequéncias proteicas e na atividade enzimatica
observada a partir de col6nias transformadas que cresceram em meio suplementado
com xilose.

Mendes (2016) realizou uma abordagem semelhante a de Parachin e Gorwa-
Grausland (2011), usando uma biblioteca metagendmica de rumen de cabras
brasileiras adaptadas a caatinga. Ao final do seu trabalho, foram estocados possiveis
clones positivos que necessitavam de confirmagao de suas identidades. Este trabalho
deu continuidade ao trabalho de Mendes (2016). Os clones obtidos pela triagem
baseada na sequéncia foram confirmados e pertencem a diferentes espécies de
bactérias. Os possiveis clones positivos obtidos pelo screening funcional da biblioteca
metagenomica de rumen caprino descritos neste artigo serdo posteriormente
sequenciados e analisados por meio de ferramentas de bioinformatica e finalmente
esses genes serao expressos em S. cerevisiae para avaliar a atividade das enzimas
encontradas.

Materiais e métodos

Foram utilizadas duas metodologias para a triagem da biblioteca metagen6mica
de rumen caprino para xilose isomerase. Uma baseada na funcdo e outra baseada na
sequéncia. Na metodologia de screening baseada na fungdo, os possiveis clones de
xilose isomerase (Xy) que se encontravam em estoque foram transformados em novas
células HB101. Para avaliar a viabilidade dessas células, estas foram plaqueadas em 3
placas contendo meio LB sdlido com antibidticos diferentes. Uma placa continha
tetraciclina, uma continha ampicilina e uma ndo apresentava antibiético. Apds alguns
dias foi avaliado o crescimento de col6nias nas placas. Foram transformados 12 clones,
denominados Xy XXX, Xy XXI, Xy XXIX, Xy XXV, Xy XXIV, Xy XVIll, Xy VI, Xy XXVIII, Xy
XXVII, Xy VI, Xy IX, Xy XIX, além de um controle positivo (Xy 2G) e um controle negativo
contendo a célula apresentando o vetor pCF430 sem inserto. Os transformantes foram
plagueados em meio SM3 com tetraciclina e xilose como fonte de carbono, espalhados
nas placas com uma alca esterilizada e, posteriormente, incubados na estufa a 37 °C,
juntamente com o controle negativo. Na metodologia de screening baseada na
sequéncia, foram montados contigs de clones distintos aos descritos na metodologia
baseada na funcdo. Esses clones foram previamente enviados para sequenciamento
por Mendes (2016), que resultou em 10 fragmentos de 750 pb de xilose isomerase.
Com esses fragmentos sequenciados, foram montados contigs no programa Geneious
R6 6.0.6. As sequéncias consenso foram analisadas no banco de dados nr no GenBank
(NCBI) utilizando a ferramenta blastx.

Resultados e Discussao

As células HB101 utilizadas na metodologia de screening baseada na funcao
apresentaram-se viaveis para transformacdo. Foi observado crescimento de col6nias
somente nas placas sem antibiético (Figura 1), indicando a auséncia de vetor nas
células. Todas as placas contendo os clones transformados apresentaram um bom
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crescimento de colénias em meio SM3 com xilose como Unica fonte de carbono (Figura
2), evidenciando a expressdo de possiveis genes para xilose isomerase. O controle
negativo ndo apresentou crescimento de colonias, como esperado.

Figura 1. Confirmacao da viabilidade da célula HB101 para transformagdo com possiveis clones positivos
de xilose isomerase. Da esquerda para direita: HB101 em meio LB mais tetraciclina; HB101 em meio LB
sem antibidtico; HB101 em meio LB mais ampicilina.

Fotos: Gabriel de Souza Colombo

Figura 2. Os 12 clones transformados em meio SM3 com tetraciclina e xilose como unica fonte de
carbono, juntamente com os controles positivo (Xy 2G) e negativo (respectivamente as duas primeiras
placas acima das demais). Da esquerda para direita, comecando na fileira superior: Xy XXIX, Xy XXI, Xy
XXVII, Xy XIX, Xy XXX, Xy XXVIlI, Xy XVII, Xy VI, Xy XXIV, Xy VI, Xy XXV e Xy IX.

Fotos: Gabriel de Souza Colombo

Para confirmacdo adicional da identidade dos clones, a fim de se obter
resultados mais confidveis, sera realizada a digestdo dos clones pela enzima Pstl, apds a
retirada do vetor das células por minipreparacdao plasmidial. Assim que os clones
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forem digeridos, os insertos serdo submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%,
para comparacdo do padrdo de bandas. Em seguida, os clones que apresentarem
maiores chances de possuir um gene que codifica para uma xilose isomerase serao
enviados para o sequenciamento por terceiros, para serem posteriormente analisados
por meio de ferramentas de bioinformatica. Na metodologia de screening baseada na
sequéncia, os clones previamente enviados para sequenciamento por Mendes (2016)
mostraram-se, em sua maioria, pertencentes a xilose isomerase de organismos
distintos. A analise das sequéncias consenso montadas a partir dos 10 fragmentos de
750 pb obtidos por Mendes (2016) revelou que, das 10 sequéncias consenso obtidas, 7
sao similares a xilose isomerase de diferentes bactérias do riumen caprino, uma
apresentou similaridade a uma bactéria ndo cultivada e duas sequéncias ndo
apresentaram semelhanca a xilose isomerases presentes no banco de dados nr do
GenBank (NCBI).

Conclusao

A fracdo hemiceluldsica da biomassa utilizada para a produgdo de etanol de
segunda geracdo ndo é aproveitada para este fim. Leveduras que apresentassem a
capacidade de realizar a fermentacdo alcodlica da xilose presente na hemicelulose se
mostrariam como um avanco na producdo de bioetanol. Os possiveis genes
codificantes para xilose isomerase apresentados neste trabalho podem
potencialmente permitir um eficiente consumo da xilose por parte de leveduras como
Saccharomyces cerevisiae, se esta for modificada por meio de engenharia genética. Os
possiveis clones positivos obtidos pela metodologia de screening baseada na funcgao
irdo ser posteriormente transformados em S. cerevisiage para avaliar a taxa de
crescimento em meio com xilose como Unica fonte de carbono, apds a andlise do
sequenciamento dos clones. Analises adicionais dos contigs obtidos pela metodologia
de screening baseada na sequéncia serdo realizadas para a garantia de maior
confiabilidade nos resultados obtidos. Em um trabalho consecutivo, serdo
apresentados os resultados observados apds a avaliacdo do crescimento de S.
cerevisiae em meio com xilose e as analises adicionais das sequéncias consenso
obtidas.
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Resumo

Aumentar a eficiéncia da hidrélise enzimatica da biomassa lignoceluldsica é um desafio
para aproveitar melhor essa fonte para producdo de biocombustiveis e quimicos. O
uso de microrganismos capazes de produzir alta concentracdo de enzimas para
hidrélise em substratos de baixo custo é apresentado como uma solug¢do para o
processo. A Embrapa Agroenergia estd realizando o melhoramento genético de
Trichoderma lentiforme CFAM-422, com o objetivo de alcangar niveis mais elevados de
producdo de enzimas (hemi) celuloliticas. Como parte desse projeto, fez-se a
caracterizacdo enzimdtica e molecular de 11 agrotransformantes de T. harzianum
CFAM-422 previamente obtidos (SHIMIZU et al.,, 2015), visando a identificacao de
genes envolvidos na producdo de enzimas lignoceluloliticas. Os resultados de testes
enzimaticos mostraram que alguns transformantes apresentam perfil enzimatico
diferente quando comparado a linhagem parental. A regidao de inser¢ao de T-DNA foi
amplificada por TAIL-PCR com os iniciadores especificos LB1, LB2 e LB3 e iniciadores
degenerados AD1, AD2 e AD3. Os resultados obtidos até o momento mostraram
que os fragmentos nao flanqueavam o T-DNA, por isso é necessdrio realizar novas
analises de PCR-TAIL com outros iniciadores degenerados para identificar as
mudancas genéticas nessas cepas.

Palavras-chave: mutagénese insercional. transformacdo mediada por Agrobacterium
tumefaciens. melhoramento genético. fungos filamentosos.

Introducao

O interesse no uso da biomassa para a producdo de biocombustiveis e quimicos
tem despertado a atencdo da comunidade cientifica para os desafios técnicos que
precisam ser superados (MARGEOT et al., 2009). Um desses desafios é a sacarificacdo
eficiente da biomassa em decorréncia do alto custo das enzimas para a hidrdlise.
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Fungos como Trichoderma, Aspergillus e Penicillium sdo reconhecidos por sua
capacidade de produzir enzimas para aplicacdo no processo de conversao enzimatica
da biomassa vegetal. No entanto, tais microrganismos podem ter limitagdes na
producdao de uma ou outra enzima celulolitica, limitando a eficiéncia do processo de
hidrélise (KUMAR et al., 2008).

A Embrapa Agroenergia esta realizando o melhoramento genético da cepa T.
harzianum CFAM-422 para atingir maiores niveis de producdo de enzimas celuloliticas.
Como parte desse projeto, uma biblioteca de 402 transformantes desse fungo foi
obtida por transformagdo mediada por Agrobacterium tumefaciens (SHIMIZU et al.,
2015). Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi realizar a caracterizacdo enzimatica
e molecular desses transformantes, visando a identificacdo de genes envolvidos na
producdo de enzimas lignoceluloliticas em T. harzianum CFAM-422.

Materiais e métodos

Foram selecionadas 11 linhagens de agrotransformantes de T. harzianum
CFAM-422 da biblioteca previamente obtida (SHIMIZU et al., 2015), que apresentaram
diferentes valores de indice enzimdtico em substrato carboximetilcelulose em
comparacdo com o parental CFAM-422. Em seguida, um ensaio enzimatico foi
realizado para determinar o perfil de degradacdo de outros polissacarideos desses
transformantes selecionados. Foi utilizado o meio minimo de Aspergillus nidulans
(PONTECORVO et al.,, 1953), sendo a glicose substituida por 10 g/L de cada
polissacarideo: carboximetilcelulose, xilana, pectina (pH 5), pectina (pH 7) ou amido.
Os transformantes foram inoculados nesses meios seletivos (triplicata) e incubados
durante 4 dias a 28 °C. Apds esse periodo, foi avaliada a capacidade de degradar o
substrato, analisando a formacdo de halo de hidrdlise, revelada por meio do uso de
corantes especificos (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975). O indice enzimatico (El) foi
calculado (como El = diametro de degradacdo halo / didmetro da coldnia).

Os acidos nucleicos dos 11 transformantes selecionados foram extraidos de
conidios, como descrito por Favaro (2009), com modifica¢gdes (SHIMIZU et al., 2015). A
quantificacdo foi realizada por andlise em espectrofotometro. A confirmag¢do da
transformacdo foi realizada por PCR com os iniciadores hphl e hph2 para o gene que
confere resisténcia a higromicina B, localizado no T-DNA (FAVARO, 2009). As reacdes
foram realizadas em volume final de 25 ulL, com dNTP 0,2 mM; MgCI2 3,7 mM;
Tampdo 1X; 0,2 U de Tag DNA polymerase (Invitrogen) e 0,2 uM de cada iniciador. A
amplificacdo foi realizada em termociclador com desnaturacdo inicial a 94 °C durante 5
min, seguido por 30 ciclos de amplificacdo (1 mina 94 °C, 1 min a 60 °Ce 1 min a 72 °C)
e extensao final por 7 minutos a 72 °C. O DNA do vetor pFAT-gfp foi usado como
controle positivo. Os produtos de amplificagdo foram avaliados por eletroforese em gel
de agarose, corados com brometo de etidio e fotodocumentado sob luz UV.
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As regides que flanqueiam o T-DNA foram amplificadas por TAIL-PCR (Thermal
Asymmetric Interlaced Polymerase Chain Reaction) (LIU; WHITTIER, 1995). Trés
reacoes de PCR sucessivas foram realizadas utilizando iniciadores especificos para
sequéncias da borda esquerda do T-DNA (LB1, LB2 e LB3) juntamente com primers
degenerados (AD1, AD2 e AD3) descritos por Favaro (2009). A amplificacdo por TAIL-
PCR foi realizada seguindo as condig¢des descritas por Mullins et al. (2001). Os produtos
foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,2%, corados com brometo de
etidio e fotodocumentados sob luz UV. Esses produtos foram clonados em pGEM-T
easy (Promega) e transformados em Escherichia coli DH10B. Os plasmideos contendo
as insercdes foram extraidos, purificados e sequenciados com os primers universais
M13F e M13R (Eurofins, Brasil).

Resultados e Discussao

A estratégia de mutagénese insercional aleatdria mediada por A.
tumefaciens foi estabelecida para T. harzianum CFAM-422 e uma biblioteca de
transformantes foi previamente obtida e caracterizada visando a identificacdo de
genes de interesse (SHUMIZU et al., 2015). Um modo simples e rapido de triagem
de agrotransformantes para avaliacdo da capacidade de producdo de enzimas
hidroliticas é o uso de testes em meio de cultura sdlido. Nesse contexto, 11
transformantes previamente caracterizados quanto a producdao de endoglicanase,
em substrato carboximetilcelulose (SHIMIZU et al., 2015), foram caracterizados no
presente estudo também quanto a capacidade de producdo de xilanase, amilase e
pectinases (pectina liase e poligalacturonase). A andlise enzimdtica mostrou que
alguns transformantes apresentam diferencas de valores de indice enzimatico em
compara¢do com a linhagem parental. As mudangas observadas foram relacionadas
tanto ao aumento dos valores de indice enzimatico, quanto a perda total da
capacidade de degradacao, conforme resultados mostrados na Tabela 1.

De acordo com os dados apresentados, para o meio carboximetilcelulose as
linhagens 67, 90, 161 e 564 apresentaram maior diferenca de degradacdo do parental.
J4 para o substrato pectina pH 5 (producdo de poligalacturonase), as linhagens que se
destacaram foram 67, 81 e 564. Alterando o pH da pectina para 7 (pectina liase),
apenas duas linhagens apresentaram perfil diferente, 90 e 564. No substrato xilana, as
linhagens diferentes do parental foram 111, 387 e 584. Por fim, para o meio de amido,
todas as linhagens apresentaram o mesmo perfil de degradacdao que o parental.
Devido a esses resultados, essas cepas foram selecionadas para caracterizacdo dessas
diferencas a nivel molecular.
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Tabela 1: Avaliacdo do indice enzimatico de 11 agrotransformantes de T. harzianum
CFAM-422 em carboximetilcelulase, pectina pH 5, pectina pH 7, xilana e amido, em
comparacao a linhagem selvagem.

Substratos avaliados

Linhagem Carboximetil-celulose Pectina pH 5 Pectina pH 7 Xilana Amido
Desvio Desvio Desvio Desvio Desvio
padrao Padrao padrao padrao padrao

CFAM-422 1,01 0,02 1,21 0,19 3,33 0,07 1,37 0,03 1,00 0,00

67 1,17 0,02 1,47 0,05 3,50 0,16 1,21 0,02 1,00 0,00
80 1,00 0,01 1,29 0,01 3,23 0,14 1,26 0,01 1,00 0,00
81 1,00 0,01 1,47 0,06 2,97 0,25 1,33 0,04 1,00 0,00
90 1,14 0,06 1,32 0,01 3,61 0,04 1,24 0,02 1,00 0,00
111 1,00 0,00 1,31 0,09 3,17 0,24 1,74 0,02 1,00 0,00
161 1,14 0,01 1,28 0,01 3,36 0,12 1,25 0,01 1,00 0,00
166 1,00 0,00 1,34 0,08 3,36 0,02 1,28 0,02 1,00 0,00
364 1,06 0,11 1,26 0,01 3,25 0,08 1,24 0,04 1,00 0,00
387 - - 1,37 0,12 3,26 0,04 1,00 0,00 - -

564 1,29 0,08 1,40 0,04 2,94 0,08 1,32 0,02 1,00 0,00
584 1,01 0,01 1,27 0,06 3,33 0,06 1,50 0,13 1,00 0,00

Os valores representam a média de trés repeticGes. A degradacdo de carboximetilcelulose, xilana,
pectina (pH 5), pectina (pH 7) e amido indica a produgdo, respectivamente, de: endoglicanase, xilanase,
poligalacturonase, pectina liase e amilase. Valores de indice enzimatico superiores a 1 indicam a
degradacado do substrato.

Com relacdo a amplificacdo do gene hph, todas as 11 linhagens foram
confirmadas quanto a presenca desse gene, em compara¢ao com a linhagem parental
(dados ndo mostrados). Os resultados exibidos nas Figuras 1 e 2 mostraram que a
amplificagcao das regides flanqueadoras do T-DNA com os iniciadores degenerados
AD1, AD2 e AD3 foi mais eficiente na reacao secundaria de TAIL-PCR, com amplificacao
positiva para sete linhagens.

LB1 LB1 LB1 LB2 LB2 LB2 LB3 LB3 LB3 LB1 LB1 LB1 LB2 LB2 LB2 LB3 LB3 LB3
AD1 AD2 AD3 AD1AD2 AD3 AD1AD2 AD3 AD1AD2 AD3 AD1AD2 AD3 AD1AD2 AD3

20 111

LB1 LB1 LB1 LB2 LB2 LB2 LB3 LB3 LB3 LB1 LB1 LB1 LB2 LB2 LB2 LB3 LB3 LB3

AD1 AD2 AD3 AD1 AD2 AD3 AD1 AD2 AD3 AD1 AD2 AD3 AD1 AD2 AD3 AD1 AD2 AD3 . e

Figura 1. Resultado de andlise de TAIL-PCR
para os transformantes 67, 80, 90 e 111.
Para cada linhagem foi realizada a reagao
primaria, secundaria e terciaria para os

primers degenerados AD1, AD2 e AD3.
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PCR para os transformantes 161, 364,

378 e 564. Para cada linhagem foi

realizada a reacdo primaria, secundaria

e terciaria para os primers degenerados

AD1, AD2 e AD3.

Conclusoes

A partir da andlise de sequenciamento dos produtos da TAIL-PCR clonados,
conclui-se que as regides amplificadas n3o flanqueiam o T-DNA. E necessério realizar a
TAIL-PCR com outros iniciadores degenerados para identificar e analisar a sequéncia de
T-DNA determinando-se os genes envolvidos na desconstrucdo de polissacarideos
nessa espécie de fungo.
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Resumo

O uso de materiais lignoceluldsicos mostrou ser uma 6tima oportunidade para o
desenvolvimento industrial sustentavel. Entretanto para que a degradacdao dos
polissacarideos desses materiais em acucares fermentesciveis, que ocorre
naturalmente no meio ambiente, se transforme em um processo industrial, sdo
necessdrias misturas enzimaticas altamente eficientes e de baixo custo. Nesse
contexto, fungos celuloliticos do género Trichoderma tém sido intensamente
estudados, usando técnicas de engenharia genética, para o aumento da secrecdo de
enzimas degradadoras dos polissacarideos da biomassa. Os estudos de transformacao
genética de fungos incluem o uso de genes marcadores seletivos que conferem ao
microrganismo resisténcia, por exemplo, a compostos antifungicos, possibilitando a
selecdo de linhagens modificadas geneticamente. Embora esse seja um tema muito
estudado, linhagens diferentes apresentam respostas individualizadas em relacdo a
esses compostos, sendo necessarios estudos para a determinacdo do agente seletivo
mais eficiente para um dado microrganismo. Dessa forma, esse trabalho teve por
objetivo avaliar a sensibilidade do fungo Trichoderma lentiforme (linhagem CFAM-422)
a diversos compostos antifungicos visando determinar agentes seletivos adequados
para futuros experimentos de transformacdo. Entre os diversos compostos
antifungicos avaliados, em concentrac¢des variadas, o herbicida glufosinato (Lybert) e o
acido 5-Fluoritico monohidratado (5-fluoritic acid monohydrate — dacido 5-FOA)
inibiram completamente o crescimento do fungo na concentragdo de 2.000 pg/mL.
Esses compostos serdo utilizados para a selecdo de transformantes de Trichoderma
lentiforme modificados geneticamente visando ao aumento da sua capacidade
celulolitica, em rela¢do a linhagem selvagem CFAM-422.

Palavras-chave: Trichoderma lentiforme. transformacao genética. método de selecao.
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Introducao

A abundancia da biomassa lignoceluldsica e o crescente interesse pelo uso de
xaropes de biomassa como insumos para a producao de biocombustiveis e produtos
quimicos de forma sustentavel tém impulsionado o desenvolvimento da hidrdlise
enzimatica dos polissacarideos desses materiais. Nesse contexto, a prospeccdo e o
desenvolvimento de linhagens flungicas com alta expressdao de celulases, xilanases e
outras enzimas e proteinas acessorias sao de importancia fundamental. Paralelamente
aos estudos de prospeccdo de linhagens produtoras, avancaram os estudos da
expressao génica em microrganismos que produzem enzimas relacionadas a
degradac¢ao desses materiais (ZAMPIERI, 2015; HAMRE et al., 2015).

Os microrganismos do género Trichoderma tém uma grande importancia
industrial, sendo um dos mais utilizados para a producdo de enzimas celuloliticas,
pesticidas e também como agentes de controle biolégico (MUKHERIEE et al., 2013;
LIU; YANG, 2005). Dentre as espécies de Trichoderma, o T. harzianum, mostrou-se um
bom produtor de um complexo celulolitico bem equilibrado em termos das atividades
de endoglucanases e B-glicosidases (CASTRO, 2010a). Apesar disso, para a conversao
efetiva do material lignoceluldsico a agucares fermentesciveis, ainda s3o necessarias
misturas enzimdticas de mais de um género de microrganismo, porém a sinergia entre
os diferentes grupos de celulases produzidos por culturas puras é, muitas vezes,
melhor do que o observado extrato de coculturas. Dessa maneira, é necessario
aplicacdo de técnicas moleculares para obtencdo de um microrganismo capaz de
produzir um extrato enzimatico para a realizacdo de uma hidrélise altamente eficiente
e de baixo custo (CASTRO, 2010b).

De modo geral, para que seja possivel a obtencdo de transformantes, é
necessario utilizar estratégias de selecdo, como as baseadas na selecio de um
composto téxico apenas para a cepa selvagem. As células mutantes que ndo possuirem
a capacidade de formar o composto tdxico crescerdo na presenga do precursor inerte
(AVALOS et al., 1989; BOEKE et al., 1987). Os marcadores de selecdo dominantes, tais
como resisténcia a compostos antifungicos, sdo os mais adequados, porém escassos
(SIGL et al., 2010). Entre os marcadores mais utilizados, esta o gene hph de Escherichia
coli. Sua utilidade é ampla, pois o agente seletivo correspondente (higromicina B) é
téxico para cepas de tipo selvagem de muitos fungos e a selecdo costuma ser
inequivoca (STRAUBINGER et al., 1992). Outro método comum ¢ a utilizacdo do acido
5-FOA para a selecdo de células auxotroficas (Ura’) em meio a uma populagdo de
células prototréficas (Ura®). A selecdo é efetiva em estudos de transformacdo e
recombinac3o, em que a perda de URA" é desejada para obter mutantes auxotréficos
(BOEKE et al., 1987). No entanto, a sensibilidade de cada espécie e de cada linhagem é
diferente em relagdo ao reagente e sua concentracao.

Nesse contexto, este trabalho teve por objetivo selecionar agentes seletivos
efetivos, adicionados ao meio de cultivo, para estudos futuros de modificacdes
genéticas de Trichoderma lentiforme (linhagem CFAM-422), visando ao aumento da
sua capacidade celulolitica.
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Metodologia

A linhagem CFAM-422 (T. harzianum) foi selecionada por Souza et al. (2011)
dentre varias linhagens isoladas da Amazonia. Essa linhagem se encontra preservada
na colecdo de “Microrganismos e Microalgas Aplicados a Agroenergia e Biorrefinarias”
da Embrapa Agroenergia (Brasilia, DF). A propaga¢dao da linhagem foi efetuada por
cultivo em placas de Petri contendo o meio de cultura PDA (Potato Dextrose Agar). A
preservacao da linhagem foi feita pelo método de Castellani (1967): foram cortados
discos de uma cultura esporulada em placa de Petri e colocados em frascos com agua
destilada estéril que foram mantidos a temperatura ambiente. Os conidios foram
obtidos por meio da raspagem das placas com solucdo de Tween 80 (0,1%).

A linhagem CFAM-422 de Trichoderma lentiforme foi avaliada quanto a
sensibilidade a diversos agentes antifungicos por meio da inibicdo do crescimento em
meio minimo conforme Pontecorvo et al. (1953). Placas de petri (60x15 mm) com esse
meio foram preparadas contendo oito diferentes antifiungicos em diversas
concentragoes, sendo estas: 10, 20, 50 e 100 (ug/mL) para blasticidina ; 50, 75, 100,
200, 500 e 1.000 (ug/mL) para neomicina, zeocina e gentamicina; 100, 200, 400, 800 e
1000 (pg/mL) para carbenicilina; 50, 100, 500, 1000, 2000, 4000 (ug/mL) para acido 5-
FOA; 50, 100, 200, 500, 1000 e 2.000 (pg/mL) para herbicida glufosinato; 50, 100, 200,
500, 1000 e 2000, 5000 (ug/mL) para acetamida. Uma solugdes de esporos (conidios)
foi preparada por meio da raspagem de uma placa de PDA contendo o microrganismo
esporulado (apés 7 dias de cultivo) em 5 mL de Tween 80 0,1%. Dessa solugdo, 5 pl
foram plaqueados no centro de cada placa preparada nas condi¢des descritas acima.
As placas foram incubadas a 28 °C e avaliadas quanto ao crescimento em comparacgao
com o controle (meio de cultura sem o agente seletivo).

Resultados e discussao

A partir da medida de diametros de crescimento da col6nia das placas, foi
possivel avaliar a sensibilidade do microrganismo a cada antifungico e ao acido 5-FOA.
Na Figura 1, foram mostradas algumas concentracdes como padrdao de comparagao, as
concentra¢cdes omitidas mantiveram o padrdo de crescimento das placas anteriores.
Para a blasticidina, neomicina, zeocina, gentamicina e acetamida, a linhagem CFAM-
422 apresentou certa sensibilidade nos primeiros dias de crescimento, porém, apds o
quinto dia o microrganismo cresceu ocupando toda a placa (60 mm). Em relacdo a
acetamida, ndo houve diferenca do crescimento do controle para qualquer
concentragdo testada do reagente, na faixa de 50 pug/mL até 5000 pg/mL. Esses dados
indicam que a linhagem selvagem tem uma resisténcia natural a esses compostos, até
mesmo em concentragdes mais altas.

Como observado, a partir da concentra¢do de 2.000 pg/mL de acido 5-FOA e
herbicida glufosinato, ndo houve desenvolvimento da linhagem CFAM-422. Isso indica
que, a partir dessas concentragdes, esses compostos se tornaram toxicos a cepa
selvagem, causando a total repressdo de seu crescimento. Dessa forma, quando
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utilizados como método de selecdo, apenas os mutantes que obtiverem o gene de
resisténcia irdo crescer sobre o meio, permitindo a selecio e distincdo dos
transformantes perante a cepa selvagem.
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Figura 1. Sensibilidade da linhagem CFAM-422. O grafico apresenta o diametro de crescimento das
colénias em relagdo as diversas concentragdes dos reagentes acetamida, carbenicilina, zeocina,
gentamicina, blasticidina, acido 5-FOA e herbicida glufosinato, apds 7 dias de incubagao.

Conclusoes

A linhagem CFAM-422 apresentou resisténcia natural aos antifingicos
blasticidina, neomicina, zeocina, gentamicina e acetamida, excluindo a possibilidade de
utilizacdo desses reagentes como agentes seletivos. No entanto, concentracdes a
partir de 2.000 ug/mL do acido 5-FOA e do herbicida glufosinato resultaram na total
inibicdo do crescimento da cepa. Como cada linhagem reage de maneira diferente a
cada agente e concentracdo, é necessdrio verificar e determinar um agente seletivo
eficaz. Nesse caso, foi descoberta a sensibilidade da cepa CFAM-422 para o herbicida
glufosinato e o 4cido 5-FOA nas concentragdes de 2.000 pg/mL. Dessa maneira, esses
compostos poderdao atuar como potenciais agentes seletivos para futuros
experimentos de transformacdo genética dessa linhagem.
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Otimizacao de métodos de extracao de DNA
genomico dos basidiomicetos Panus
lecomtei CC40 e Pleurotus pulmonarius EF88
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Resumo

Este estudo teve como objetivo estabelecer um método de extragao de DNA genémico
para duas espécies de basidiomicetos (fungos da podriddo-branca) Panus lecomtei
CC40 e Pleurotus pulmonarius EF88. Tendo como premissas para otimiza¢cdao do
método caracteristicas que permeiam a simplificacdo da extracdo, rapidez e eficiéncia,
de modo a garantir a qualidade do DNA e, consequentemente, a acurdcia na
construcdo de bibliotecas de DNA para sequenciamento do genoma de fungos do filo
Basidiomycota. Os métodos de extracdo testados foram fenol—cloroférmio-alcool
isoamilico (CTAB) e dodecil sulfato de sédio (SDS), tendo sido avaliada a interferéncia
dos tipos de cultivos (fermentagao submersa — FS ou Fermentagao Estado Sélido — FES)
para obtencdo da biomassa micelial a ser utilizada para a extracdo do DNA. Os
resultados mostram que CTAB foi o melhor método, principalmente para P. lecomtei
CC40, em que o rendimento foi de 1.506 pg de DNA/g da amostra na condi¢do FS. A FS
foi a melhor condicdo para obtencdo de micélio e rendimento de DNA para os dois
basidiomicetos avaliados, indicando razao de pureza do DNA de até 1.8, que é o valor
minimo desejado.

Palavras-chave: extragdo DNA. CTAB. fungos da podriddo-branca. SDS.

Introdugao

Fungos da podriddo-branca compreendem um importante grupo de fungos
classificados no filo basidiomycota. Esses fungos sdo conhecidos pela capacidade de
potencializar a biodegradacdo da biomassa lignoceluldsica, como, por exemplo, na
obtencdo de etanol de segunda geracdo. Algumas espécies de basidiomicetos
apresentam em seu genoma genes ligados a processos de deslignificagao, que podem
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facilitar o processo de hidrélise enzimatica da biomassa e a obtencdo de acgucares
fermentesciveis (ROUCHES et al., 2016).

Panus lecomtei CC040 e Pleurotus pulmonarius EF88 sao dois fungos podridao-
branca pertencentes a Colecdo de Microrgarnismos e Microalgas Aplicados a
Biorrefinaria, da Embrapa Agroenergia. Esses fungos apresentaram potencial
biotecnoldgico para destoxificagdo de tortas oleaginosas oriundas das sementes de
pinhdo-manso e caroco de algoddo. Também apresentaram resultados significativos
guando cultivados em residuos da dendeicultura, quanto a geracdo de enzimas
oxidativas e hidroliticas. Por isso, eles foram selecionados para estudos, visando,
inicialmente, a decodificacdo do genoma completo dos mesmos. Para tanto, ha a
necessidade de purificacdo de DNA total em quantidade e qualidade que condizem
com a demanda apresentada pelas técnicas modernas de sequenciamento de DNA.

A extracdo de DNA total de alta qualidade e em quantidade é um passo critico
na construgao de uma biblioteca de DNA genémico. Em basidiomicetos sao relatadas
algumas desvantagens em relacdo aos métodos de extracdo de DNA, tais como: (i) o
fato de serem demorados, laboriosos e caros, (ii) a necessidade de alta quantidade de
amostra, (iii) o baixo rendimento e concentracdo do DNA, (iiii) a baixa qualidade de
DNA (SABARATNAM; VIKINESWARY, 2013).

Neste estudo, o objetivo foi estabelecer dois diferentes métodos de extracao de
DNA gendmico de fungos da podridao-branca, visando a obtengdo de DNA total de alta
qualidade e em quantidade suficiente para ser empregado em projeto de
sequenciamento dos genomas completos dos fungos Panus lecomtei CC40 e Pleurotus
pulmonarius EF88.

Materiais e métodos

Foram utilizadas duas linhagens de basidiomicetos causadores da podridrao-
banca, Pannus lecomtei CC40 e Pleurotus pulmonarius EF88, pertencentes a Embrapa,
gue estdo inclusas na Concessdo de autorizacdo de acesso ao patrimonio genético n?
02001.007474/2014-73.

Os fungos foram crescidos em dois sistemas de cultivos: (i) Fermentacdo Estado
Sélido (FES) em batata dextrose dgar (BDA) em placas de petri, incubados a 29 °C por 7
dias e (ii) Fermentacdo Submersa (FS) em caldo de batata, incubados sob agitacdo a
120 rpm a 29 °C por 7 dias.

O micélio foi retirado do FES com auxilio de uma pinca estéril, para maceracdo
em nitrogénio liquido. Para a maceragdao do micélio oriundo da FS, este foi filtrado em
discos de papel com filtro de Biichner de porcelana ligado a bomba de vacuo e,
posteriormente, lavado com agua destilada esterilizada.
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Método 1: CTAB-fenol—cloroformio-alcool isoamilico

Os micélios macerados dos dois tipos de fermentagdes (200 mg) foram
individualmente colocados em microtubos de 2 mL e adicionado 600 plL do tampao de
extracdo CTAB (DOYLE; DOYLE, 1990). Os microtubos foram colocados em banho-maria
por 45 min a 65 °C, homogeneizando (vortex) as amostras a cada 10 minutos. Um
volume de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) foi adicionado ao macerado, que fora
agitado em vértex e centrifugado a 14.000 rpm por 10 min. O sobrenadante recolhido
foi transferido para novos microtubos, aos quais foram adicionados Proteinase K (55 °C
por 40 min) e, posteriormente, RNAse (10 pg/ml), incubando por 1 h a 37 °C em
termobloco. Apds essa uUltima incubagdo, adicionou-se 400 pl de alcool isoamilico. Os
microtubos foram novamente centrifugados a 14.000 rpm por 10 min, e a fase aquosa
foi coletada e transferida para novos microtubos, aos quais se adicionou 0,6 volume de
isopropanol. Os tubos ficaram 2 horas a -20 °C para precipitacdo do DNA. Apds esse
periodo, o DNA foi centrifugado a 14.000 rpm por 15 min e o pellet lavado uma vez
com etanol absoluto e outra com etanol 70%. Finalmente, o DNA foi ressuspendido em
50 uL de dgua MiliQ® esterilizada e os microtubos foram armazenados a -80 °C.

Método 2: Dodecil sulfato de sédio (SDS - 10%)

Os micélios macerados dos dois tipos de fermentagdes (200 mg) foram
transferidos para microtubos de 2 mL contento 1 mL do tampdo de extragao SDS 10%
(RAEDER; BRODA, 1985). Apds a homogeneizagao por inversao manual os microtubos
foram incubados por uma hora a 65 °C em banho-maria. Apds esse periodo, os
microtubos foram resfriados para 37 °C, com adicdo de RNAse A (10 pg/m), e
incubados por uma hora em termobloco seco a 37 °C. Apés a incubacao, foi adicionado
em cada microtubo o equivalente a um volume de fenol equilibrado, homogeneizando
as fases por inversdao manual dos microtubos. Os microtubos foram centrifugados por
10 min a 14.000 rpm a 4 °C e 900 plL do sobrenadante foi coletado e transferido para
novo microtubo de 2 mL. Foi adicionado um volume de fenol:cloroférmio (1:1). Os
microtubos foram homogeneizados por inversao manual e centrifugados a 14.000 rpm
a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e transferido para um novo microtubo de 2 ml,
onde foi adicionado igual volume de cloroférmio:dlcool isoamilico (24:1),
homogeneizando as fases por inversao manual e posterior centrifugacao a 14.000 rpm
a 4 °C por 10 min. A fase aquosa foi coletada (600 pL), transferida para um novo
microtubo de 1,5 mL, com adicdo de 0,6 volume de isopropanol para a precipitacdo
dos acidos nucleicos e centrifugada a 14.000 rpm a 4 °C por 30 minutos. Apds a
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com 500 plL de etanol
70%. O etanol foi descartado e os microtubos secos em termobloco a 50 °C por 15 min.
O DNA foi ressuspendido em 50 pL de agua MiliQ esterilizada e os microtubos
armazenados a -80 °C.

Determinacao da qualidade e quantidade de DNA

A concentracdo e a pureza do DNA extraido foram determinadas por
espectrofotbmetro NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, USA). A concentracdo do DNA
foi registrada em ng/uL, enquanto a pureza foi baseada na razdo entre as taxas de
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densidade 6ptica (OD) em um comprimento de onda entre 260 nm e 280 nm. A
integridade do DNA de cada método foi determinada por eletroforese em gel de
agarose em tampao de corrida TAE1X a 0,7%.

Resultados e discussoes

Neste trabalho, foi possivel validar o método de extracdao de DNA genOGmico, de
alto rendimento e de alta qualidade, para as duas espécies de basidiomicetos
estudadas. O método CTAB proporcionou melhores resultados para as amostras de
DNA extraido de Panus lecomtei CC40 e Pleurotus pulmonarius EF88, principalmente
quando cultivados por fermentagao submersa (Tabela 1).

Tabela 1. Rendimento do DNA genémico dos fungos da podriddao-branca Panus
lecomtei CC40 e Pleurotus pulmonarius EF88 testados em diferentes métodos de
extragao.

Método Fungo Meio de cultivo Rendimento* Pureza**
SDS CCa0 FES 18,04 1,60
FS 88,81 1,94
EF88 FES 16,57 1,46
FS 84,05 1,95
CTAB Cc4ao0 FES 107,27 1,81
FS 1506,06 2,15
EF88 FES 73,75 1,68
FS 832,12 2,19

* Rendimento: ug DNA/g amostra; ** Pureza: A260/A280. Cada valor de rendimento e
pureza mencionado é a média da triplicata para cada ensaio. Legenda: FES
(Fermentacado Estado Sélido); FS (Fermentagdao Submersa).

A diferenga no rendimento do DNA gendmico entre os meios de cultivos FES e
FS ocorreu em virtude da dificuldade da separacdao do micélio do meio da FES, o que
causou perda de micélio e aumento da probabilidade de contaminacgdo por proteinas.
Quando cultivado em FS, a separag¢ao do micélio e meio de cultivo ocorreu com maior
facilidade em funcdo da filtragem e lavagem, ndo havendo sujidade ou residuos,
melhorando o processo de extracdo do DNA. Essa situacdo também foi descrita por
(MCCARTNEY et al., 2003), em cujo experimento fungos cultivados em FS
apresentaram melhores condi¢cGes para a obtencdo do DNA em relacdo ao cultivo em
FES utilizando agar.

O rendimento do DNA foi maior para P. lecomtei CC40 do que o P. pulmonarius
EF88 em ambos os métodos avaliados (SDS e CTAB) e nas duas condi¢bes de cultivo
(FES e FS). No entanto, no método CTAB proporcional, o maior rendimento de DNA na
condicdo FS para os dois fungos, sendo 1.506,06 para (CC40) e 832,12 para (EF88). Isso
pode ser explicado pela organizacdo estrutural da membrana e as proteinas que a
compoe, pelos microrganismos que podem ser diferentes em funcdo do metabolismo
das fontes de carbono e nitrogénio e também pela disponibilidade de oxigénio
(ARACHEA et al., 2012).

36

Graduados



IV Encontro de Pesquisa e Inovacdao da Embrapa Agroenergia: Anais

A razdo entre as leituras a 260 nm e 280 nm permite saber a pureza do DNA
extraido. Uma razdo de 1.8 significa 100% de qualidade. A razdo inferior a esse valor
indica contaminagdo de proteinas e a razao superior a 2.0 indica contamina¢do de
RNA. Nota-se na Tabela 1 que alguns valores em ambos os métodos de extragao,
guando o fungo foi cultivado em FES, foram abaixo de 1.8, enquanto nos cultivos em
FS essa razao ficou acima de 1.9.

O método CTAB e a FS, além de ter melhor rendimento do DNA, apresentou
melhores resultados na qualidade do DNA, mostrados nas bandas do gel de agarose,
como apresentado na Figura 1.

Figura 1. Perfil de extracdo DNA genO6mico de Panus lecomtei CC40 (F1) Pleurotus pulmonarius EF88 (F2),
extraido por meio dos métodos SDS e CTAB. As letras S (FES) e L(FS) correspondem a fermentacdes
estado sélido (FES) e submersa, respectivamente. M= Marcador de peso molecular; Lambda/HIDIII.

Em relacdo a qualidade do DNA, pode-se observar claramente a diferenca entre
bandas obtidas entre os métodos de extracdo (Figura 1). A FS apresentou bandas
nitidas para os dois fungos avaliados nas triplicatas realizadas nos dois tipos de
métodos. A FES ndo apresentou bandas visiveis ou muito fracas. Isso pode ter ocorrido
em funcdo da baixa concentracdo de DNA da amostra (Tabela 1)
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E importante ressaltar, como mostrado na Tabela 1, que houve um rendimento
do DNA no protocolo CTAB de até 10 vezes maior do que no método SDS. Assim, no
gel de eletroforese foi aplicado 10ul de DNA para SDS e 1uL de DNA para CTAB.
Mesmo com menor quantidade de amostra de DNA no gel, o método CTAB mostrou
maior nitidez na formacdo das bandas (Figura 1). Isso pode ser notado principalmente
na FS, tanto para P. lecomtei CC40 quanto para P. pulmonarius EF88, em que as bandas
do DNA estdao mais evidenciadas.

Conclusao

O método CTAB obteve melhores resultados de rendimento e qualidade do
DNA gendmico para Panus lecomtei CC40 e Pleurotus pulmonarius EF88. A
fermentacdo submersa apresentou os melhores rendimentos de DNA para ambos os
fungos avaliados.
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Resumo

Um dos desafios para a bioconversao de biomassa lignocelulésica é o aumento da
eficiéncia de hidrdlise enzimdtica dos polissacarideos da parede celular vegetal. Para
isso, a prospeccao de fungos endofiticos pode ser uma ferramenta promissora para
selecdo de linhagens com habilidades lignoceluloliticas. Por serem simbiontes das
plantas, esses fungos sdo capazes de produzir enzimas e desconstruir lignocelulose e
ndo tém sido totalmente explorados para producdo de enzimas industriais. O objetivo
deste trabalho foi avaliar uma colegao de fungos endofiticos de guaranazeiro (Paullinia
cupana var. sorbilis) e de plantas de manguezal (Rhizophora mangle) quanto a
producdo de enzimas lignoceluloliticas e selecionar potenciais linhagens que possam
produzir enzimas para composicdo de coquetéis cataliticos na etapa de conversdo de
biomassa lignocelulésica em monémeros de carboidratos. Desse modo, foram
avaliadas 304 linhagens de fungos endofiticos quanto a capacidade de degradar
polissacarideos em meio de cultura sélido (Avicel, cmc, xilana, pectina e amido), por
meio da determinac¢do do indice enzimatico, que é dado pela razdo entre o diametro
médio do halo de degradacdo e o didmetro médio da col6nia. A identificacdo dos
fungos foi por biologia molecular por meio de andlise da sequéncia da regido ITS1-5.8S-
ITS2 do DNA riboss6mico. A partir disso, foram selecionadas 30 linhagens promissoras,
pertencentes a espécies que ndo tém sido tradicionalmente utilizadas na bioindustria e
gue possuem indice enzimatico significativo. Essas linhagens poderdo ser potenciais
candidatos para a produc¢do de extratos enzimaticos capazes de atuar na hidrélise de
biomassa lignoceluldsica.

Palavras-chave: biomassa lignocelulésica. hidrélise enzimatica. fungos filamentosos.

Introdugao

A producdo de energia e de quimicos renovaveis a partir da bioconversao de
biomassa lignoceluldsica é uma alternativa para minimizar a utilizacdo de combustiveis
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fésseis e para agregar valor a diferentes cadeias produtivas. Diante do exposto, o foco
das pesquisas atuais direciona-se para a busca por solucdes que mantenham
integradas todas as etapas do processo, independentemente das diferentes rotas
tecnoldgicas utilizadas, como meio de otimizar a producao do etanol de biomassa.

Dentre os desafios encontrados, pode-se citar o aumento da eficiéncia da
hidrélise enzimdtica. Uma das barreiras encontradas pelas enzimas hidroliticas é a
recalcitrancia da parede celular vegetal e mais especificamente da estrutura de
celulose, que permacem na por¢ao interior das microfibrilas emaranhada com a
hemicelulose e lignina. A clivagem dos polissacarideos da parede celular vegetal
geralmente é realizada pela acdo de enzimas de fungos, como observado na ecologia
microbiana de solos de florestas, por exemplo.

O interior das plantas é reconhecido como um nicho prolifico para a descoberta
de fungos com novas atividades biolégicas (FAVARO et al., 2012). Nesse contexto,
fungos endofiticos, definidos como os que habitam, pelo menos por um periodo de seu
ciclo de vida, o interior da planta sem induzir sintomas de doengas ou produzir
estruturas externas (AZEVEDO; ARAUJO, 2007) teriam potencial para a producdo de
enzimas de interesse industrial pouco exploradas até momento (CORREA et al., 2014).
O fato de que os enddfitos sdo simbiontes das plantas sugere que eles sdo capazes de
produzir enzimas, fazendo-os capazes de desconstruir lignocelulose e converté-la a
acucares fermentesciveis. Para testar essa hipdtese, este estudo realizou a
caracterizacdo molecular e enzimdtica de fungos endofiticos de Paullinia cupana e
Rhizophora mangle visando selecionar novas linhagens produtoras de enzimas
degradadoras de parede celular vegetal.

Materiais e Métodos

Neste estudo, foram avaliados 266 fungos endofiticos de guaranazeiro
(Paullinia cupana) e 38 fungos de uma planta tipica de regido de mangue (Rhizophora
mangle). As 304 linhagens encontram-se preservadas na “Cole¢ao de Microrganismos
e Microalgas Aplicados a Agroenergia e Biorrefinarias” da Embrapa Agroenergia. Os
fungos foram reativados e cultivados em meio agar batata-dextrose (BDA) a 25 °C por
7 dias.

Os DNAs genomicos das 304 linhagens foram extraidos e utilizados como molde
para amplificacdo por PCR da regido ITS do rDNA com os primers ITS1 e ITS4 e
sequéncia parcial do gene da beta-tubulina. Apds o sequenciamento, a sequéncia
consenso foi obtida com auxilio do software Geneious v. 9.0. Para classificacdo
taxondmica, as sequéncias foram avaliadas nas bases de dados: NCBI, CBS, MycoBank,
RDP, TrichOKEY e Fusarium-ID.
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A producdo de enzimas foi avaliada em meio sélido (PONTECORVO et al., 1953)
com 1,0% de carboximetilcelulose (cmc), de xilana ou de amido, para detecgdo de
endoglicanase, xilanase e amilase, respectivamente. A degradag¢dao de pectina foi
analisada em meio contendo 0,5% de pectina, em pH 5,0 e 7,0, para detecgdao de
poligalacturonase e pectina liase, respectivamente (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975). A
producdo de celulases totais foi avaliada em meio minimo de sais (PONTECORVO et al.,
1953) contendo Avicel PH-101 (celulose microcristalina). As linhagens foram incubadas
a 25 °C por 6 dias. Os halos de degradacdo foram revelados com os corantes lugol e
vermelho congo. O indice enzimatico (IE) foi calculado por meio da razdo entre a
média do didmetro do halo e a média do didmetro da col6nia. A producao de celulases
totais foi inferida pelo didmetro das col6nias crescidas em meio contendo celulose
microcristalina. Os experimentos foram realizados em triplicata. Os dados foram
analisados com auxilio do software Genes (CRUZ, 2006) e submetidos a andlise de
variancia. As médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de
significancia.

Os critérios para a selecdo de linhagens promissoras quanto a produgdo de
enzimas foram: classificacdo taxdnomica, perfil de degradacdao de polissacarideos,
valores elevados de indice enzimdatico e andlise da literatura. Para a escolha por meio
da classificagao taxénomica, foi adotado o critério de busca por espécies pouco ou ndo
contempladas na literatura, favorecendo as linhagens que ndo possuem genoma
sequenciado, selecionando fungos inéditos quanto ao potencial biotecnoldgico. Com
relacdio a determinacdo do perfil de degradacdo de polissacarideos (CMC, xilana,
pectina e amido), foram considerados os valores de indice enzimatico estatisticamente
superiores a 1 e a capacidade de cada linhagem de degradar os substratos (degradacao
exclusiva e /ou simultanea de varios substratos).

Resultados e Discussao

As 304 linhagens foram cultivadas e submetidas a extracdao de DNA gendmico.
Produtos de amplificacdo Unicos da regido ITS1-5.85-ITS2 do DNA ribossémico foram
obtidas para 158 linhagens. A Figura 1 representa algumas linhagens amplificadas
utilizando os primers ITS1-F e ITS4. Os fungos foram classificados utilizando analise de
sequéncias contra diferentes bases de dados. As 158 linhagens foram classificadas em
19 géneros diferentes, conforme mostrado na Figura 2.
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Figura 1. Produtos purificados de amplificagdo da regidao ITS1-5.85-ITS2 do DNA ribossémico de fungos
endofiticos de P. cupana e R. mangue.
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Figura 2. Distribuicdo de géneros diferentes entre as 158 linhagens de fungos endofiticos de P. cupana e
R. mangle que apresentaram sequéncias de qualidade (regido ITS do rDNA ou gene betatubulina).

Das 158 linhagens avaliadas quanto a taxonomia, 5 pertencem ao filo
Basidiomycota e 153 pertencem ao filo Ascomycota. Entre os ascomicetos, 123
pertencem a classe Sordariomycetes, 26 pertencem a classe Eurotiomycetes e 4
pertencem a classe Dothideomycetes.
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Caracterizagdao enzimatica de fungos endofiticos de P. cupana e R. mangle

A Figura 3 resume os resultados dos testes enzimaticos. Os maiores valores de
indice enzimatico observados foram: 4,18 (+0,44) em cmc (Diaporthe sp. CED428); 5,26
(£1,34) em xilana (Bionectria sp. CE100/161); 6,36 (+0,07) em pectina pH 7,0
(Bionectria sp. CE100/161); 4,03 (+0,98) em pectina pH 5,0 (Fusarium sp. CED334); 4,14
(£0,04) em amido (Fusarium sp. CED334). O crescimento em Avicel foi observado para
301 linhagens, mas somente 40 apresentaram crescimento maximo (= 75.0 mm) nesse
substrato.

Com a andlise de correlagao realizada pelo teste de Scott-Knott foi possivel
observar diferencas significativas (p < 0,01) quanto a capacidade de produgdo de
enzimas e agrupar as 304 linhagens em 27 perfis distintos (classes fenotipicas), de
acordo com o padrdao de degradacao (simultanea ou exclusiva) dos polissacarideos
avaliados.

100,00

90,00
82,57

68,75
70,00
M Carboximetilcelulose
60,00 B Pectina pH5,0
50,00 M Pectina pH7,0
40,00 B Amido
M Xilana
30,00
20,00
10,00
0,00

Figura 3. Porcentagem de fungos endofiticos de P. cupana e R. mangle que apresentaram indice
enzimatico (IE) > 1 em diferentes substratos. A pectina, em pH 5,0, foi utizada para detec¢do de
poligalacturonase e, em pH 7,0, para pectina liase. Para as demais fontes, utilizou-se o pH 6,0.

% Fungos com IE>1

Selecao de fungos endofiticos de P. cupana e R. mangle promissores para
estudos de hidrdlise enzimatica

Diante dos critérios adotados para selecdo de candidatos para estudos
posteriores, como taxonomia, maiores indices enzimdticos e analise de literatura
foram selecionadas 30 linhagens promissoras, conforme mostrado na Tabela 1.

As linhagens selecionadas pertencem a espécies e géneros que ndo tém sido
utilizados para producdo de enzimas lignoceluloliticas em nivel industrial.
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Tabela 1. Linhagens de fungos endofiticos selecionadas com base nos critérios
multiplos: taxonomia, indice enzimatico e perfil de degradacao de polissacarideos.

*)

Identificagdo taxondmica Linhagem Origem

Annulohypoxylon stygium CED426 P. cupana
Aspergillus sp. (aculeatus) EP593 P. cupana
Bionectria sp. CE101/161 P. cupana
Bionectria sp. CED326 P. cupana
Botryosphaeria sp. (ribis) EP555 P. cupana
Colletotrichum sp. CED449B P. cupana
Criptovalsa sp. RZ511 P. cupana
Diaporthe sp. 12G R. mangle
Didymosphaeria sp. (variabile) EP654 P. cupana
Eutypa sp. CED428 P. cupana
Fusarium solani BDA79 (11A) R. mangle
Fusarium sp. CED382 P. cupana
Fusarium sp. BDAGA (2A) R. mangle
Fusarium sp. 2G R. mangle
Hypoxylon investiens EP647 P. cupana
N.I. CED413 P. cupana
N.I. CE101 P. cupana
N.I. CED412 P. cupana
N.I. EP551/1 P. cupana
N.I. CED409 P. cupana
N.I. CP230 P. cupana
N.1I BDAG64 (9A) R. mangle
N.I. CED371 P. cupana
Neofusicoccum sp. RZ482 P. cupana
Phlebia sp. CE103 P. cupana
Purpureocillium lilacinum CED440 P. cupana
Sarocladium sp. (strictum) CED448 P. cupana
Trametes versicolor BDAS8S5 (12A) R. mangle
Trichoderma sp. (lixii) EP550 P. cupana
Trichoderma spirale RzZ476 P. cupana

A provavel espécie é mostrada entre parénteses. NI (ndo identificado).

Consideragoes finais

Os melhores fungos identificados como bons produtores de enzimas pertencem
a grupos taxondmicos que ndo tém sido explorados para bioconversdo em nivel
industrial, tais como Bionectria, Diaporthe e Fusarium. A combinacdo dos diferentes
critérios para selecdo de linhagens pode ser uma estratégia promissora para uso em
estudos de bioprospecc¢do. Os extratos enzimaticos das linhagens selecionadas serdo
avaliados na hidrdlise de biomassa lignoceluldsica de modo a selecionar linhagens que
possam ser aplicadas em bioprocessos.
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Sequenciamento do DNA mitocondrial de
Chlamydomonas biconvexa revela um
mitogenoma compacto
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Resumo

A estirpe de microalga Chlamydomonas biconvexa Embrapa|LBA40 foi isolada das
aguas residuais de uma industria sucroalcooleira em Goianésia, GO. Essa estirpe
robusta é capaz de atingir altas produtividades de biomassa rica em proteinas e
carboidratos quando cultivada em vinhaga, passivo gerado em grandes quantidades na
producdo de etanol de cana-de-acgucar. Neste estudo, relatamos a sequéncia do DNA
mitocondrial de C. biconvexa Embrapa|LBA40. Seu DNA foi sequenciado por meio da
plataforma Illumina HiSeq e Miseq e analisado in silico quanto ao conteudo génico e ao
perfil filogendmico. A metodologia seguiu etapas de controle de qualidade, montagem,
anotacdo e reconstrucdo filogenomica. A estirpe apresentou mitogenoma linear com
estimativa de 9,27 kb de tamanho, contendo 21 genes. Entre eles, 9 codificam para
proteinas, 10 para tRNAs e 2 para rRNAs, responsaveis pela manutencdo da cadeia
respiratoria e sintese de ATP. A presenca do gene trnQ no mitogenoma contendo o
cédon UUG, um padrao semelhante aos cddons encontrados em bactérias (AUG, GUG,
UUG), corrobora a hipdtese de que alfa-proteobactérias sejam as possiveis ancestrais
do genoma mitocondrial. Curiosamente, os genes da subunidade cox2 e cox3 estdo
ausentes nesse mitogenoma, dando origem a um genoma mais simples e compacto
em comparag¢ao com as outras espécies de microalgas. A perda de informacgao genética
durante a evolucdo deixa para a subunidade cox1 todo o papel na geracdo da enzima
citocromo oxidase C. A andlise filogenética revelou que a cepa C. biconvexa
Embrapa|LBA40 possui um dos menores mitogenomas de uma espécie de microalga
relatado até agora.

Palavras-chave: microalgas. mitogenoma. genes. filogenémica.

Introducao

Chlamydomonas é um género de microalgas bastante estudado e citado quanto
as suas aplicacOes biotecnolégicas (SCRANTON et al., 2015). A espécie Chlamydomonas
biconvexa, tratada no presente estudo, possui potencial aplicacdo na producdo de

! Engenheira de Bioprocessos e Biotecnologia, mestranda em Biotecnologia, Fundagao Universidade Federal do
Tocantins, patricia.pascoal@colaborador.embrapa.br.

2 Biotecnoldgo, doutorando em Bioinformatica, Universidade Federal de Minas Gerais,
samed.ibrahim@colaborador.embrapa.br

3 Bidlogo, doutor em Biologia Molecular, Universidade de Brasilia, andrei.steindorff@colaborador.embrapa.br
4 Engenheiro-agronomo, doutor em Biologia Funcional e Molecular, pesquisador da Embrapa Agronenergia,
eduardo.formighieri@embrapa.br

> Bidlogo, doutor em Microbiologia, pesquisador da Embrapa Agroenergia, bruno.brasil@embrapa.br

Graduados



IV Encontro de Pesquisa e Inovacdao da Embrapa Agroenergia: Anais

biomassa com altos teores de proteinas e carboidratos de interesse para a indUstria
agroalimentar e de biocombustiveis; além da capacidade de ser cultivada em efluentes
agroindustriais, contribuindo com a biorremediacdo desses residuos liquidos
(NASCIMENTO, 2016).

O estudo do mitogenoma dessa espécie contribui com o aumento de
informagdes genéticas, uma vez que s3ao poucos os genomas de organelas ja
sequenciados em microalgas do género e do filo Chlorophyta. Tais informacdes sdo
necessarias para melhor explorar as caracteristicas e o potencial biotecnolégico do
género Chlamydomonas e contribuir para a geracao de bioprodutos de valor agregado
para diversas vertentes da Biotecnologia industrial.

Materiais e Métodos

A coleta da amostra foi realizada na vinhaga da industria sucroalcooleira Jalles
Machado (Goianésia, GO). A coleta foi autorizada e registrada conforme os preceitos
legais. O cultivo foi realizado em meio BBM (SCHLOSSER, 1997) a 28 °C, com
intensidade luminosa de 50 pEm™ s e fotoperiodo 16/8h. A extracio do DNA
gendmico total foi realizada utilizando o método CTAB (brometo
de cetiltrimetilamo6nio) adaptado de Doyle e Doyle (1990).

Para a identificacdo, a cepa foi submetida a identificacdo morfolégica, seguida
de identificacdo molecular em que a regido 1TS1-5.85-ITS2 foi amplificada por PCR e
anotada. As sequéncias nucleotidicas do gene 5.8S e regides ITS foram depositadas no
GenBank (KT308076.2). A busca por similaridade foi realizada utilizando a ferramenta
BLAST. A estrutura secundaria da regido ITS2 foi predita e comparada com sequéncias
proximas na busca por CBCs e hemi-CBCs (HADI et al., 2016).

A cepa nativa do Brasil, Embrapa|LBA40, depositada na Colecdo de
Microrganismos e Microalgas da Embrapa Agroenergia (Brasilia, DF), pertencente a
espécie Chlamydomonas biconvexa, teve seu genoma fragmentado para a construgao
de duas bibliotecas: shotgun library (2 x 250 pb), sequenciada em plataforma Illumina
MiSeq; e jump library 3 kb (2 x 125 pb), sequenciada em plataforma lllumina HiSeq
2500. O sequenciamento da biblioteca paired-end (shotgun) gerou ~34 milhdes de
reads com tamanho médio de inserto de 280 pb. Ja o sequenciamento da biblioteca
jump gerou ~35 milhdes de reads com tamanho médio de inserto de 1.8 kb, além de
~30 milhdes de reads com tamanho médio de inserto de 325 pb. O resultado foi uma
cobertura média do genoma total de 40X. Apds a obtenc¢do dos reads sequenciados,
foram iniciadas as analises in silico no Laboratério de Bioinformdtica em Bioenergia
(LBB) da Embrapa Agroenergia.

O conjunto de dados do sequenciamento foi verificado quanto a qualidade das
sequéncias pela ferramenta de controle de qualidade FastQC (BABRAHAM
BIOINFORMATICS, 2010). Os adaptadores foram trimados por meio do software
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Trimmomatic (BOLGER, 2014) com os seguintes parametros: ILLUMINACLIP:TruSeq3-
PE.fa:3:30:10; SLIDINGWINDOW:4:20 e MINLEN:50.

A montagem do genoma foi realizada com a ferramenta de reconstrucao de
genoma mitocondrial, MITObim (HAHN et al., 2013), em baixa cobertura, 2X, para
retirada da organela. A biblioteca utilizada foi paired-end (PE), previamente processada
e utilizando-se o mitogenoma da espécie de referéncia, Chlamydomonas reinhardltii.

O processo de anotacao foi efetuado com o servidor web para anotagao
mitocondrial, MITOS Web Server (BERNT et al., 2013), com a opgao:
Mold | Protozoan|Coelenterate.

Para a analise filogenomica, a ferramenta RAXML versdo 8 (STAMATAKIS, 2014)
foi aplicada com valor de bootstrap de 100. O programa FigTree (RAMBAUT, 2006)
proporcionou a visualizacdo e edicdo da arvore filogen6mica. Foram incluidos 15
mitogenomas de outras espécies de algas verdes e utilizadas as espécies Micromonas
commoda como o outgroup.

Resultados e discussao

Os 8 genes codantes presentes no genoma mitocondrial sdo responsaveis pela
respiracdo celular da espécie estudada, especificamente na fosforilagdao oxidativa que
ocorre na mitocondria. A lista de 21 genes inclui os genes cob, cox1, nadl, nad2, nad4,
nad5-0_b, nad5-0_a, nad5-1 e nad6, além de genes que codificam para tRNAs como:
trnF, trnP, trnW, trnQ, trnl, trnC, trnN, trnT, trnM e trnE, e por fim, 2 rRNAs: rrnL e rrnS.

A teoria da existéncia de um evento de endossimbiose para fundamentar a
origem das mitocondrias a partir de uma a-proteobacteria foi formulada por Altmann
(1894) e, até hoje, vem sendo consolidada pela presenca de cédons de iniciacdo
provenientes de bactérias. Basicamente, o genoma de endossimbiontes foi reduzido
no conteudo génico e em seu tamanho, gerando uma dependéncia direta dos
endossimbiontes com a célula hospedeira. O gene trnQ no mitogenoma da espécie
aqui tratada contém o cédon UUG, padrdo similar aos cédons encontrados em
bactérias (AUG, GUG, UUG, AUA); sendo assim, é aceitavel afirmar que o mesmo tem
heranca direta com a-proteobacterias, possivel progenitora da mitocondria (TANIFUJI
et al.,, 2016).
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Tabela 1. Anotacdo e caracteristicas do mitogenoma de Chlamydomonas biconvexa.

Posi¢do no Genoma Tamanho

Gene (pb) Proteina produto ou fungao
Inicio Fim
Cob 570 1622 1053 Proteina do Apocitocromo b
nad4 1823 2851 1029 Gene da subunidade 4 da NADH desidrogenase
trnF (aaa) 3266 3332 67 RNAAtrénsportador. Cddon de iniciagdo: aminoacido acido
glutamico
trnP (cgg) 3464 3531 68 RNA transportador. Cédon de iniciagdo: aminoacido arginina

Gene da subunidade 5 da NADH desidrogenase, gene
dividido, parte 0_b

Gene da subunidade 4 da NADH desidrogenase, gene
dividido, parte 0_a

cox1 5054 6538 1485 Gene da subunidade 1 da citocromo oxidase

Gene da subunidade 5 da NADH desidrogenase, gene

nad5-0_b 3660 4259 600

nad5-0_a 4271 4795 525

Graduados

nad5-1 6679 6840 162 dividido, parte 1

nad2 6923 7786 864 Gene da subunidade 2 da NADH desidrogenase

nad6 7987 8397 411 Gene da subunidade 6 da NADH desidrogenase

trnW (cca) 8475 8549 75 RNA transportador. Cédon de iniciagdo: aminoacido prolina

trnQ (ttg) 9251 9322 72 RNA transportador. Cédon de iniciagdo: aminoacido leucina

rrnL 9593 9866 274 RNA Ribossomal 23S

nadl 10390 11265 876 Gene da subunidade 1 da NADH desidrogenase

trnl (tat) 11574 11627 54 RNA’ tr'ansportador. Cddon de iniciagdo: aminoacido acido
aspartico

Gl 12134 12193 60 RNA t'ransportador. Cddon de iniciagao: aminoacido
treonina

trnN (att) 12510 12580 71 BNA trénsportador. Cddon de iniciagdo: aminoacido
isoleucina

trnT (tgt) 12710 12765 56 RNA transportador. Cédon de iniciagdo: aminoacido glicina

rrnS 13357 13640 284 RNA Ribossomal 16S

trM (cat) 13876 13494 74 RNA t.ransportador. Cdédon de iniciagdo: aminoacido
histidina

£rnE (ttc) 14580 14633 54 RNA tran'sportador. Cddon de iniciagdo: aminoacido
fenilalanina

A Tabela 1 contém informac¢Ges como: a posicdo do gene no mitogenoma, onde
cada gene inicia e termina, o comprimento de cada gene em pares de bases (pb) e a
funcdo ou produto de cada gene.

Pode-se obervar que os genes codantes sdo os maiores no comprimento em pb,
como é o caso do gene cox1 com 1485 bp, seguido pelo cob, nad4, nadl, nad2, nad5-
0_b, nad5-0_a, nad6 e nad5-1 em ordem decrescente de tamanho. Em seguida, os dois
genes de RNAs ribosomais, rrnS e rrnL tem 284 bp e 274 bp, respectivamente, e,
finalmente, os RNAs transportadores apresentaram os menores genes em pb dentro
do mitogenoma da espécie Chlamydomonas biconvexa.

A Figura 1 ilustra o mitogenoma total com tamanho estimado em 9,27 kb e
estrutura linear, como relatado para o género das Chlamydomonas e pela presenca de
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teldmeros palindromicos (HAMAJI et al., 2017). A ordem dos genes ocorre da esquerda
para a direita na figura 1 e cada gene segue a ordem presente da Tabela 1.

| | 1] D) ) ) b . ) |
- KL { |

Figura 1. Mitogenoma linear anotado com tamanho estimado de 9,27 kb. Genes de proteina codante
(setas vermelhas), genes de tRNA (setas azuis) e genes de rRNA (setas verdes).

A auséncia de algumas subunidades importantes como genes cox2 e cox3 foi
verificada no mitogenoma de Chlamydomonas biconvexa e também nas demais
espécies que compdem a classe Chlorophyceae, parte superior da arvore (Figura 2),
resultando em uma classe com genomas mais simples e compactos. A perda de
informacdo genética com o decorrer da evolucdo pode ser explicada pela necessidade
em diminuir a demanda energética durante a sintese de proteinas, levando a
subunidade cox1 a demandar todo o papel na gera¢ao da enzima citocromo C oxidase.

Graduados

| Chlamydomonas reinhardtii

. Chlamydomonas biconvexa | LBA40

100 — Gonium pectorale

100 | § c“r.
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Chilorella sorokiniana
Auxenochlorella protothecoides

Helicosporidium sp

Micr

0.2

Figura 2. Arvore filogendmica baseada na Méxima Verossimilhanca (MV) usando o programa RAXML
com valor de bootstrap representado em cada ramo da arvore. A arvore é composta por espécies de
algas verdes divididas em quatro classes desse grupo fotosintético.

O mitogenoma da espécie filogeneticamente mais distante, Micromonas
commoda da classe prasinophyta, é o maior na andlise filogenbmica, uma vez que
possui baixa densidade génica em relagao as outras algas, sendo a mais préxima das
plantas terrestres. Um dos motivos para a diminuicdo da densidade genética nos
genomas eucariotos é que esses genomas contém quantidades consideraveis de DNA
repetitivo (VAN BAREN et al., 2016). Na classe das Chlorophyceae, por sua vez, sdo
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relatados mitogenomas menos complexos, mais compactos e de alta densidade
génica, com cerca de 1.980 genes/Mb ou 1,98 gene/kb) (TURMEL et al., 2002).

Consideragoes Finais

A sequéncia nucleotidica do mitogenoma da LBA40 serd em breve depositada
nos bancos de dados publicos. A obtencdo dos dados moleculares e andlises realizadas
neste estudo enriquecera o conhecimento sobre questdes evolutivas das microalgas,
além subsidiar futuros estudos de melhoramento genético, por exemplo.

Embora uma tendéncia geral de reducdo de tamanho em espécies de
Chlamydomonadales tenha sido relatada anteriormente, a analise filogenética revela
que a cepa C. biconvexa Embrapa|LBA40 possui um dos menores mitogenomas de
uma espécie de microalga relatada até agora.
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Genome sequencing of thermofilic fungus
Humicola grisea var. thermoidea and
effect of pH in sugarcane biomass
transformation

Andrei Stecca Steindorff', Eduardo Fernandes Formighieri’, Fabricia Paula de
Far/'a3, Marcio José Pogas-Fonseca", Jodo Ricardo Moreira de Almeida®

Abstract

The thermophilic fungus Humicola grisea var. thermoidea produces an efficient
hydrolytic system with a wide range of thermostable carbohydrate active enzymes
(CAZy). In this respect, it represents a promising agent for agricultural residue
bioconversion. It can also be employed as a gene donor for the heterologous
production of industrial enzymes and to complement enzymatic cocktails. In this work,
we sequenced and annotated the genome from Humicola grisea var. thermoidea and
analyzed the transcriptome of this fungus grown in different pH during sugarcane
bagasse degradation normalized with glucose as sole carbon source. Genome features
corresponds to what we expect for a thermofilic Sordariomycetes. In our
transcriptomic data, categories related to primary metabolism and polysaccharide
deconstruction, especially hydrolases, were significantly up-regulated in pH 5. In pH 8,
up-regulated categories were similar to pH 5 with an addition of kinase category, on
the other hand, down-regulated categories show a larger diversity of functions — RNA
metabolism, transmembrane transporter, oxidoreductase and electron carrier. In
conclusion, our data reveals that pH has a great importance in biomass transformation
modulating several pathways and will provide support for several biotechnological
applications.

Keywords: Humicola grisea. transcriptome. genome sequencing. sugarcane bagasse. pH.

Introduction

The thermophilic fungus Humicola grisea var. thermoidea produces an efficient
hydrolytic system with a wide range of thermostable carbohydrate active enzymes
(CAZy). In this respect, it represents a promising agent for agricultural residue
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bioconversion. It can also be employed as a gene donor for the heterologous
production of industrial enzymes and to complement enzymatic cocktails (MELLO-DE-
SOUZA et al., 2011).

So far, no genome from Humicola genus has been published and relatively few
genes encoding Humicola grisea var. thermoidea have already been identified and
expressed in heterologous systems. Despite the biotechnological potential of H. grisea,
little is known about the regulation of its gene expression. In 2011 Mello-de-Sousa and
collaborators demonstrated that H. grisea cbhl.2 gene expression, as well as the
expression of several other genes of this fungal cellulolytic system, is regulated
through a crosstalk between carbon source- and pH-dependent regulatory
mechanisms.

In this work we sequenced and annotated the Humicola grisea var. Thermoidea
genomeand analyzed the transcriptome of this fungus grown in different pH during
sugarcane bagasse degradation normalized with glucose.

Material and Methods

H. grisea was maintained at 42 °C on 4.0% (w/v) oatmeal (Quaker) solid
medium. For mycelium obtainment, 10° spores/mL were inoculated in 50 mL of
Pontecorvo's minimal medium (MM), at pH 6.8 (non-buffered), enriched with 0.25%
(w/v) yeast extract, 0.1% (w/v) peptone and supplemented with 1% (w/v) glucose.
Incubation proceeded for 24 h (42 °C/120 rpm).

Harvested mycelia from pre-cultivation step were immediately ground in liquid
nitrogen to a fine powder. DNA was isolated using the DNAzol reagent (Invitrogen)
according to manufacturer's instructions.

For the transcriptome experiment, grown mycelium was filtered, washed and
transferred to fresh 50 mL MM, supplemented with 1% (w/v) of glucose or 0.1% ball-
milled, steam-exploded sugarcane bagasse (SCB) as carbon sources. Culture media pH
was adjusted to 5.0 or to 8.0 (buffered with 100 mM sodium citrate). Cultures were
incubated for 6 and 12 h (42°C 120 rpm). Three biological replicates were made for
each culture condition. Harvested mycelia were immediately ground in liquid nitrogen
to a fine powder. RNA was isolated using Trizol reagent (Invitrogen) according to
manufacturer's instructions.
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H. grisea genomic DNA (gDNA) was isolated and sent for sequencing through
two strategies: short inserts (Standard lllumina Hiseq2000 paired-end 2x150bp) and
mate-pairs (lllumina Hiseq2000 2x100bp with insert size of 3 Kb). FastQC
(www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) was used to evaluate the
libraries quality before and after trimming. For quality trimming and sequence filtering,
the software NGS QC Toolkit (version 2.3.3, www.nipgr.res.in/ngsqctoolkit.html) was
employed to remove sequencing adapters residues and low-quality reads.

The assembly was performed using AllPaths-LG
(software.broadinstitute.org/allpaths-lg) using a maximum coverage of 100X for each
library. Genome structural and functional annotation were performed with the MAKER
pipeline (www.yandell-lab.org/software/maker.html). Functional annotation of the
predicted genes was made using InterProScan v.5.21.60. CAZymes were predicted
based on dbCAN HMMs (csbl.bmb.uga.edu/dbCAN). Transporters were predicted
based on Transporter Classification DataBase — TCDB (http://www.tcdb.org/) and
transcription factors based on DBD - Transcription factor prediction database
(http://www.transcriptionfactor.org).

llumina Hiseq2000 100 bp paired-end reads were used for transcript
guantification. Quality-filtered reads were mapped to the H. grisea assembled in this
work, using the TopHat2 v2.0.4 aligner (ccb.jhu.edu/sotware/tophat). Htseq version
0.6.0 was used to count reads mapped to T. reesei transcripts. The R package DESeq2
version 1.6.3 was used to perform the differential expression analysis, using the raw
number of reads mapped to each gene in each sample to perform statistical tests,
based on the negative binomial distribution, which indicate whether a gene is
differentially expressed in a condition relative to each other. Therefore, the DESeq2
package was utilized for normalization, using the median log deviation, and for the
differential expression analysis, applying an adjusted p < 0.05 as threshold. Functional
enrichment analysis of differentially expressed genes based on Gene Ontology (GO)
terms was performed using the R package GO_MWU
(https://github.com/z00n/GO_MWU).

Results and discussion

We sequenced the genome of the H. grisea var. Thermoidea in an lllumina-
based whole-genome shotgun sequencing approach delivering 9,460,608 paired reads
with an approximate insert size of 350 bp. The acquired sequence reads were
assembled into 509 scaffolds using AllPaths-LG. The resulting genome features are
shown in Table 1.
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Table 1. Genome features of Humicola grisea var. Thermoidea genome.

Features H. grisea genome
Genome size 29.16 Mb
Scaffolds 509

N50 156 Kb

GC content 55,8%

Genes 7120

Genes with PFAM domains 78.56%

Secreted proteins (SignalP 4.1) 650
Completeness (BUSCO) 98.20%

In this study, an RNA-seq approach was used to map genes differentially
expressed during H. grisea growth on a medium containing sugarcane bagasse in pH 5
and pH 8 and normalized with the same conditions but using glucose as sole carbon
source. A total of 323,849,916 sequence reads were obtained after quality trimming
and aligned onto the reference genome. Figure 1 shows the PCA of samples and
replicates based on expression patterns using DESeq2 package. The PCA reveals the
good quality of the data and that pH has a crucial role on determining the gene during
sugarcane bagasse deconstruction.
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Figure 1. Principal component analysis (PCA) log transformed counts from biological
replicates.
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Figure 2. MA plot showing the log2 fold changes over the mean of normalized counts.
Differentially expressed genes are shown in red (adjusted p-value < 0.05) A. Expression
data of Humicola grisea grown in 0.1% of sugar cane bagasse in pH 5 during 6-12h
hours of cultivation, normalized with same media using 1% glucose as carbon source.
B. Expression data of Humicola grisea grown in 0.1% of sugar cane bagasse in pH 8
during 6-12h hours of cultivation, normalized with same media using 1% glucose as
carbon source.

The MAplots in figure 2 show the distribution of expression H. grisea in pH 5
(Figure 2A) and pH 8 (Figure 2B). The growth in pH 8 clearly shows more genes
differentially expressed compared with pH 5 (4218 genes and 1353 genes,
respectively). Another difference is the distribution between up- and down-regulated
genes. In pH 5, 842 genes were up-regulated and 511 down-regulated. On the other
hand, in pH 8, 1927 genes were up-regulated and 2291 genes were down-regulated
(Figure 3). This difference could be related to a larger diversity of pathways required to
grow in pH 8, while pH 5 is a more “natural” environment to H. grisea grow and
secreted its enzyme arsenal.

To broadly compare gene expression patterns between pHs, functional
categories were assigned to the differentially expressed genes according to Gene
Onthology (GO) guidelines using the R package GO_MWU. To enrich the category
analysis for up and down regulated genes at each pH, and exact Fisher test (p < 0.05)
was performed (Figure 3). In pH 5, as expected, categories related to primary
metabolism and polysaccharide deconstruction, especially hydrolases, were
significantly up-regulated. In pH 8, up-regulated categories were similar to pH 5 (an
exception is presence of kinase category), on the other hand, down-regulated
categories show a larger diversity of functions — RNA metabolism, transmembrane
transporter, oxidoreductase and electron carrier.
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Figure 3. Venn diagram of differentially expressed genes in pH 5 and pH 8. All
differentially expressed genes in black, up-regulated in red and down-regulated in
blue.
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Figure 4. Enrichment of Gene Onthology (GO) categories (Molecular Function) of
differentially expressed genes on pH 5 and pH 8. The tree clusters show related
categories and the number prior to description represents the number of genes on
that category and differentially expressed compared with the whole genome content.
In red: up-regulated categories; In blue: down-regulated categories.

Among the top 10 up-regulated genes in both conditions shows a strong
presence of carbohydrate active enzymes (CAZy) — celulases, xylanases, mannanases
and esterases. An interesting result is the presence of the gene PID9 (pisatin
demethylase), differentially expressed in both conditions but more expressed in pH 8,
usually produced by phytopathogens to detoxify phytoalexins produced by plants
(COLEMAN et al.,, 2011). This result suggests that H. grisea express this gene for
sugarcane bagasse detoxification.
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Table 2. Expression of top 10 genes differentially expressed and up-regulated on pH 5

and 8.
Top 10 up-regulated pH 5 Top 10 up-regulated pH 8
Putative function log,FC log,FC CAZy Putative function log,FC log,FC CAZy
(blast best-hit) pH5 pH 8 annotation (blast best-hit) pH5 pH 8 annotation
AXE1 Acetylxylan MANA endo-1,4- 10.1 GH26-
esterase 7.04 9.05 CES-CBM1 beta-mannosidase 6.68 2 CBM35
MANA endo-1,4- GH26- XYLB Aryl-alcohol 10.0
beta-mannosidase 6.68 10.12 CBM35 dehydrogenase 249 7 )
CEL1 Cellulose-
growth-specific 6.55 6.66 AA9 AXEL Acetylxylan 7.04  9.05 CE5-CBM1
. esterase
protein
BXLB exo-1,4-beta- 6.44 5.59 GH3 EGLD endo-beta- 486 869 AA9
xylosidase 1,4-glucanase D
EGLD endo-beta-1,4- 6.05 124 AA9 YPS3 Aspartlc ' 5.12 8.54 )
glucanase D proteinase yapsin-3
GRIF Grixazone . GHA43-
synthase 5.86 4.81 - no hit 4.44 8.06 CBM35
EGLD endo-beta-1,4- 5.78 5.84 CBM1-AAQ GUX1 Exoglucanase 5.57 778 GH7
glucanase D 1
YF36
Uncharacterized 5.66 4.32 - CUTI Cutinase 4.79 7.76 CE5
hydrolase
EGLD - -
PME Pectinesterase 5.61 5.20 CE8 GLD endo-beta 266 774 AA9
1,4-glucanase D
GUX1 Exoglucanase 557 778 GH7 PID9 Pisatin 461 768 _

1

demethylase

Conclusions
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In conclusion, our transcriptomic data reveals that pH has a great importance in
biomass transformation modulating several pathways, especially in basic pH, however,
enzymes belonging to CAZy group are still important in such condition. Our genomic
data will provide support for other works involving biomass degradation improvement
and heterologous expression.
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Perfil da protecao patentaria nos ultimos
20 anos associado a lignina

Ana Cristina Pratesl, Melissa Bragaz

Resumo

A lignina é um biopolimero que possui grande potencial como fonte de compostos
aromaticos para a industria quimica, embora seja vista como uma barreira a ser
transposta para se chegar a celulose. A abundancia dessa potencial matéria-prima na
natureza tem despertado um interesse crescente em pesquisa e desenvolvimento,
resultando no aumento de pedidos de patente relacionados a produtos e processos
associados a lignina.Este trabalho apresenta uma andlise patentométrica para avaliar a
evolucdo dos pedidos de patentes ao longo dos anos e por territdrio, as areas em que
esses pedidos estdo mais concentrados e os players tanto no ambito nacional quanto
no ambito internacional.Constatou-se que geograficamente a China detém a lideranca
dos depdsitos, sendo a industria quimica o principal depositante. O Brasil apresenta
um numero pouco expressivo de patentes, predominando instituicGes publicas locais
como os principais depositantes.

Palavras-chave: lignina. patentes. depositantes. d4reas tecnoldgicas. regides de
depdsito.

Introducao

Lignina é um biopolimero aromatico que confere suporte estrutural para
paredes celulares de plantas. Quimicamente, trata-se de um complexo polimérico
composto de unidades fenilpropano, ligadas de forma nao linear e aleatdria. Os trés
principais mondmeros sao os alcoois cumarilico, coniferilico e sinapilico, cujas
proporc¢des podem formar tipos diferentes de lignina (CHEN, 2014).

Embora a lignina seja considerada um obstaculo a producdo de etanol de
segunda geragdo em decorréncia da alta complexidade envolvida na sua separagao dos
outros componentes da biomassa, uma vez fragmentada em unidades monoméricas,
pode se tornar fonte abundante de compostos quimicos aromdticos valiosos
capazes de atuar como bloco-construtores e intermediarios da industria quimica
(WELKER et al., 2015).

Diante da perspectiva de aumento do consumo dos polissacarideos da
biomassa lignoceluldsica, a destinagdo da lignina para fins mais nobres e de maior
valor agregado torna-se mandatério para o desenvolvimento acelerado e a
implantacdo da biorrefinaria celuldésica (RAGAUSKAS et al.,, 2014). Assim, muitos
esforcos em pesquisa para o aproveitamento dessa matéria-prima tém sido feitos nas
Gltimas décadas (SANTOS, 2011; HOLLADAY et al., 2007; LI et al., 2015; RAGAUSKAS
et al., 2014; WELKER et al., 2015).
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As informagdes sobre esses desenvolvimentos estdao pulverizadas em uma série
de fontes, tais como artigos cientificos, livros, sites de empresas, reportagens, etc.,
mas as tendéncias de pesquisas aplicadas podem ser identificadas e monitoradas por
meio de patentes.

As informacdes contidas em documentos de patentes podem servir, por
exemplo, para analisar: as atividades de patenteamento dos padrdes técnicos de
internacionalizacdo de um pais; o patenteamento em um setor, drea de tecnologia ou
empresa, para verificar ou prever a direcdo das mudancgas técnicas, ou verificar a
posicdo tecnoldgica relativa de uma empresa em um mercado, entre outras
inferéncias. Por isso, as andlises dessas informacdes expandiram-se para muitas
atividades tdticas e estratégicas de negécios, pesquisas e politicas, em nivel nacional,
institucional ou empresarial.

Sendo assim, este trabalho apresenta um estudo patentario sobre a evolucao
dos pedidos de patentes relacionados a lignina, as areas tecnolégicas e, em especial,
aos principais depositantes desses pedidos.

Materiais e métodos

Para elaboracdo do presente estudo, efetuou-se um levantamento de patentes
na base de dados Derwent Innovation Index, no periodo de janeiro de 1997 a
dezembro de 2015, buscando a palavra lignin no campo “Tépico” da base.

Por meio dessa estratégia, recuperaram-se todos os documentos contidos na
base naquele periodo que contivesse palavra lignin. Por meio dessa estratégia,
recuperou-se 14.123 documentos de patente. Foram excluidos dessa analise os anos
de 2016 e 2017, em razdo do periodo de sigilo de 18 meses contados a partir da data
de depdsito do pedido.

As informacgdes sobre os documentos de patentes disponibilizadas pela base
foram salvas na extensdo “txt” e avaliadas empregando o software “Vantage Point”
(Search Technology).

Resultados e discussao

Os pedidos de patente relacionados a lignina crescem exponencialmente,
conforme mostra a Figura 1. Em termos de regido onde o depdsito ocorreu, até o ano
de 2006 predominavam pedidos com prioridade japonesa. A partir de 2007, os pedidos
chineses tomaram a lideranca nesse ranking de patentes e, em 2015, apresentaram
dez vezes mais niumeros pedidos comparados aos norte-americanos, que ocupam o
segundo lugar em depdsitos. A producdo japonesa estd praticamente constante na
ultima década.
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Figura 1. Evolucdo dos documentos de patentes ao longo dos anos, por pais de prioridade.

A drea quimica predomina como area temadtica entre os 14.123 pedidos
recuperados, com 13.670 registros. Isso demonstra um claro interesse no grande
potencial da lignina como fonte provedora de moléculas intermedidrias para a
industria quimica.

As instituicdes que possuem 20 ou mais depdsitos relacionados a lignina sdo
predominantemente empresas da industria quimica chinesa (ver Figura 3), perfil este
gque estd coerente com o que foi apresentado nas Figuras 1 e 2. Destacam-se pelo
numero de pedidos a China Petroleum Chemical Corporation, Jinan Shengquan Group
Co. e GuangDong ZhongXun Agri-science Corporation. Na Figura 3, destaca-se também
o grande numero de depdsitos feitos por instituicGes de pesquisa que ndo estdo
diretamente associadas ao setor produtivo, em especial universidades. Visto que
nesses centros a maioria das pesquisas é de cunho cientifico, presume-se que os
produtos e processos associados a lignina estdo em um baixo grau de maturidade
tecnolédgica.

Com relacdo ao Brasil, os pedidos feitos por instituicGes brasileiras totalizam
apenas 59 e as instituicdes de pesquisa brasileiras (residentes) representam 75% do
numero total de instituicdes identificadas como titulares no periodo analisado,
conforme destacado na Tabela 1. Nota-se que os grandes depositantes, apresentados
na Figura 3 ndo entram em fase nacional brasileira, o que pode demonstrar que o
Brasil ndo se apresenta no momento como um alvo potencial para exploracao
comercial das tecnologias geradas no exterior.

63

Graduandos



64

IV Encontro de Pesquisa e Inovacdao da Embrapa Agroenergia: Anais

Food Science & Technology

Imaging Science & Photographic Technology
Energy & Fuels

Biotechnology & Applied Microbiology
Instruments & Instrumentation

Agriculture

Material Science

Engineering

Areas de conhecimento

Polymer Science

Chemistry

0 40040 8000 12000 16000
Contagem de registro

Figura 2. Area de conhecimento dos pedidos de patentes recuperados, relacionados a lignina entre os
anos de 1997 e 2015.

1996 1997 1988 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

AGENCY OF IND SCI & TECHNOLOGY o ©o e (1]
APIINTELLECTUAL PROPERTY HOLDINGS LLC

©©

BASF SE

CELLULOSE PAPER IND RES
CHINA PETROLEUM & CHEM CORP
DENKI KAGAKU KOGYO KK (1]

DOKURITSU GYOSEI HOJIN SANGYO GIJUTSU SO

Q00O
o Q@0 ©
00O ©
e © ©
@
o ©
{8 N
000 ©

DU PONT DE NEMOURS & COE | 0

GUANGDONG ZHONGXUN AGRIC SCI CO LTD

o 000

HITACHI CHEM CO LTD

©
©
(-8

INST PROCESS ENG CHINESE ACAD SCI 0

JIANGSU LVDUN PLANT PROTECTION FARM CHEM

e @o o0 o ©©
ceo @eco o

JINAN SHENGQUAN GROUP SHARE HOLDING CO L
KAO CORP (1] (1} (1] (7]

MATSUSHITA ELECTRIC WORKS LTD o

NIPPON SEISHI KK

Q@
o9
(3]
(R

OJI PAPER CO

©
Qo
©
{~2~)
©
<)
Qo
©

SANYO KOKUSAKU PULP CO
SHELL INT RES MIJ BV

SHELL OIL CO

SHIN KOBE ELECTRIC MACHINERY e 0

SUMITOMO BAKELITE CO LTD

000

SUMITOMO CHEM CO LTD (7] (7] Q (6]

UNIV BEWING FORESTRY

UNIV FUZHOU

UNIV NANJING FORESTRY Q

UNIV NORTHEAST FORESTRY
UNIV SOUTH CHINA TECHNOLOGY' (7] Qo O
(3} (3]

WESTVACO CORP (3] (1]

o
o
§
o

© ©0 © ©
©

0 o000Qo0

00000 ©0©

© o000

coo@oo o000 © ©

000

Figura 3. Principais depositantes de patentes, listados em ordem alfabética (linhas), relacionados a
lignina no periodo de 1997 a 2015 (colunas). Os nimeros dentro dos circulos representam os nimeros
de documentos de patentes recuperados.

Graduandos



IV Encontro de Pesquisa e Inovacdao da Embrapa Agroenergia: Anais

Tabela 1. Instituicdes que depositaram pedidos de patentes relacionados a lignina no
Brasil no periodo do estudo. Destacadas em amarelo estdo instituicdes de pesquisa e,
em negrito, as instituicdes internacionais (ndo residentes).

Numero de documentos
de patente

6

R R R R R R R R RRRRBRRRRRERRBRRRBRRRBRRRBEBRNNNWNNNWWWOWD

Instituicao

Universidade de S3o Paulo - USP

Embrapa

Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ
Fundagao de Tecnologia Industrial - FTI

Dalquim Industria e Comércio Ltda.

Resinas Internacionais Ltda.

Rhodia S.A.

Grupo Brasileiro de Pesquisas Especializadas Ltda. - Braerg
Universidade Federal do Espirito Santo - Ufes
ArborGen

Inovamat Inovagao em Materiais Ltda.

Aracruz Celulose

University of Melbourne

White Martins S.A.

General Electric

Universidade de Caxias do Sul - UCS

Fundacdo Valeparaibana de Ensino - FVE

Monsanto Co.

Ecosigma - Solugdes Integradas em Gestdao de Meio Ambiente
Deasi Projeto e Consultoria Ltda.

FIPEC Banco BR S.A.

Dedini S.A.

Alba Quimica Industria e Comércio

Wacker Chemie AG

Petréleo Brasileiro S.A. - Petrobras

Central de Tratamento de Efluentes Liquidos - Cetrel
Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais - CNPEM
Helucan Comercial Ltda.

Instituto Maua de Tecnologia - IMT

KBK Plasticos Ltda.

Jacto - Mdaquinas Agricolas

Riocell S.A.

Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG
Universidade Federal de Pernambuco -UFPE
Universidade Federal de Sergipe - UFS

Universidade Estadual de Santa Cruz - Uesc
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Conclusoes

Nos ultimos 20 anos, presume-se que a China construiu uma base tecnolégica
proprietaria relacionada a lignina, em razdo dos numeros crescentes de pedidos de
patentes no tema. Embora as industrias quimicas detenham o maior nimero de
depdsitos, a presenca de instituicdes de pesquisa entre os principais depositantes
demonstra que muitos dos desenvolvimentos relacionados a lignina encontram-se em
estagio de pesquisa, em especial no que vem sendo desenvolvido e protegido no
Brasil.

As perspectivas, diante da evolugdo patentaria global resultante do esfor¢o
global que estd sendo feito para a agregacao de valor a residuos da industria quimica,
indicam que se trata de uma questdo de tempo e investimento para que esse
biopolimero deixe de ser reconhecido como uma barreira do processo de fermentacao
e seja tratado como uma fonte de matéria-prima no conceito de biorrefinaria.

Referéncias

CHEN, H. Chemical Composition and Structure of Natural Lignocellulose. In: CHEN, H. Biotechnology of
lignocellulose. [s.l.] Springer, 2014. p.25-71.

HOLLADAY, J.; WHITE, J.F.; BOZELL, J.J.; JOHNSON, D. Top value-added chemicals from biomass: volume
ii - results of screening for potential candidates from biorefinery lignin. [s.l.]: Pacific Northwest National
Laboratory, 2007.

RAGAUSKAS, A. J. BECKHAM, G.T., BIDDY, M.J.; CHANDRA, R.; CHEN, F.; DAVIS, M.F.; DAVISON, B.H.;
DIXON, R.A.; GILNA, P.; KELLER, M.; LANGAN, P.; NASKAR, A.K.; SADDLER, J.N.; TSCHAPLINSKI, T.J.;
TUSKAN, G.A.; WYMAN, C.E. Lignin Valorization: Improving Lignin Processing in the Biorefinery. Science,
v. 344, n. 6185, p. 1246843-1246843, 2014.

SANTOS, M. R. F. dos. Elaboragao do Technology ROADMAP para biorrefinaria de produtos da lignina
no Brasil. 2011. 300 f. Tese (Doutorado em Quimica) - Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, RJ.

WELKER, C.; BALASUBRAMANIAN, V.K.; PETTI, C.; RAI, K.M.; DEBOLT, S.; MENDU, V. Engineering Plant
Biomass Lignin Content and Composition for Biofuels and Bioproducts. Energies, v. 8, n. 8, p. 7654—
7676, 2015.

66



Estudo da protecao patentaria
relacionada a produ¢ao microbiana do
acido acrilico

Thuany do Amaral’, Melissa Bragaz, Jodo Ricardo Moreira de Almeida’

Resumo

Os tratados internacionais para a reducdo da emissdo de carbono, a busca pela
autossuficiéncia energética e a limitagao de recursos nao renovaveis tém impulsionado
a industria no desenvolvimento de alternativas renovaveis, sustentaveis e limpas.
Nesse sentido, muitos esforcos vém sendo feitos no intuito de identificar rotas
renovaveis para obtencdo de compostos produzidos até o momento exclusivamente
por rota petroquimica. Dentre os compostos que se enquadram nessa categoria, esta o
acido acrilico, que tem sido alvo de pesquisas e desenvolvimentos para a producdo
dele por rota de base bioldgica, em especifico por rota de base microbiana. Neste
trabalho, é apresentado um estudo patentario da evolucdo dessa rota por meio da
avaliacdo dos principais (associacdes de) depositantes de patentes na drea e quais sdo
os principais microrganismos empregados nesses desenvolvimentos. Identificou-se que
grandes empresas e associacdes delas sdo as principais depositantes de pedidos de
patentes e que os microrganismos cujo sistema genético é bastante conhecido, tais
como E.coli e S. cerevisiae, tém sido objeto mais frequente da protec¢do patentaria.

Palavras-chave: acido acrilico. microrganismos. fermentacdo. Classificacdo
Internacional de Patentes. depositantes.

Introducao

Os acidos organicos estdo entre as classes de compostos mais promissoras no
contexto de biorrefinaria em razao de seu grande potencial como intermediarios na
industria quimica e farmacéutica, bem como de seu uso direto na industria de
alimentos (BAUMANN; WESTERMANN, 2016). Destacam-se, do ponto de vista
econdmico, os acidos com dois a seis carbonos, como o acido acrilico, que é idéntico
ao composto petroquimico andlogo e, portanto, dispensa a necessidade de qualquer
adaptagao nos processos preexistentes.

O mercado do acido acrilico tem crescido diariamente em virtude do uso desse
acido em mercados emergentes e de alta demanda, como os de polimeros
superabsorventes, adesivos, recobrimento de superficies e tintas, entre outros. Com
uma producdo anual de cerca 5 milhdes de toneladas, o mercado atual do acido
acrilico supera USS 11 bilhdes e a demanda anual global em 2020 pode atingir 8
milhdes de toneladas e USS 18 bilhdes. Atualmente, é produzido por meio da oxidacdo

! Graduanda em Biologia, Universidade Catdlica de Brasilia, thuany.amaral@colaborador.embrapa.br.
2 Quimica, doutoranda pela Universidade de Brasilia, analista da Embrapa Agroenergia, melissa.braga@embrapa.br
3 Bidlogo, doutor em Microbiologia Aplicada, pesquisador da Embrapa Agroenergia, jodo.almeida@embrapa.br

Graduandos



IV Encontro de Pesquisa e Inovacdao da Embrapa Agroenergia: Anais

do propeno oriundo do petréleo, em um processo de duas etapas via acroleina com
rendimento de 90% (CHEN; NIELSEN, 2016).

Apesar de a literatura recente indicar a possibilidade de produgdo do acido
acrilico por rota microbiana a partir da biomassa, as rotas de base biolégica que vém
sendo adotadas por (associacdo de) empresas como OPX Bio-Dow-Evonik, Caargil-
Novozymes, Myriant e Metabolix combinam processos microbianos até a obtengao de
intermediarios, tais como os acidos 3-hidroxipropionico e lactico, que sdo levados até o
acido acrilico pela integracdo com a rota quimica (EUROPEAN COMISSION, 2015).

Independentemente da atuagdo direta ou indireta dos microrganismos no
processo de conversdao de biomassa a produtos de alto valor agregado, eles sdo
agentes essenciais para viabilizar esse processo, visto que permitem a producdo de um
grande numero de moléculas, com alto grau de especificidade, integrando principios
da sustentabilidade associada a economia energética (BAUMANN; WESTERMANN,
2016).

A maior parte dos desenvolvimentos que estdo mais préximos de tornarem-se
produtos e processos comerciais é realizada em laboratérios de empresas e raramente
sdo tornados publicos por meio de artigos cientificos. Dessa forma, a investigacdo das
informacgdes contidas em patentes é a forma mais direta de obtencdo de informacao
sobre essas tecnologias.

Sendo assim, este trabalho apresenta um levantamento informacdes dos
ultimos 20 anos disponiveis na literatura patentaria, relacionadas ao acido acrilico e a
processos fermentativos, compreendendo a evolucdo dos pedidos ao longo dos anos,
os principais depositantes e os microrganismos que constam dos documentos de
patente para esse fim.

Materiais e métodos

Para elaboracdo do presente estudo, efetuou-se um levantamento de patentes
na base de dados Derwent Innovation Index, no periodo de janeiro de 1997 a maio de
2017, empregando a seguinte estratégia: Topico: “acrylic acid” AND Classificacao
Internacional de Patentes (CIP): C12P*.

Por meio dessa estratégia, recuperaram-se todos os documentos contidos na
base, naquele periodo, que contivesse a combinacao das palavras acrylic e acid e todos
os grupos e subgrupos da CIP C12P (processos de fermentacdo, ou processos que
utilizem enzimas para sintetizar uma composi¢dao ou composto quimico desejado ou
para separar isdbmeros Opticos de uma mistura racémica).

As informacbes sobre os documentos de patentes disponibilizadas pela base
foram salvas na extensdao “txt” e avaliadas por meio do software “Vantage Point”
(Search Technology).

Resultados e discussao

Foram recuperados 385 documentos de patentes, que estdo distribuidos ao
longo dos anos conforme mostrado na Figura 1. Nota-se que, nos ultimos 20 anos, o
numero de patentes contendo o tema é crescente, o que indica que ha um interesse
das instituicdes em depositar matéria nesse assunto. Destacam-se os pedidos feitos via
PCT (Patent Cooperation Treaty) e, nos ultimos 5 anos, os documentos norte-
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americanos e chineses. Cumpre esclarecer que pedidos depositados entre os anos de
2015 a 2017 podem estar no periodo de sigilo de 18 meses e que, portanto, os
numeros de registros nesses anos, ao serem incorporados a base de dados, podem ser
maiores do que os apresentados no grafico.
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Figura 1. Evolugdo dos documentos de patentes ao longo dos anos, relacionados ao acido acrilico e a CIP
C12P.

A Basf, que é a maior produtora mundial de acido acrilico, também lidera o
ranking das principais depositantes, conforme mostra a Figura 2. Observa-se na Figura
3 que algumas dessas grandes empresas, embora detenham um portfélio préprio de
patentes (pontos amarelos), estdo se associando a outras empresas para o
desenvolvimento em conjunto e o consequente compartilhamento de titularidade
(pontos amarelos interligados por entre duas ou mais empresas).

O mapa da Figura 4 mostra o grau de similaridade das areas tecnoldgicas nos
documentos de patente entre os principais depositantes, por meio da comparacao das
CIP apresentadas nos documentos recuperados na busca. Nesse mapa, quanto maior o
grau de similaridade das areas tecnoldgicas entre as empresas, mais espessas sao as
linhas que ligam os pontos representando as empresas. Nota-se que as linhas cheias e
espessas ocorrem entre as empresas Codexis e DSM, que ja possuem um acordo para
desenvolvimento conjunto (CODEXIS, 2017), e a Abbott e Abbvie, que até 2012 eram a
mesma empresa, mas recentemente foram divididas em duas, ficando a Abbvie
responsavel pela area farmacéutica.
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Figura 2. Principais depositantes de patentes relacionados ao acido acrilico e processos fermentativos.
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microrganismos apresentados nesses pedidos.

Os microrganismos objetos de pedidos de patentes relacionados ao acido
acrilico estdo divididos em fungos ou bactérias geneticamente modificadas,
destacando-se os géneros Saccharomyces e Escherichia, por serem microrganismos
com genética e fisiologia bem conhecidas.
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Tabela 1. Nimero de registros de 20 géneros de microrganismos mais recorrentes nos
documentos de patentes recuperados.

N° de Registros Géneros N° de Registros Géneros
75 Saccharomyces sp. 22 Filamentous sp.
66 Escherichia sp. 21 Penicillium sp.
62 Candida sp. 21 Rhizopu sp.
47 Pseudomonas sp. 20 Clostridium sp.
40 Pichia sp. 20 Rhodococcus sp.
36 Aspergillus sp. 20 Trichoderma sp.
34 Kluyveromyces sp. 18 Corynebacterium sp.
32 Bacillus sp. 17 Klockera sp.
28 Schizosaccharomyces sp. 17 Lactobacillus sp.
27 Yarrowia sp. 17 Schwanniomyces sp.
Conclusdes

Ha um crescente interesse em desenvolvimento de rotas de base bioldgica para
a producdo de acido acrilico. Para tanto, grandes empresas, como a Basf, DSM, Codexis
e Novozymes, estdo investindo em (co)desenvolvimento de novos microrganismos ou
enzimas para a criagcdo de biofdbricas capazes de produzir o acido com coeficientes
técnicos passiveis de competir com a rota petroquimica. Destaca-se a rede de
parcerias que estdo sendo feitas por grandes empresas, como Basf, Dow e Evonik.

Para tanto, uma série de fungos e bactérias vém sendo estudados associados
ao acido acrilico, com destaque aos pertencentes aos géneros Saccharomyces e
Escherichia.
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Resumo

As microalgas compdem um grupo de microrganismos taxonomicamente diversos com
grande potencial biotecnolégico. No entanto, a identificagdo taxondémica tradicional
desses microrganismos é laboriosa e demorada. Neste trabalho, foi realizada a
identificacdo molecular (DNA barcoding) das cepas de microalgas pertencentes a
colecdo de microrganismos e microalgas da Embrapa, utilizando o marcador ITS2 e
uma analise filogenética das suas rela¢gdes taxondmicas. A partir dessas informacgdes,
foi realizado um levantamento bibliografico das principais aplicacdes biotecnoldgicas
relacionadas a utilizacdo de microalgas, bem como sua correlagdo com as taxas de
microalgas presentes na colecdo. Os resultados deste trabalho demonstraram que a
diversidade de cepas depositadas na colecdo abrange as principais familias de
microalgas utilizadas em estudos biotecnolégicos nacionais e internacionais.

Graduados

Palavras-chave: identificacdo. diversidade. aplicacdo. bioprodutos. chorophytas.

Introdugao

As microalgas verdes (divisdo Chlorophyta) sdo um grupo de microrganismos
fotossintentizantes taxonomicamente diverso com aproximadamente 8 mil espécies
descritas. Esses organismos sdo importantes produtores de matéria organica em
ecossistemas terrestres, sendo alvo de crescente interesse para aplicagcdes
biotecnoldgicas, como a producdo de combustiveis, produtos quimicos, pigmentos e
alimentos em geral (HADI et al., 2016).

O isolamento, a identificacdo e a preservacdo de recursos genéticos algais
diversificados em colecdo bioldgica de referéncia é fundamental para amparar o
desenvolvimento de um programa de melhoramento genético de microalgas. Todavia,
a identificacdo de microalgas por morfologia é bastante desafiadora, especialmente
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para as espécies de maior interesse biotecnoldgico. Sendo assim, a utilizacdo de
métodos moleculares de identificacdo, como o DNA Barcoding, é fundamental para a
adequada identificacdao e avaliagdo da diversidade de espécies depositadas em uma
colec¢do bioldgica (FUQIKOVA et al., 2010).

A fim de avaliar se as principais espécies de interesse biotecnoldgico estdo
representadas e disponiveis na Cole¢dao de Microrganismos e Microalgas Aplicados a
Agroenergia e Biorrefinarias da Embrapa (HADI et al., 2016; BRASIL et al., 2016), este
trabalho analisou a diversidade das microalgas presentes na colecdo. Posteriormente,
foi feita a correlagdao entre a identidade taxonémica desses recursos genéticos ao seu
potencial de exploracdo biotecnolédgica, com base em informacdes disponiveis na
literatura.

Materiais e métodos

Para a identificacdo das cepas de microalgas pertencentes a colecdo de
microrganismos e microalgas aplicados a agroenergia e biorrefinarias da Embrapa
(subsequentemente denominada como cole¢do de microrganismos da Embrapa), foi
realizada a extracdo do DNA genémico total de 76 cepas, utilizando o protocolo CTAB.
O DNA extraido foi submetido a PCR para amplificacdo da regido ITS1-5.85-ITS2 e o
produto da reacdo foi sequenciado pelo método de Sanger. Os resultados obtidos
foram analisados utilizando o software Geneious 9, por meio do qual foi obtida uma
sequéncia consenso para cada cepa. Essas sequéncias foram anotadas no ITS2
database (http://its2.bioapps.biozentrum.uni-wuerzburg.de/) para obtencdo das
sequéncias ITS2, que foram comparadas com o banco de dados GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) com utilizacdo da ferramenta BLAST. Para
identificacdo das cepas, foram adotados os critérios utilizados por Hadi et al. (2016).

Para estabelecer a relacdo evolutiva entre as cepas de microalgas, foi
construida uma arvore filogenética baseada no marcador ITS2. Para isso, foi utilizado o
software MEGA7, no qual as sequéncias ITS2 das cepas foram alinhadas com o
ClustalW, e a arvore foi construida. Foi utilizado o método Maximum Likelihood
baseado no modelo General Time Reversible (GTR) com sitios invaridveis (l) e
parametro de distribuicdo Gamma (G).

O levantamento do numero de pesquisas relacionadas a microalgas nas areas
de biorremediacdo, biocombustiveis, quimica fina, nanoparticulas e alimentacdo, no
periodo entre 2007 e 2016 foi realizado com o Google Scholar com os géneros mais
representados (mais frequentes), pertencentes as familias Chlamydomonadaceae
(Chlamydomonas e Dunaliella), Chlorellaceae (Chlorella e Micractinium),
Chlorococcaceae (Chlorococcum e Tetracystis), Scenedesmaceae (Desmodesmus e
Scenedesmus) e Uronemataceae (Uronema). Criterios de busca utilizados: “Género”
AND [“Area OR Area no plural”], excluindo citacdes da busca.
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Resultados e Discussao

Com o resultado da identificagdo molecular das 76 microalgas da colecdo de
microrganismos da Embrapa utilizando o marcador ITS2, foi contruida uma arvore
filogenética para analisar a relagdo taxon6mica das cepas presentes na colegao (Figura 1).

Os dados resultantes da identificagdo molecular permitiram verificar que as cepas
da colegao estdo distribuidas em cinco familias, sendo 47% (36) Scenedesmaceae, 25%
(19) Chlorococcaceae, 16% (12) Chlorellaceae, 11% (8) Chlamydomonadadaceae e 1%
(1) Uronemataceae. Analisando a Figura 1, é possivel observar que as cepas da familia
Chlorellaceae, pertencente a ordem Chlorellales, esta filogeneticamente mais distante
das demais familias da cole¢do, que se agrupam nas ordens Chlamydomonadales
(Chlamydomonadaceae e Chlorococcaceae) e Sphaeropleales (Scenedesmaceae). O
representante da ordem Chaetophorales (Uronema trentonense), no entanto, foi
agrupado no mesmo braco da darvore que estavam algumas espécies do género
Chlamydomonas (Ordem Chlamydomonadaceae), indicando uma maior relacdo
filogenética entre os representantes dessas duas ordens.

A partir destas informacdes, foi realizado um levantamento na literatura para
se verificar as areas de estudo nas quais os géneros mais representados na colecdo sdo
aplicados (Figura 2). Os resultados mostraram que, no periodo analisado, as principais
areas de interesse tém sido a de biocombustiveis, de alimentacdo e de
biorremediacdo. De fato, nos ultimos anos tem-se observado um crescente interesse
no uso de opg¢les sustentaveis para a producdo de energia e para as atividades
agroindustriais, e as microalgas tém se mostrado como uma opg¢do com grande
potencial para essas finalidades.

Na drea de biorremediacdo de efluentes, por exemplo, Sukacova et al. (2015)
conseguiram remover 97 + 1% do fésforo presente na agua residual urbana utilizando
um consorcio entre cianobactérias (Phormidium autumnale e Pseudanabaena sp.) e
uma microalga da familia Scenedesmaceae (Scenedesmus acutus). Resultados similares
foram observados em outro trabalho com a vinhaga, residuo da cadeia de produc¢ao do
etanol, em que o cultivo da cepa Micractinium sp. Embrapa|LBA32 (Chlorellaceae)
levou a reducdo do teor de nitrato no efluente (SANTANA et al., 2017). Esses
resultados indicam o potencial de aplicacdao de representantes dessas familias para a
biorremediacdo de efluentes, resultado que estd associado com o crescente interesse
em espécies dessas familias na literatura (Figura 2).

75

Graduados



76

IV Encontro de Pesquisa e Inovacao da Embrapa Agroenergia: Anais

s 2
< [=3
g s
1 § 2 %)
S 2 z 3
T 2 g 5 -9
= 2 F g $
g 8 7 & §
3 £ %] Q E
. £ 3 [%] 2
® o & g = 12 &
%) v s 5 5 £ 3
- 8 o g £ K4
e % ® s 2 38 & ¢ & &£ 4
< v (5] P ?, $ £ L §F & N 2
© . \ Z. 4 s £ O ¥ & 9 |
&4 z B c 28 ¢ 5 8 & & &
R Y s, 99 ¢ § % & ¢
&4 Z o % 8BS n o 28 & & £ R
o D T B % 2 S5 g ¢ Q985 & & o
&4 R T3S 0 & o & £ Q
o % % % 5% 335578548 £ &
S o % B 87 A I A S
> % % B % — L/ Y9 © N
N X, %, g © I~ ;) Vv~ & 9 o R
4 N Sl / NSO X
o, o, % % = / v
% 3 /
TR \
9 e /
{8 ‘C‘/) 8//6 / /
% /
(3439 450 . O’e// So > T~/
" Chy, oy, o -
Or 372 . 9
(g, /N ’ g, o
Lg Morey, i, &
Ad6 . Ok
Uronema e Niap, P 53 ~ 5 o @
LBA 4 Ntonep, 90 _\BR 0 desmuS o
1 - Chig 04 - DeS -
Mydomon g sp 70 LBA Y sp ©
. s sp-
LBA g - chy \ _ Desmodesmyt 5
lam - LBA2
Ydomonas lewinii, __fg5 44 ‘ — desmus Sp ®
- Desmodes! N
LBA 40 - Chlamydomonas biconvexa 99 | ‘ | \ ~LBA30 ©
< biconvexa 67 | 95 | — LBA 103 - Desmodesmus sp. O
- mydomona: 54
LBA 67 - Chlamy ®
nioris SP
25 - Spo“g\oc 0- & N
\BA 0 mo(\ass b i
e o P &
8k @s®
Nl cocc\) e ©
\o© © »
oo 000\5 =« &)
o <
Nl o® Ko QgQ o )
& A
gP‘x Q‘\\O‘ 00(‘0 &Q’Q < &
\S o & & X o 3
Pf) & § K © \ \
¢ & & e O\«
N Y § & 2 @
vfo & on ob\ § & e - %) % 0
VR & STEFSFE e, s TR ® g BTy
F & S EFFefFsds33%T 2% 9% b
A’ F & &8 S § 5 £ e g g ¢ E N o0 % 2 &
) ¢ &'y &8 § 8§ 3 55 3 3 3 A& 3B K 2
g S & 8 § 2 2 23 % 3 & 2 % %
X » & £ 5 & 8§ 3§ § T BV % g oz oz o B oI
VX O E s S E 8888 R G Y B %
F Y & & & 2 8 £§ 8 88 ¢ 3 3 8§ 2 o %
~ A g 2 % z ) ’6 N % %,
§ 54 05 F 588065 3% % % %
F ¥ oy 0 5 5 6 e LT OB By By
T J 8 53 4 6 508 % %
~ g < ~ S 3 2 ) - % Q
. - - D G A
~ jwj a o | ®

Figura 1. Arvore filogenética das cepas de microalgas depositadas na cole¢io de microrganismos e
microalgas aplicados a agroenergia e biorrefinarias da Embrapa Agroenergia. A arvore foi construida
utilizando o método Maximum Likelihood baseado no modelo General Time Reversible (GTR) com sitios
invariaveis (1) e parametro de distribuicdo Gamma (G) (GTR+G+l). A analise foi realizada com base em 83
alinhamentos de 76 sequéncias ITS2. Os valores de bootstrap (1.000 replicatas) sdo mostrados préximos

aos galhos. Valor de cutoff = 30%. A analise evolutiva foi realizada no software MEGA7. As ordens
estdo  representadas,

Chaetophorales e  Sphaeropleales

Clorellales, Chlamydomnadales
respectivamente, pelas cores oliva, vermelho, roxo e verde.

A drea de biocombustiveis tem sido o principal alvo de estudos com microalgas
nos ultimos 10 anos (Figura 2), sendo a maior parte dos trabalhos relacionados a
espécies das familias Chlorellaceae e Chlamydomonaceae. De fato, se observa um
grande potencial para espécies dessas familias, como é observado em um trabalho
realizado por Hodgskiss et al. (2016), no qual foi possivel isolar uma cepa da familia
Chlorellaceae capaz de acumular 27% de teor de lipideos em sua biomassa total.
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Segundo Cao et al. (2013), em decorréncia da alta capacidade de acumulo de lipideos
de espécies dessa familia, é possivel produzir biodiesel com alto rendimento a partir da
biomassa Umida desse grupo de microrganismos. Dentre as cepas da cole¢do de
microrganismos da Embrapa, 16% do total sdo representantes da familia Chlorellacea.
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Figura 2. Numero de resultados de pesquisa para estudos envolvendo microalgas em diferentes areas
entre 2007 e 2016. Para a obtengdo dos resultados, foram realizadas buscas por estudos com espécies
dos géneros mais representativos de cada uma das familias, utilizando a base de dados do Google
Scholar.

Assim como na area de biocombustiveis, os dados obtidos com o levantamento
bibliografico mostram que as espécies das familias Chlamydomonadaceae e
Chlorellaceae também s3o as mais estudadas quanto ao seu potencial uso na industria
de alimentos. Em trabalho reaizado por Tibbetts et al. (2015), a caracterizacdo da
biomassa produzida por uma microalga da familia Chlorellaceae mostrou que a mesma
é alta produtora de aminoacidos essenciais e que por isso poderia ser utilizada para
suplementacdo animal. Dentre as cepas da colecdo, a C.biconvexa Embrapa|LBA40
(Chlamydomonadaceae) (SANTANA et al.,, 2017) e Tetranephris sp. Embrapa|LBA52
(Scenedesmaceae) (CEREIO et al., dados ndo publicados) também apontaram um alto
acumulo de proteinas, indicando o potencial desses organismos para serem utilizados
na nutricdo animal ou humana. Como apontado por Cheunbarn e Cheunbarn (2015),
em geral, a biomassa microalgal é altamente rica em proteinas essenciais para o
desenvolvimento de peixes como a tildpia (Oreochromis niloticus), podendo ser
aplicada industrialmente para essa finalidade.

A industria quimica é um segmento de alto valor agregado, que ainda explora
pouco o potencial das microalgas. Esses organismos podem ser utilizados para a
producdo de varios produtos, dentre eles o 1,2 propanodiol e o etileno glicol. De
acordo com o trabalho desenvolvido por Miao et al. (2015), é possivel utilizar um
processo de producdo direta dessas substancias a partir de biomassa de microalgas da
Familia Chlorococcaceae com um rendimento de 41,5%. Wang et al. (2016), por sua
vez, produziram 5-hidroximetilfurfural também utilizando uma espécie da familia
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Chlorococcaceae. Esses resultados indicam uma potencial aplicacdo de cerca de 25%
das cepas de microalgas da cole¢do de microrganismos da Embrapa (Figura 2).

Outro segmento de alto valor agregado é a producgao de farmacos. Nesse setor,
a nanotecnologia busca alternativas de tratamentos de varias patologias de maneira
mais direcionada, evitando assim a exposicdo do organismo a maiores niveis de
medicamentos. Segundo Khalid et al. (2017), é possivel sintetizar nanoparticulas de
prata, utilizados para o tratamento de infec¢des virais e bacterianas e também no
combate a neoplasias, a partir de extratos retirados de microalgas das familias
Chlorellaceae e Scenedesmaceae. Tendo em vista que 47% da colegao de microalgas
da Embrapa Agroenergia sdo da familia Scenedesmaceae, pode-se desenvolver
pesquisas mais especificas para esse segmento.

Conclusoes

Os resultados do trabalho demostram que a cole¢dao de microalgas da Embrapa
apresenta significativa diversidade filogenética e possui representantes dos géneros
com potencial biotecnolégico e industrial, como, por exemplo, as espécies das familias
Chlorellaceae e Chlamydomonadales. Levando em considera¢ao os dados levantados,
é possivel verificar que a maior parte das cepas da colecdo de microrganismos da
Embrapa pertence a familia Scenedesmaceae, sendo esta pouco explorada em todas as
areas de pesquisa analisadas. No entanto, esse dado ndo restringe a aplica¢do das
cepas analisadas em outras areas, como as de quimica fina e nanoparticulas. Foi
possivel apontar potenciais usos de espécies das familias representadas na colegdo de
microrganismos da Embrapa, o que poderd permitir o direcionamento de futuros
trabalhos com esses microrganismos para a producdo de biocombustiveis,
suplementos alimentares, quimicos finos e nanoparticulas.
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Resumo

A industria global de éleo de palma produz mais de 54 milhdes de toneladas
de 6leo anualmente, gerando cerca de 135 milhdes de toneladas de efluente, o qual
causa diversos danos ao ambiente. Atualmente, ha perspectiva de utilizagdo de
microalgas para o tratamento de efluentes e concomitante geracdao de matéria-prima
(biomassa) para producdo de energia, alimento e bioprodutos. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o crescimento e a composicdo da microalga Chlamydomonas
biconvexa Embrapa|LBA40, cultivada em efluente de lagoa de estabilizacdo da
industria de dleo de palma (ELE-POME). Os teores das fra¢des proteica, lipidica e cinzas
também foram determinados juntamente com o perfil de acidos graxos e carboidratos,
permitindo a avaliacdo de diferentes aplicacdes biotecnolégicas para a biomassa
microalgal. Carboidratos correspondem a maior fracao encontrada obtendo 42,53% no
cultivo com BBM (52 dia) e 42,35% no cultivo com ELE-POME (102 dia).

Palavras-chave: biorremediacdo. Biorrefinarias. bioenergia.

Introducao

A palma de éleo é uma das mais promissoras matérias primas para a producao
mundial de biodiesel (YASIN et al., 2017). Atualmente, a produ¢do mundial de dleo de
palma ultrapassa 54 milhGes de toneladas anuais (FAOSTATS, 2014). A maior parte é
produzida na Indonésia e na Maldsia, movimentando mais de 35 bilhdes de délares em
todo o mundo (CENTER FOR INTERNATIONAL DEVELOPMENT AT HARVARD
UNIVERSITY, 2014).

A cada tonelada de éleo de palma produzido, sdo geradas 2,5 toneladas de
efluente do moinho de éleo de palma (POME: Palm Oil Mill Effluent), o que acarreta
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um passivo ambiental que deve ser manejado. Uma das alternativas para o tratamento
desse residuo é o seu aproveitamento como substrato para o cultivo de microalgas
para a producdo de bioenergia e bioprodutos (AHMED et al., 2015). Exemplos sdo as
cepas de microalgas Clamydomonas biconvexa Embrapa|LBA40 e Tetranephris sp.
Embrapa|LBA52 que foram prospectadas a partir da colecdo de microorganismos e
microalgas aplicados a agroenergia e biorrefinarias da Embrapa. Essas microalgas
podem promover a biorremediagao do POME quando consorciadas ao uso de sitemas
de lagoas de estabilizacdo (BRASIL et al. 2016; CEREIJO, 2016; NASCIMENTO, 2016;
KAMYAB et al., 2016).

Este trabalho tem como objetivo determinar a composicdo da biomassa da
cepa C. biconvexa Embrapa|LBA40 cultivada em efluentes de lagoas de estabilizacdo
da industria de 6leo de palma (ELE-POME) de modo a avaliar o seu potencial
aproveitamento como matéria-prima para producdo de compostos quimicos,
biocombustiveis, materiais renovaveis e alimentos.

Materias e Métodos

O experimento foi realizado no laboratério de biotecnologia de algas (LBA) da
Embrapa Agroenergia. A microalga utilizada foi a cepa de C. biconvexa
Embrapa|LBA40, isolada e identificada por Hadi e colaboradores (2016), cultivada
em fotobiorreatores air lift de placas planas de acrilico de 15 L, com volume de
trabalho de 13 L, aeragao de 60 Lh™' e suplementagdao de CO2 ajustada para 5% da
vazdo de ar, com fotoperiodo de 12/12 a 35.000 Lux e temperatura de 25 °C no escuro
e 35 °C no claro.

Os cultivos foram realizados em bateladas independentes durante 5, 10 e 15
dias, avaliando o crescimento celular por densidade 6ptica (DO) a 680 nm e utilizando
dois tipos de meio de cultivo o meio Bold Basal (BISCHOFF; BOLD, 1963) e o meio
composto com 100% de efluente de lagoa de estabilizagdo da industria de dleo de
palma (ELE-POME).

Ao final dos cultivos, a biomassa foi liofilizada e foram quantificados os teores
de sodlidos totais e cinzas segundo Wychen e Laurens (2015b) e de
proteinas (metodologia de microKjeldahl (AOAC INTERNATIONAL, 1990) para a
guantificacdo de nitrogénio e o cdlculo do teor proteico, utilizando o fator
de conversdo de 4,75 especifico para microalgas (LAURENS, 2013). O teor e as fracdes
de carboidratos foram determinados segundo metodologia descrita por Wychen e
Laurens (2015a). A fracdo lipidica foi obtida por Ankom XT15 pelo método de
determinacdo do Extrato Etéreo (EE), extraido com éter de petrdleo a 90 °C por 90
minutos. A caracterizacdo do perfil de acidos graxos foi realizada em
cromatégrafo gasoso (AOAC INTERNATIONAL, 2005).

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey (significancia de 5 %).
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Resultados e Discussoes

A cepa C. biconvexa Embrapa|LBA40 foi cultivada em fotobiorreatores de 15L,
com volume de trabalho de 14 L, utilizando ELE-POME como meio de cultivo e
suplementacdo de didxido de carbono durante 15 dias. A Figura 1 apresenta o
crescimento da cepa de C. biconvexa Embrapa|LBA40 em ELE-POME em comparagao
com o meio sintético padrdo, Bold Basal. E possivel observar que ndo houve diferenca
significativa na tendéncia de crescimento durante os primeiros 15 dias de cultivo.
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Figura 1. Crescimento Chlamydomonas biconvexa cultivadas em Bold Basal e ELE-POME.

Visando o aproveitamento integral da biomassa como potencial matéria-prima
para biorrefinarias (BRASIL et al.,, 2016), as fracdes majoritarias da biomassa
(carboidratos, lipidios, proteinas e cinzas) foram determinadas nos diferentes tempos
de cultivo em meio Bold Basal e ELE-POME (Tabela 1).

E possivel observar que, em todos os cultivos realizados, a maior fracdo foi de
carboidratos atingindo até 42,53% em cultivo com Bold Basal (quinto dia), com
produtividade de 81,1 mg.L-1.d-1, e em cultivo com ELE-POME a maxima fracdo de
carboidratos foi 42,35% no décimo dia com produtividade de 66,1 mg.L-1.d-1. Uma
biomassa algal com alto teor e produtividade de carboidratos pode ser destinada a
producdo de bioetanol (FARIAS SILVA; BERTUCCO, 2016).
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Tabela 1. Teor e produtividade de biomassa, carboidratos, proteinas, lipidios e cinzas
de C. biconvexa Embrapa|LBA40 cultivadas em Bold Basal e ELE-POME de diferentes
dias de coleta.

Chlamydomonas Bold Basal ELE - POME

biconvexa

Embrapa |LBA40 5 dias 10 dias 15 dias 5 dias 10 dias 15 dias
Produtividade de

. 5 190,6 (+ 15) 147,3 (+7,5)° 89,5(+5)° 164,7 (+15)® 156(+1,1)° 104 (+17,3)
Biomassa (mg.L"-d") (£15) (£7,5) (5) (£15) (£1,2) ( )

Teor de carboidratos (%) 42,53 (+1,7)° 37,17 (+1,5)™ 30,97 (+2,4)° 31,96 (£3,4)° 42,35 (£4,00™ 34,31 (+3,8)™
Produtividade de

carboidratos (mg.L™.d™)
Teor de proteinas (%) 21,6(+0,12)° 18,9 (+0,14)° 17,9 (+0,08)" 26 (+0,18)° 19,3 (+0,41)° 19,0 (+0,13)°

81,1 (£3,3)° 54,7(£2,2)* 27,7(x22)" 52,6(£56)° 66,1(t63)° 357 (+4,0)°

(7]
- @
ACLIERNLEERER 41,1(£0,2)° 27,8(x021) 15,7 (+0,07) 42,8 (£0,31)° 30 (+0,65° 19,8 (0,13)° S
proteinas (mg.L".d™) g
Teor de lipidios (%) 12 (+0,43)° 12,3 (+0,52)° 6,42 (+0,31)° 11,3 (+0,8)™ 9,95 (+0,45)° 6,99 (+ 0,60)° T
. e .« s ge S
:’;"gdl‘_ﬁ“;'.f)ade delipidios ) 510,820 18(2077° 57(:28° 186(¢13)° 155(:0,71)° 7,3 (0,62 ©
Teor de Cinzas (%) 6,45 (+0,56)° 4,8 (+0,04)° 52(+0,12)° 6,68 (+0,2)° 4,64 (+0,08)" 4,06 (+0,18)°
:’;‘;d:.f':'.f)ade deCinzas 1) 31,1077 71(:007)° 4,6(011)° 11(:033)°  7.2(£012° 42 (£0,19)°

*M¢édias seguidas por letras iguais na coluna ndo diferem pelo teste de Tukey aos 5% de probabilidade

Em estudos de Santana e colaboradores (2016), que realizaram cultivos de C.
biconvexa Embrapa[LBA40 nas mesmas condi¢des (fotobiorreatores de 15 L), porém
utilizando vinhaca (efluente de usinas de etanol), a maior fracdo observada foi de
proteinas atingindo o teor de 41% da biomassa e produtividade de até 88,71 mg.L'l.d'l.
Esses valores sao superiores aos encontrados neste trabalho, que observou o maior
teor (26%) e produtividade (42,8 mg.L'l.d'l) de proteinas em cultivos em ELEPOME
apos 5 dias de cultivo.

No meio ELE-POME, o teor e a produtividade de lipidios alcancou sua maior
produgdo em 5 dias de cultivo, acumulando 11,3% e com uma produtividade de 18,6
mg.L'l.d'l. Diversas sao as estratégias para a obtencdo de maior fragao lipidica, como a
utilizacdo de estresses no cultivo (MINHAS et al., 2016) ou a utilizacdo da tecnologia do
DNA recombinante e engenharia metabdlica (MALLICK et al., 2016; AJJAW et al., 2017).
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Figura 2. Caracterizacdo do perfil de A) Acidos Graxos e B) Carboidratos C. biconvexa Embrapa|LBA40
cultivadas em Bold Basal e ELE-POME de diferentes dias de coleta.

*Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey aos 5% de probabilidade.
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Atualmente, o objetivo de muitos pesquisadores é aperfeicoar técnicas que
possam utilizar toda biomassa. E o caso do processo de liquefacdo hidrotérmica, por
meio da qual, com a utilizacdo de altas temperaturas, pressdao e catalizadores, é
possivel converter a biomassa algal em petrdleo bruto (crude oil) (JONES et al., 2014;
BARREIRO et al., 2015; HU et al., 2017).

Na Figura 2, é apresentada a caracterizacdao do perfil de acidos graxos e de
carboidratos, informagdes importantes, visto que existe uma crescente busca por
coprodutos de alto valor agregado para um maior ganho econémico em biorrefinaria
de microalgas (CHEW et al., 2017).

Estudos da caracterizagdo composi¢dao quimica da biomassa sdao essenciais para
entender como os organismos controlam suas vias de biossintese em resposta as
condicdes fisioldgicas e ambientais. A caracterizagdo dos compostos das microalgas
traz a possibilidade para além da futura producdo de biocombustiveis de a biomassa
algal vir a se tornar uma matéria-prima destinada como alimento animal ou humano e
biocompostos de alto valor agregado de interesse biotecnoldgico (YU et al., 2011).

Existem grandes perspectivas de que os estudos com microalgas possam trazer
diferentes solugdes sustentdveis a problemas energéticos, alimentares e ambientais
(BHUJADE et al., 2017; PIRES, 2017). E especialmente no Brasil, que ja foi relatado por
diversos autores como um dos paises no mundo que tem maior possibilidade de
implantacdo das biorrefinarias de microalgas, pela disponibilidade de areas, altas
incidéncias luminosas, temperatura tropical e a possibilidade de integrar a producao
de microalgas em agroindustrias ja existentes como usinas sucroalcooleiras, usinas
petroquimicas e industrias de 6leo de palma (MOODY, et al., 2014; SASONGKO;
NOGUCHI, 2015; BRASIL et al., 2016).

Conclusao

Mostrou-se promissora a utilizacdo do cultivo de microalgas em efluente da
industria de 6leo de palma tanto para biorremediacdo do efluente, em que foi relatada
uma remocao significativa de nitrogénio e fésforo (NASCIMENTO, 2016), quanto para a
producdo de biomassa algal. Os carboidratos foram os compostos majoritarios dentre
as fracOes analisadas, atingindo até 42,53% no cultivo com BBM (52 dia) e 42,35% no
cultivo com ELE-POME (102 dia). Os teores de proteinas, lipidios, cinzas, perfil de
acidos graxos e carboidratos foram estudados mostrando que a microalga
Chlamydomonas biconvexa Embrapa | LBA40 é uma excelente opgao para integracao da
producao e biorrefinaria de biomassa microalgal com a industria de 6leo de palma no
Brasil. Analises toxicolégicas sdo necessarias para a destinacdo da biomassa algal para
uso alimenticio.
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Combinac¢ao de extratos enzimaticos de
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Resumo

A cadeia de producdo e uso do dendé (Elaeis guineensis) tem buscado se alinhar a légica de
biorrefinaria, visando a sustentabilidade e competitividade do setor. Nesse contexto, o
aproveitamento integral de residuos para a gera¢do de outros produtos de maior valor
agregado ganha relevancia. Os cachos vazios sdo abundantes residuos lignocelulésicos dessa
cadeia. Na natureza, os basidiomicetos degradam eficientemente os componentes estruturais
da parede celular vegetal, em fun¢do do arcabougo enzimdtico, enquanto alguns fungos
filamentosos sdo eficientes em determinado componente. O presente estudo objetivou
verificar a capacidade lignolitica e hidrolitica de extratos enzimaticos de basidiomicetos
(colegdo Embrapa Agroenergia — FPB), combinados com extratos de dois ascomicetos
Trichoderma reesei ATCC60787 (Tr) e Aspergillus aculeatus F-50 [NBRC108796] (Aa), sobre o
cacho vazio de dendé pré-tratado (autohidrdlise). Os basidiomicetos FPB’s 26; 28; 102; 104;
109; 115 e 116 foram cultivados sobre o cacho vazio (fermentagdo estado sélido), para
obtencdo dos extratos. Os Ascomicetos T. reesei ATCC 6087® e A. aculeatus F-50
[NBRC108796]™ foram cultivados em condicdo submersa em meio Mandels Weber (1969),
suplementado com 2,5 % de borra (sélido obtido no tridecantador de 6leo de dendé), para
também obtencdo de extratos. A hidrdlise foi realizada em placas tipo Deep Well contendo
0,45g de fibra e 6 mL da mistura constituida por extratos, tampdo e dgua destilada por poco.
Os resultados evidenciaram maiores teores de glicose nas misturas contendo extratos de T.
reesei e A. aculeatus e FPB’s 109; 115e 116, levando a producdo de (2,73 g. L), (2,38 g. L) e
(2,58 g. L"), respectivamente.
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Introducao

A agricultura tem buscado suprir a demanda da sociedade cada vez mais
exigente. Com isso, durante o processamento de matérias-primas, as cadeias
produtivas acabam se deparando com residuos, resultantes de uma ou mais etapa de
beneficiamento. Em virtude dessa e de outras problemadticas, nasceu o conceito de
bioeconomia, que consiste em um modelo de desenvolvimento sustentavel em que a
utilizacdo dos recursos naturais deve ocorrer de forma ciclica e com responsabilidade
de gerar tecnologias ambientalmente corretas como a bioenergia (PHILP, 2015).

Nesse cendrio, encontra-se a cadeia produtiva da palma de odleo (Elaeis
guineensis), uma cultura oleaginosa altamente produtiva que supera a produtividade
de outras oleaginosas tradicionais, como a soja, o girassol e a canola (MALAYSIAN
PALM OIL BOARD, 2017). Apesar do alto rendimento de éleo, a industria do dendezeiro
(fazendas e agroindustrias) produz milhdes de toneladas de biomassa lignocelulésica
anualmente.

Os cachos vazios do dendé EFB (Empty Fruit Bunch), resultantes da extra¢do dos
frutos para obtencdo do éleo, é uma das fracdes da cadeia produtiva do setor, e que
apresenta caracteristicas para obtencdo de acucares soliveis e fermentesciveis a
etanol e outros produtos de polissacarideos lignoceluldsicos (CHIESA; GNANSOUNOU,
2014). O fator limitante de sua utilizacdo é a lignina, constituinte altamente
recalcitrante da parede celular (PARK et al., 2013), o que pode ser contornado com
pré-tratamentos da biomassa.

O método de auto-hidrdlise ou hidrotérmico consiste numa técnica que
envolve a mistura de dgua e biomassa lignoceluldsica em reator de alta pressdo a altas
temperaturas, isso promove a ruptura do material lignoceluldsico, permitindo o acesso
a celulose pelas enzimas hidroliticas. No entanto, apds o procedimento, parte da
lignina soluvel fica adsorvida nas fibras de celulose, dificultando o aproveitamento
destas (SINGH et al., 2016).

Os fungos de podriddo-branca ou basidiomicetos tém a capacidade de degradar
materiais lignoceluldsicos (SAHA et al., 2016). Isso é possivel em virtude da eficiéncia
dos seus sistemas enzimaticos extracelulares, por apresentarem compostos de baixa
massa molar (ligninases e oxidases) que infiltram a parede celular e agem sobre os
componentes macromoleculares. Em seguida, ocorre a quebra de polissacarideos com
a acdo das hidrolases (AGUIAR; FERRAZ, 2011; DASHTBAN et al.,, 2010), ja os
ascomicetos como Trichoderma reesei e Aspergillus aculeatus, possuem
predominantemente em seu arcabouc¢o enzimatico a presenca de hidrolases, o que
justifica os estudos para producdo em grande escala visando a utilizacdo em
biorrefinarias (GUPTA et al., 2014).

Nesse sentido, percebe-se que o tratamento da biomassa lignoceluldsica
proveniente dos cachos vazios do dendé ¢é algo necessario para melhor
aproveitamento do conteudo de celulose e consequente producdo de bioetanol e
outros produtos de valor agregado. Dessa forma, o propdsito deste trabalho foi
observar os extratos brutos enzimaticos de basidiomicetos da biodiversidade Cerrado
Brasileiro em conjunto com enzimas de fungos filamentosos ja consolidados na
literatura, de forma a compor um coquetel enzimatico capaz de sacarificar o cacho
vazio do dendé.
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Material e métodos

Cachos vazios de dendé foram triturados e submetidos a secagem a 45 °C por 3
dias e, em seguida, a 60 °C por mais 3 dias. Posteriormente, o material foi
acondicionado em saco plastico fechado e armazenado em local seco e protegido da
luz.

Foram selecionadas sete espécies de basidiomicetos pertencentes a colegao
FPB (Embrapa Agroenergia), a partir de cultivos in vitro sobre o cacho vazio triturado e
borra do decantador do dleo de dendé. Entdo, foram cultivados em potes de 200 mL
contendo a fibra do cacho vazio de dendé (FC) (30g) ou em uma mistura composta de
fibra do cacho vazio mais borra do decantador (FCB) (9:1). A umidade foi ajustada para
aproximadamente 70% com adicdo de dgua destilada. Na sequéncia, os potes foram
fechados e autoclavados a 121 °C durante 1 hora. Apds resfriamento, os frascos foram
inoculados assepticamente em camara de fluxo vertical com 10 discos miceliais de 7
mm de cada fungo e, posteriormente, mantidos a 28 °C por 30 dias em cadmara de
crescimento até completa colonizagao.

A biomassa colonizada pelos basidiomicetos foi lavada com uma solugao de
Tritox X-100 0,1% na proporgdo de 1:10. O extrato foi filtrado com gaze, centrifugado a
10.000 rpm, 4 °C, durante 10 minutos, e o sobrenadante denominado extrato
enzimatico, recolhido em tubos Falcons de 50 mL. Para obtencdo dos extratos dos
ascomicetos Aspergillus aculeatus F-50 [NBRC108796] e Trichoderma. reesei
ATCC®60787™, os mesmos foram cultivados em meio de cultura liquido (MANDELS;
WEBER, 1969) (modificado — suplementado com 2,5% de borra do decantador de
dendé moida) (ROMERO-PELAEZ, 2017). Foram utilizados seis discos miceliais de 7 mm
de T. reesei e A. aculeatus separadamente para o cultivo submerso, que teve duracao
de 7 dias. Decorrido esse tempo, os cultivos foram filtrados com gaze e centrifugados a
10.000 rpm, 4 °C, durante 10 minutos, e os sobrenadantes recolhidos e armazenados
em geladeira até utilizacdo no preparo da mistura. Para realizacdo dos ensaios, foi
determinado o teor de proteinas sollveis totais de cada extrato de cada fungo pelo
método BCA (Pierce™ BCA Protein Assay Kit Thermo scientific ™) (SMITH et al., 1985).

Para hidrélise, a fibra do cacho vazio de dendé foi pré-tratada pelo processo
fisico-quimico de auto-hidrdlise (hidrotérmico) em reator de alta pressao (Parr lllinois
EUA), com relagdo sélido/liquido de 1:10, temperatura de 180 °C durante 40 minutos.
Em seguida, utilizando placas de 24 células tipo Deep Well, pesou-se 0,45 g de fibra
pré-tratada por auto-hidrélise em cada pogo, o que corresponde a 5% de biomassa
solida juntamente com um volume de 6,460 mL da mistura enzimatica constituida de
extratos de basidiomicetos (20 mg de proteina) juntamente com extratos de
Trichoderma reesei (13 mg de proteina), de Aspergillus aculeatus (7 mg de proteina),
tampado acetato de sddio/ acido citrico 0,3 M pH 5,0 e dgua destilada. As placas foram
seladas com filme adesivo e mantidas em shaker a 250 rpm, 50 °C, durante 24 h. A
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concentracdo de glicose foi determinada pelo método glicose oxidase (Kit BIOCLIN ®)
(NATIONAL COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY STANDARDS, 1995).

Resultados e discussao

Os resultados mostraram que a mistura de extratos de basidiomicetos
juntamente com os extratos dos ascomicetos teve efeito positivo na hidrélise da
celulose do cacho vazio de dendé, uma vez que a soma da concentragdao de glicose
gerada nas hidrélises usando Tr + Aa ou os extratos brutos dos basidiomicetos
separadamente foi menor do que quando combinados

As adicOes dos extratos FC 109, FC 115 e FC 116 tiveram efeito positivo quando
combinadas com Tr e Aa, levando a liberacdo de 2,73 g L-1, 2,38 gL-1e 2,58 g L de
glicose respectivamente. Os menores teores de glicose observados foram produzidos
pelos tratamentos FC 26 e FCB 115 (0,64 g L) (Gréfico 1). Também foi observado que
os fungos FCB 102, FC 104 e FCB 116, juntamente com T.reesei e A aculeatus,
apresentaram baixa liberacdo de glicose quando comparados com o controle,
indicando que esses fungos nao tiveram efeito positivo na mistura.
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Figura 2. Teores de Glicose liberados apds 24 horas de hidrdlise enzimatica utilizando misturas de
enzimas Tr (Trichoderma reesei ATCC60787) com Aa (Aspergillus aculeatus F-50 [NBRC108796] mais
extratos brutos de basidiomicetos (FPB). Legenda: FC (Fibra do cacho), FCB (Fibra do cacho mais Borra
do decantador). Os nimeros que sucedem as siglas correspondem aos cddigos dos fungos utilizados.
Letras diferentes evidenciam diferencgas estatisticamente significativas pelo teste de Tukey (p<0,05)
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Os fungos filamentosos como Trichoderma reesei sdao muito estudados e
utilizados na industria para producdo de enzimas (celulases); contudo, o pool de
enzimas obtido a partir de seu cultivo submerso é pobre em alguns componentes. Com
base nisso, algumas pesquisas tém buscado a melhoria dessas enzimas por meio de
cocultivos com outras espécies de fungos (AHAMED; VERMETTE, 2008; BERLIN et al.,
2007).

A producdo de enzimas capazes de auxiliar na quebra da lignina tem
incentivado a identificacdo e caracterizacdo de outras espécies de basidiomicetos com
potencial para producdo de enzimas lignoliticas bem como de enzimas acessdrias que
agem sinergicamente com celulases e hemicelulases (MORGENSTERN et al., 2014). A
lignina que fica adsorvida sobre a fibra apds a explosdo a vapor, é fator que pode
dificultar a acdo de enzimas celuloliticas, sugerindo um incremento de ligninases ou
oxidases nos coquetéis enzimaticos. Com base nisso e nos resultados obtidos no
presente trabalho, observamos que houve um efeito sinérgico entre os extratos de
alguns basidiomicetos quando combinados com extratos de T. reesei e A aculeatus,
sugerindo uma interacdo positiva entre enzimas hidroliticas desses fungos e enzimas
oxidativas ou acessérias daqueles.

Um recente estudo evidenciou a importancia da utilizacdo de diferentes
coquetéis enzimaticos para diferentes biomassas lignoceluldsicas. A atuacdo
diferencial de enzimas acessérias como as LPMOs, enzima que faz parte do arcabouco
de muitos basidiomicetos sugere que o tipo de residuo lignoceluldsico também é fator
limitante na hidrdlise por meio de misturas, fato que ainda precisa ser elucidado
(CHYLENSKI et al., 2017).

Também é preciso reportar o fato de que o tipo de biomassa lignocelulésica
pode proporcionar diferencas na expressdo de genes nos basidiomicetos levando a
producdo/supressdo de enzimas que atuam sobre a degradacdo da celulose,
hemicelulose e lignina (WYMELENBERG et al., 2011). Os resultados obtidos reforcam
em parte essa afirmacdo, pois, como pode ser observado, os extratos agiram de modo
diferente, o que levanta a hipdtese de que a formulacdo (com ou sem borra do
decantador) ou a relagdo espécie/substrato pode ter ocasionado diferencas na
composicdao de enzimas. Mas, para que isso se confirme, sdo necessarias abordagens
de transcriptébmica, metabolomica e protedmica para elucidar as alteracbes e efeitos
sinérgicos observados nos extratos utilizados.

Conclusoes

A adicdo de alguns extratos obtidos a partir da fermentacdo em estado sdlido
em fibra do cacho vazio de dendé apresentou efeito positivo na liberacao de glicose
pela quebra da celulose, quando combinados com extratos de A. aculeatus e T. reesei.
Isso indica uma possibilidade para desenvolvimento de coquetéis para o pré-
tratamento de fibra do cacho do dendé e de outras biomassas lignocelulésicas.
Contudo, sdo necessarios mais estudos a fim de obter misturas enzimaticas que
alcancem rendimentos expressivos de acucares fermentdveis, o que levaria, por
exemplo, a geracao de produtos de maior valor agregado na cadeia produtiva do
dendé.
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Producao de lipases bacterianas e
aplicacao a sintese de biodiesel
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Resumo

O biodiesel € um combustivel liquido composto por monoalquil ésteres e pode ser obtido por
meio da reacdo de transesterificacdo por catalise enzimatica. Para isso, empregam-se lipases,
que, em ambiente aquorrestrito, sdo capazes de sintetizar monoalquil ésteres tanto a partir de
triacilglicerdis quanto de acidos graxos livres, tornando o processo mais atrativo para o uso
com matérias-primas de baixo valor agregado. A versatilidade e a alta eficiéncia catalitica das
lipases representam alguns dos motivos de sua grande aplicabilidade industrial. Entretanto, o
custo de obtencdo desses biocatalisadores ainda tem sido um grande limitante a utilizacdo
destes em processos de producdo de biodiesel por catalise enzimatica. Assim, este trabalho
visou a producdo dessa enzima por meio do cultivo da bactéria CNPAE 99 (579) A3 por
fermentacdo em estado sélido em farelo de trigo e a sua aplicagdo a sintese de biodiesel. Apds
a avaliacdo de quatro composicées de meio distintas, observou-se que ndao houve diferenca
estatistica entre os cultivos, sugerindo que a composi¢cdo do meio pode ser a mais simples e
barata, para ser utilizado para o cultivo da bactéria para a producado das lipases (farelo de trigo
umedecido com tamp3o fosfato de sédio 100 mmol/L pH 7,0 acrescido de 5% d6leo de soja). Em
testes preliminares, tanto os sdlidos fermentados quanto os extratos enzimaticos obtidos do
cultivo da bactéria CNPAE 99 (579) A3 foram capazes de sintetizar ésteres etilicos a partir de
6leo de soja. O maior indice de conversdo encontrado foi de 95,1% para a rea¢do conduzida
em n-heptano e onde foram utilizados sélidos fermentados como catalisador da sintese.

Palavras-chave: lipase, fermentacdo em estado sélido, biodiesel.

Introdugao

A crescente escassez e crise dos combustiveis fosseis revelou a necessidade da
busca por fontes de energia renovaveis. Assim, os biocombustiveis surgem como
tecnologias alternativas mais sustentaveis e eficientes que visam tanto a baixos
impactos ambientais quanto a beneficios econémicos.

! Graduado em Ciéncias Biologicas, mestre em Biologia Molecular, doutorando em Biologia Microbiana,
Universidade de Brasilia, pedro.alves@colaborador.embrapa.br

% Graduada em Biotecnologia, Universidade de Brasilia, karoline.almeida@colaborador.embrapa.br

® Graduada em Quimica, mestre em Quimica Organica, Universidade Estadual de Campinas,
patricia.costa@embrapa.br

* Graduada em Engenharia Quimica, mestre em Engenharia Quimica, Universidade Federal de Uberlandia,
thalyta.pacheco@embrapa.br

® Graduada em Ciéncias Bioldgicas, mestre em Biologia Molecular, doutora em Biologia Molecular, Universidade de
Brasilia, janicedemarco@unb.br

® Graduada em Farmacia, doutora em Ciéncias (Bioquimica), Universidade Federal do Parana,
thais.salum@embrapa.br

Graduados



IV Encontro de Pesquisa e Inovacdao da Embrapa Agroenergia: Anais

O biodiesel € um biocombustivel composto por ésteres de acidos graxos e pode
ser utilizado tanto na forma de misturas quanto em sua forma pura, sendo um
substituto do diesel derivado de petréleo e totalmente compativel com motores a
combustdo interna. Atualmente, esse combustivel é produzido por meio de um
processo de catdlise alcalina que, apesar de proporcionar altos indices de conversao,
apresenta uma série de desvantagens, como a gera¢do de grande quantidade de
efluentes alcalinos, a necessidade da utilizacdo de dleos com baixa acidez, um alto
consumo energético e a producdo de um glicerol de baixa qualidade e de dificil
recuperacao (SALUM et al., 2013). Uma alternativa mais promissora sera a utilizacao
de lipases para realizar as reacOes de transesterificacao dos triacilgliceréis.

As lipases sdao enzimas da familia carboxil-éster hidrolases capazes de catalisar a
hidrélise de triacilglicerdis, produzindo glicerol e acidos graxos, bem como promover
as reacdOes de esterificacdo, transesterificacao, interesterificacdo e amindlise. Dentre
diversas aplicacOes, as lipases podem ser utilizadas na producao do biodiesel por meio
da reacdo de transesterificacdo (MA; HANNA, 1999). A vantagem de se utilizar lipases
em relacdo a catalise alcalina esta na capacidade catalitica dessas enzimas em produzir
ésteres tanto a partir de triacilgliceréis quanto de acidos graxos livres, tornando o
processo de producdo do biodiesel atrativo para o uso com matérias-primas de baixo
valor agregado. Outras vantagens em relagao a catalise alcalina sao o menor consumo
de 4gua em etapas de lavagem, o menor consumo de energia no processo e obtencao
de um glicerol de alta qualidade e de facil recuperagdo (SOARES et al., 2013).

Apesar de tudo, a producdo de biodiesel por catdlise enzimatica ainda é um
processo dispendioso devido ao alto custo de obtencdo dessas enzimas. Desse modo,
extensos trabalhos de prospec¢do tém sido conduzidos de forma a isolar
microrganismos produtores de lipases a fim de se obter enzimas novas e mais
eficientes (CIUDAD et al., 2011; ADRIO; DEMAIN, 2014).

A legislagao brasileira atual estabelece uma adi¢ao obrigatdéria de 7% de
biodiesel ao 6leo diesel comercializado (BRASIL, 2016) e chegara a 10% em 2019,
enfatizando, assim, a importancia do estudo e da producdo desse biocombustivel de
forma cada vez mais sustentavel.

Materiais e Métodos

A bactéria CNPAE 99 (579) A3 foi isolada a partir do mesocarpo de frutos de
dendé em um trabalho prévio de selecdo de microrganismos produtores de lipase
(dados ndo apresentados). Para a obtencdo das lipases, a bactéria foi estriada em meio
Luria-Bertani Agar e cultivada a 28 °C até a obtencdo de col6nias puras. Em seguida,
uma colonia foi selecionada da placa e repicada para um cultivo submerso em meio
Luria-Bertani, etapa denominada de pré-inéculo. Os frascos foram condicionados em
mesa agitadora a uma temperatura de 28 °C e rotacdo de 180 rpm até que a cultura
atingisse uma densidade 6tica de 0,6 de absorbancia a 600 nm, ponto em que a
bactéria se encontra na fase exponencial de crescimento. A bactéria foi, entdo,
submetida a uma fermentac¢do em estado sdlido utilizando 4 g de farelo de trigo como
substrato com 65% de umidade, adigdo de 5% (m/m) de indutor e 1 mL de pré-indculo
em frascos do tipo Erlenmeyer, variando-se as solugGes utilizadas para umedecer o
material e os dleos indutores. As solugdes utilizadas para umedecer os cultivos foram
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um tampao fosfato de sédio 100 mmol/L pH 7,0 e um meio sintético (KNOs 3,54 g/L;
K,HPO, 0,7 g/L; KH,PO, 0,4 g/L; NaCl 0,38 g/L; FeS0,.7H,0 0,01 g/L; Extrato de
levedura 5,0 g/L; pH 7,0). Os 6leos indutores avaliados foram o Oleo de Oliva (Borges)
e o Oleo de Soja (Soya), perfazendo um total de 4 combina¢des. Com os cultivos
preparados, os frascos foram condicionados em ambiente com temperatura
controlada de 30 °C e sem agitagdao por 96 horas. Para todas as etapas de cultivo, os
meios de cultura e materiais utilizados foram autoclavados por 30 minutos a 121 °Ce
pressdo de 1 atm para garantir condicdes estéreis de cultivo.

Apds a etapa de cultivo, a extracdo das lipases foi realizada incubando 5 mL de
solugdo extratora (Tampdo fosfato de sédio 50 mmol/L pH 7,0, Goma arabica 1,11 g/L
e Triton X-100 4,44 g/L) por grama de substrato seco, incubando-se a 25 °C com
agitacdo de 150 rpm por 1 hora. Apds o periodo de incubacdo, coletaram-se os
sobrenadantes obtidos da centrifugacdo do material em rotacdo de 10.000 rpm e
temperatura de 4 °C por 10 minutos. Os extratos enzimaticos obtidos foram, entdo,
avaliados conforme método de hidrdlise do palmitato de p-nitrofenila (Krieger, 1995).
As atividades foram expressas em unidades de atividade enzimatica por grama de
substrato seco (U/gss). Uma unidade de atividade enzimatica é definida como a
guantidade de enzima necessaria para a formacdo de 1 umol do produto (p-nitrofenol)
por minuto.

O extrato enzimatico e os sélidos fermentados (material resultante do cultivo
da bactéria sobre o suporte sélido durante a etapa de fermentacdo) resultantes do
cultivo com maior atividade lipolitica foram submetidos a uma etapa de liofilizacdo e,
em seguida, a reagao de transesterificagao. Esta foi realizada com razao dleo:alcool
1:3. Assim, foi utilizado dleo de soja (2 mmol) e etanol P.A. (6 mmol). Adicionou-se n-
heptano P.A. totalizando um volume de 10 mL por reacdo. Concomitantemente,
avaliou-se a capacidade de conversdao do éleo de soja em ésteres etilicos em reacdo
sem adicao de solvente ao meio reacional. Nesse caso, foram utilizados dleo de soja
(10 mmol) e etanol P.A. (30 mmol). Considerou-se ainda ao volume total, em ambas as
reacdes, a adicdo de dgua destilada 0,5% (m/m) de forma que houvesse um minimo de
agua necessario a manutenc¢ao da conformacao estrutural e camada de solvatacdo da
enzima (SALUM, 2010). Cada reagao foi preparada individualmente em frascos do tipo
Erlenmeyer de 100 mL e foram vedados com rolha de borracha para Erlenmeyers. A
cada Erlenmeyer foi adicionado o sélido fermentado liofilizado ou o extrato enzimatico
liofilizado. O controle negativo da reac¢do consistiu de um meio reacional incubado sem
adicdo de enzima. As reacGes foram realizadas em triplicata. Os Erlenmeyers foram,
entdo, incubados a 37 °C com agitacdo de 120 rpm por 120 horas e foram retiradas
aliguotas de 500 pL para determinacdo da quantidade de ésteres etilicos por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC).

A conversdo de dleo de soja a ésteres etilicos foi quantificada por meio de
analise por HPLC. Foram pesados 5 mg de amostra e diluidos em 1 mL de solvente
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isopropanol:hexano (5:4 v/v). Aplicaram-se 10 pyL de amostra diluida em coluna C18
(250 mm x 4,6 mm x 5 um) a uma temperatura de 40 °C e fluxo de 1 ml/min da fase
movel. A eluigdo foi feita com gradiente bindrio da seguinte forma: 100% metanol por
10 minutos, seguido de 50% metanol/50% isopropanol:hexano (5:4 v/v) por mais 10
minutos e, por fim, 100% metanol até totalizar 25 minutos. O detector utilizado foi o
de arranjo de fotodiodos (PDA) com comprimento de onda de 205 nm. O calculo da
conversao foi realizado comparando-se as dreas relativas aos picos de ésteres entre as
amostras obtidas e um padrao de biodiesel metilico de éleo de soja.

Resultados e Discussao

Em estudos anteriores (dados ndo apresentados), a bactéria CNPAE 99 (579) A3
vinha sendo utilizada para a producdo de lipases por meio do cultivo da mesma por
fermentacdo em estado sélido com farelo de trigo umedecido com tampao fosfato de
sodio 100 mM pH 7,0. A fim de selecionar as melhores condi¢cbes de cultivo para
obtencdo de maior atividade lipolitica com menor custo de producdo, optou-se por
avaliar a utilizacdo de um meio mais rico em fontes de carbono, nitrogénio e
micronutrientes para umedecer o farelo de trigo, bem como de diferentes dleos
indutores. Assim, como teste preliminar a um estudo de otimizacdo da producdo de
lipases por planejamento fatorial, decidiu-se por avaliar inicialmente se havia diferenca
na resposta de atividade lipolitica observada entre um cultivo umedecido com meio
sintético ou com tampado e induzido pela presenca de dleo de oliva ou d6leo de soja.
Decorridas 96 horas de fermentacdo, avaliaram-se as atividades lipoliticas dos extratos
enzimaticos obtidos das combinac¢Ges dos fatores propostos (Figura 1).
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Figura 1. Atividades lipoliticas dos extratos enzimaticos obtidos dos cultivos da bactéria CNPAE 99 (579)
A3. Os valores sdo apresentados em Unidade Internacional (umol/min) por grama de substrato seco. As
letras acima das colunas representam a avaliagdo estatistica (teste de Tukey, nivel de significadncia 5%).
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A partir dos resultados dos ensaios enzimaticos obtidos, procedeu-se com a
avaliacdo estatistica do teste de hipdtese para igualdade de médias dos cultivos. Para
essa avaliagao, foi aplicado o teste de Tukey considerando um intervalo de confianga
de 95%. De acordo com a analise estatistica (Tukey), conclui-se que os grupos sdo
iguais entre si quando comparados dois a dois, ndo havendo diferenca
estatisticamente significante da resposta em atividade lipolitica. Desse modo, optou-se
pela condicdo de cultivo umedecida com tampao, pois além de facilitar o processo,
ainda é uma forma de baratear a producdo das lipases, pois reduz consideravelmente a
variedade e a quantidade de reagentes utilizados para o preparo do meio de cultura do
cultivo. Optou-se, ainda, pelo uso do d6leo de soja como indutor, pois este é mais
barato do que o dleo de oliva.

A fim de dar continuidade ao estudo de condi¢des de cultivo da bactéria para a
producdo de lipases, realizaram-se alguns testes preliminares de producao de biodiesel
usando as lipases produzidas pelo cultivo umedecido com tampdo e induzido pela
adicdo de dleo de oliva. Tanto o extrato enzimatico liofilizado quanto os sélidos
fermentados liofilizados foram capazes de sintetizar ésteres etilicos em ambos os tipos
de reacdo testados, com e sem solvente (Tabela 1).

Tabela 1. Conversdo em ésteres etilicos das reacdes de transesterificacdo. CondicOes: razao
molar d6leo:etanol 3:1, 0,5% agua (m/m), temperatura de 37 °C, agitacdo de 120 rpm, 120
horas de reacgao.

Reagdao com solvente Reagao sem solvente
Extrato Sdlido Extrato Sdlido
Enzimatico Fermentado Enzimatico Fermentado
C°“(‘f,2;sa° 77,6 +0,1 95,1+ 0,4 48,7 +4,2 55,8+ 9,6

As amostras de sélidos fermentados apresentaram maior indice de conversao
do que as amostras de extrato enzimdatico, o que caracteriza uma vantagem para a
reducdo dos custos do processo, pois além de eliminar uma etapa de extracdo da
enzima, esta ainda pode ser recuperada e reutilizada em uma nova reagao. Uma
possivel explicacdo para o fendbmeno encontrado seria que a enzima pode estar
adsorvida ao sélido fermentado de tal maneira que estabilize a conformacgao
tridimensional da mesma protegendo-a da a¢do desnaturante do alcool de forma que
favoreca a catdlise. Observou-se, ainda, que a reac¢do conduzida em meio com n-
heptano apresentou maior conversao do que a reacao conduzida em meio sem o
solvente organico. Segundo relatou Bu et al. (2010), a adicdo de cossolventes, como o
n-heptano, as reacdes de transesterificacdo reduz a polaridade do meio reacional,
diminuindo a competicdo entre o etanol e as enzimas pelas moléculas de agua,
promovendo, assim, uma melhor manutencao da camada de solvatacdo da enzima, o
gue acaba por proteger e estabilizar a conformacdo estrutural e a consequente
atividade catalitica das enzimas.
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Conclusoes

Nao foi observada diferenca estatistica entre as respostas de atividade lipolitica
para as quatro condi¢Ges de cultivo avaliadas. Sendo assim, a condigdo escolhida foi de
cultivo com farelo de trigo umedecido com tampao fosfato de sédio 100 mmol/L pH
7,0 acrescido de 5% de 6leo de soja, pois trata-se do meio de composicao mais simples
e barato, reduzindo assim, os custos associados a producdo das lipases. Em testes
preliminares, tanto os sdélidos fermentados quanto os extratos enzimaticos obtidos do
cultivo da bactéria CNPAE 99 (579) A3 foram capazes de sintetizar ésteres etilicos a
partir de 6leo de soja. O maior indice de conversao encontrado foi de 95,1% para a
reacdo conduzida em n-heptano e utilizando sélidos fermentados como catalisador da
sintese. A fim de viabilizar o uso da reacdo de transesterificacdo sem solvente
organico, se faz necessaria uma etapa de otimizacdo das varidveis do processo.
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Selecao de cepa produtora de acido kdjico
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Resumo

Paralelamente ao crescimento mundial da producdo de biodiesel, tem-se o aumento
do seu principal coproduto, a glicerina. O excesso desse coproduto tem gerado uma
reducdo substancial no seu valor de mercado. Nesse sentido, cresce o interesse por
oportunidades de agregacdo de valor a essa matéria-prima, seja por processos
quimicos ou bioquimicos. Esse trabalho teve como objetivo selecionar e avaliar cepas
de fungos filamentosos para producdo de quimicos de valor agregado, mais
especificamente acido kdjico, a partir da bioconversao de glicerina bruta de soja. Em
trabalhos anteriores, cepas de fungos filamentosos pertencentes a colecdo de
microrganismos da Embrapa Agroenergia foram avaliadas com base no crescimento
em meio contendo somente glicerina bruta de soja ou padrdo como fontes de
carbono. Cepas com diferentes perfis de crescimento foram selecionadas com base no
indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) para bioconvers3o de glicerina
bruta de soja. No presente trabalho, amostras geradas por fermentacdo submersa,
utilizando as referidas cepas, foram avaliadas por espectrometria de massas por
infusdo direta. Verificou-se que uma cepa isolada de torta de pinhdo-manso foi capaz
de produzir acido kdjico. Testes quantitativos, realizados por cromatografia liquida de
ultra eficiéncia, demostraram que, apds 5 dias de cultivo, o fungo produziu
3,9+0,7 g/L do acido. Apds 10 dias de cultivo transcorridos, foram produzidos 11,4 +
1,5 g/L, enquanto todo o glicerol havia sido consumido.

Palavras-chave: glicerina. biodiesel. agregacao de valor. cepas fungicas. acido kdjico.

Introducao

Visando atender a alta demanda por combustiveis e conciliar o
desenvolvimento social com a preservagao de ecossistemas, a crescente procura por
alternativas e matrizes energéticas renovaveis induziu ao aumento na producao de
biocombustiveis, como biodiesel e, por consequéncia, do seu principal coproduto, a
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glicerina. Com a maior disponibilidade de glicerina, seu valor de mercado diminuiu
significativamente.

Segundo Schultz et al. (2014), as aplicagbes mais usuais da glicerina bruta
atualmente estdo concentradas nas areas de cosméticos, saboaria e farmacos, que
requerem um grau de purificacdo; para exportacdo, em especial, para a China; e
utilizacdo em caldeiras e fornalhas industriais. Para tornar a cadeia de produgao do
biodiesel mais sustentdvel e economicamente atrativa, diferentes formas de
aproveitamento da glicerina vém sendo exploradas e estudadas.

De acordo com o trabalho de Almeida et al. (2012), o aproveitamento da
glicerina, por via microbiana, possibilita a producdo de compostos quimicos de alto
valor agregado para a industria, tais como: 1,3-propanodiol, 2,3-butanediol, etanol, n-
butanol, cetonas, poliois e acidos orgéanicos.

O interesse pelo acido kdjico, metabdlito comumente produzido na
fermentacdo aerébica de fungos, vem crescendo rapidamente, principalmente na
induUstria de saude e cosméticos. Suas aplicacdes se estendem desde atuar como
matéria-prima para producdo de cremes de clareamento de pele e dentes, bem como
filtros solares, a ser portador de propriedades antibidticas, antifungicas e analgésicas
na Medicina. Além disso, é considerado um bom agente quelante na produgdo de
inseticidas e precursor de potenciadores de sabor, tais como maltol e etil-maltol
(MOHAMAD et al., 2010).

O presente trabalho teve como objetivo selecionar e avaliar a produgao de
compostos quimicos por cepas de fungos filamentosos, em especial o acido kéjico, a
partir da bioconversao da glicerina bruta, coproduto do biodiesel, utilizando métodos
analiticos de espectrometria de massas por infusdo direta (DIMS) e de cromatografia
liquida de ultra alta eficiéncia (UHPLC).

Materiais e Métodos

Os padrdes de acido kdjico e de glicerol foram adquiridos da Sigma-Aldrich. As
glicerinas brutas de soja foram gentilmente cedidas pela empresa CESBRA Quimica
S.A., localizada em Volta Redonda, RJ, e pela usina ADM, Rondondpolis, MT.

No trabalho de Da Silva et al. (2014), cento e duas cepas (102) de fungos
filamentosos pertencentes a Colecdo de trabalho da Embrapa Agroenergia (Brasilia,
DF), denominada “Microrganismos e microalgas aplicados a agroenergia e
biorrefinarias”, foram avaliadas em relacdo ao crescimento em glicerina bruta de soja e
glicerina padrdo. O Indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) foi calculado
para cada uma dessas linhagens. Com base nos valores de IVCM obtidos, as cepas
foram divididas em grupos: alto, médio e baixo.

No presente trabalho, cepas representando cada um dos grupos foram
submetidas ao processo de bioconversao utilizando glicerina bruta de soja como Unica
fonte de carbono. Os experimentos de bioconversdo foram realizados em
frascos Erlenmeyers de 250 mL, contendo 50 mL de meio de cultivo, tendo como Unica
fonte de carbono glicerina bruta de soja, coproduto do biodiesel. Adicionalmente, o
meio continha sais, o pH foi ajustado e foi esterilizado a 121 °C por 20 min. Os
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Erlenmeyers, em duplicata ou triplicata, foram inoculados com discos ou esporos de
fungos filamentosos crescidos em meio complexo e, em seguida, incubados em
agitador rotatdrio por 10 dias.

Apds 5 e 10 dias de cultivo, em condicdes adequadas, aliquotas foram retiradas
e centrifugadas (2902 x g, por 10 min, a 4 °C).

As amostras obtidas a partir da bioconversdo de glicerina por fungos
filamentosos foram, primeiramente, homogeneizadas em vortex por 10 s. Em seguida,
foram diluidas em vials de 1,5 mL, na proporgao de 1 pL de amostra para 1.000 uL de
metanol:dgua (1:1). Posteriormente, foram analisadas por espectrometria de massas
por infusdo direta (DIMS — Direct Infusion Mass Spectrometry), utilizando um
espectrometro de massas com fonte de ioniza¢cdo por eletrospray (ESI) e analisador
tipo TOF (Time of Flight) (Maxis 4G, Bruker Daltonics). As andlises foram realizadas em
modo positivo, ESI(+)-MS, utilizando formiato de sdédio como calibrante. As amostras
foram injetadas em triplicata, para verificar a reprodutibilidade das andlises. O tempo
total de andlise de cada amostra, incluindo o branco, calibrante e amostra, foi de 5 min
por injecdo. O pré-processamento dos dados foi executado pelo software “Profile
Analysis” 2.1 (Bruker Daltonics), a partir da calibracdo por HPC (High Precision
Calibration) e normalizagao pelo maior valor do bucket analisado. A faixa de ions de
interesse explorado foi de m/z 70 a 1.000. Os dados processados foram exportados no
formato ASCII para o software “The Unscrumbler” 10.0 (CAMO Process), para posterior
analise quimiométrica utilizando analise de componente principal (PCA).

Para identificacdo e quantificacdo dos 4acidos organicos produzidos pelos
microrganismos, foi utilizado um cromatégrafo a liquido, modelo Acquity H-Class
UHPLC (WATERS®), com coluna Acquity UPLC HSS T3 (1,8 um, 2,1 x 150 mm), acoplado
a detector de arranjo de fotodiodos (UHPLC-PDA). A eluicdo foi realizada em modo
gradiente, com a fase mével constituida de A) d4gua tamponada com KH,PO4 a 0,01 M
(pH 2,0) e B) metanol. Para o monitoramento do consumo de glicerol pelos
microrganismos, foi utilizado o mesmo cromatdgrafo a liquido, com coluna Acquity
BEH amida (1,7 um, 2,1 x 150 mm), acoplado a detector de indice de refragdo (RID). A
eluicdo foi realizada em modo isocratico, sendo a fase modvel constituida por
acetonitrila e dgua na proporcdo 90:10 e 0,1% de acido trifluoroacético (TFA).

Resultados e Discussao

Amostras de glicerol bioconvertidas por cerca de 10 fungos filamentosos foram
analisadas por DIMS, cujos dados espectrais foram submetidos a andlise de
componente principal (PCA). Dessa forma, foi possivel selecionar ions que se
destacavam principalmente devido a sua alta intensidade em relagdao aos demais. A
partir da utilizacdo de base de dados publica de metabolomica, foi possivel
correlacionar esses ions com possiveis compostos de alto valor agregado, como polidis
e acidos organicos, os quais foram confirmados por UHPLC, a partir de experimentos
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de comparacdo de espectros, tempo de retencdo, bem como por coinjecdo de
padroes.

Apds analise por DIMS das amostras de glicerina biotransformada por uma cepa
fungica isolada de torta de pinhdo-manso, foi possivel identificar a presenca dos ions
m/z 143,0338 e m/z 165,0160, correspondentes ao acido kdjico na forma protonada
[M+H]" e como aduto de sédio [M+Na]’, respectivamente (Figura 1). O ion m/z
115,0367 corresponde a molécula de glicerol, presente na glicerina, na forma de aduto
de sédio [M+Na]".
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Figura 1. Espectro de massas por ESI(+)-MS da amostra de glicerina biotransformada por cepa isolada de
torta de pinhdo-manso.

Posteriormente, visando confirmar e quantificar a producdo do 4cido, as
amostras foram analisadas por UHPLC-PDA (Figura 2) e o consumo de glicerol por
UHPLC-RID (Tabela 1).
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Figura 2. Cromatograma da amostra de glicerina biotransformada por cepa isolada de torta de pinhao-

manso obtidos em 210 nm.
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A Figura 2 apresenta os cromatogramas com a identificacdo de acido kdjico nas
amostras com 5 e 10 dias de cultivo e o cromatograma do padrdo analitico de acido
kdjico na concentragdo de 0,08 g/L. A partir da comparagdo dos tempos de retencdo e
dos espectros de absorcdo na regido do ultravioleta, foi possivel confirmar a presenca
desse acido nas amostras.

A Tabela 1 apresenta as quantidades de acido kdjico e glicerol apds 5 e 10 dias
de cultivo.

Tabela 1. Acido kéjico produzido e glicerol residual, apds bioconversdo de glicerina
bruta de soja por cepa fungica.

Dias Acido kéjico (g/L) Glicerol residual (g/L)
5 3,90+0,70 24,9610,57
10 11,4041,50 0

A cepa isolada de torta de pinhdao-manso apresentou consumo total do glicerol
presente na glicerina apds 10 dias e a produg¢do concomitante do acido kojico (Tabela
1). No estudo realizado por Coelho (2011), a producao de acido kéjico por cepa fungica
comercial de Aspergillus flavus NRRL 626, por meio da bioconversao de glicerina bruta
de soja, foi de 18 g/L apds 22 dias de cultivo. A cepa isolada de torta de pinhdo-manso,
avaliada neste trabalho, teve maior produtividade 0,048 g/L h do que a avaliada por
Coelho (2011), que foi de 0,034 g/L h, o que demonstra maior potencialidade da cepa
isolada.

Conclusoes

Concluiu-se que a cepa isolada da biodiversidade brasileira, a partir da torta de
pinhdo-manso, foi capaz de consumir glicerina bruta de soja, como Unica fonte de
carbono, e produzir acido kdjico. Essa informacdo foi confirmada por 2 métodos
analiticos, DIMS e UPLC-PDA. A cepa consumiu todo o glicerol presente na glicerina
apos 10 dias de cultivo e a produtividade foi maior do que a obtida por cepa comercial.
Sendo assim, sugere-se que a cepa isolada neste trabalho é promissora e possui
potencial para agregacao de valor a glicerina.
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Obtenc¢ao de enzimas lignoceluloliticas de
monocultivos e cocultivos de fungos
filamentosos em fermentacao submersa
usando biomassas vegetais da
agroindustria do dendé

Ruben Dario Romero-Peldez’, Thais Demarchi Mendes?, Thdllyta Fraga
Pacheco?, Arailde Fontes Urben® Cristiane Vieira Helm>, Simone Mendon¢a g
Félix Gongalves de Siqueira

Resumo

Determinaram-se as atividades enzimaticas lignoceluloliticas de extratos brutos de
basidiomicetos e ascomicetos, em monocultivos e cocultivos com Trichoderma reesei
ATCC 60787, em fermentacdo submersa. Para tal, utilizou-se meio sintético (BDA)
enriquecido com biomassas vegetais da Agroindustria do dendé, quais sejam: fibra de
mesocarpo (FM) e borra do decantador (BD — Residuo sdlido resultante do dleo de
dendé processado em tridecantador). Verificou-se que fungos filamentosos mostraram
maiores atividades enzimaticas hidroliticas e oxidativas no meio enriquecido com BD.
Os cocultivos mostraram que a presenca de T. ressei ATCC 60787 induziu a maior
liberagdo de enzimas hidroliticas e oxidativas por Panus lecomtei CC40 e Lepiota
fuscipes CC402, quando comparadas com os monocultivos.

Palavras-chave: interagdo fungo-fungo, lacase, fungos da podridao-branca.

Introdugao

As analises comparativas entre a fermentacdo em estado sdlido (FES) e a
fermentacdo submersa tém sido avaliados em funcdo de producdo de enzimas e
bioativos. Tipicamente, a fermentacdo submersa é usada para microrganismos que
precisam de alta quantidade de agua livre, como as bactérias e leveduras; ja a FES é
adequada para organismos como os fungos filamentosos que podem crescer com
quantidades de umidade entre 20% e 70% (SINGH et al., 2008). No entanto, a maioria
das enzimas celuloliticas comerciais produzidas atualmente sdo derivadas de fungos
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filamentosos cultivados em fermentacdo submersa e, inclusive, tem sido demostrado
gue esse tipo de fermentacdo contribui positivamente na liberacdo de celulases de
fungos da podridao-branca (ELISASHVILI et al., 2008).

O alvo deste trabalho foi explorar a capacidade de producdo de enzimas
lignoceluloliticas de basidiomicetos e ascomicetos usando fermentacdao submersa por
meio de mono ou cocultivos utilizando biomassas derivadas do dendé. Os cultivos
foram feitos usando os basidiomicetos P. lecomtei CC40, T. versicolor CC124 e L.
fuscipes CC37, além de organismos modelos para producdo de celulases e
hemicelulases como as linhagens T. reesei, Chrysosporium lucknowense, Laetisaria
arvalis e Schizophyllum commune e Coprinus sp. FPB 125 (isolado da Embrapa
Agroenergia). A determinagdo do potencial de produgdo de enzimas lignoceluliticas é
condicao impar para que se possam obter coquetéis enzimaticos com potencial para o
processo de sacarificacdo de biomassas vegetais.

Materiais e métodos

Utilizou-se oito linhagens de fungos filamentosos nos cultivos por fermentacdo
submersa, quais sejam: P. lecomtei CC40, T. versicolor CC124, L. fuscipes CC402,
Schizophyllum commune CC328 Coprinus sp. FPB 125, Chrysosporium lucknowense
ATCC® 44006, Laetisaria arvalis ATCC® 52088 e Trichoderma reesei ATCC® 60787.
Todos os fungos foram repicados em BDA (placas Petri) e incubados a 28 °C até
completa colonizacao.

Para entender a compatibilidade in vitro dos basidiomicetos e T. reesei ATCC®
60787, foram colocados discos miceliais de cada fungo em extremidades opostas das
placas com meio BDA esterilizado, distanciados aproximadamente 4 cm. Foram
realizados registros fotograficos e descricao dos cocultivos durante 9 dias. A analise do
tipo de interacdo foi feita com base no critério usado em Molla et al. (2001).

Adicionou-se 1,25 g de biomassa de dendé (borra de decantador- BD ou Fibra
de mesocarpo-FM), previamente triturada (didmetro <2 mm) e seca a 65 °C por 2 dias,
50 mL de meio Mandels Weber (MW) e PEG6000 0,1% (m/v) em frascos Erlenmeyer de
250 mL. Em seguida, adicionaram-se 5 discos miceliais (5 mm de diametro) de agar
totalmente colonizado, fazendo-se incubacdo em agitador a 150 rpm e 28 °C por 5
dias.

No cocultivo, adotou-se o modelo de Ma e Ruan (2015), mudando-se a forma
de inoculacdo dos fungos, com inoculacdo dos badidiomicetos 14 horas antes do T.
reesei ATCC® 60787 e incubacdo 28 °C por 5 dias.
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Apds 5 dias de cultivo, o conteiudo dos frascos Erlenmeyer foi filtrado e
centrifugado a 10.000 rpm a 5°C por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado,
adicionando-se solugdo azida sddica, com concentracdo final de 0,02% (m/v), para
evitar crescimento microbiano. Para a atividade FPase (celulases totais) foram
utilizados discos de papel filtro tipo Whatman® como substrato e a reacao foi feita em
termociclador por 60 minutos a 50 °C. Para as xilanases usou-se xilana de birchwood
2% (m/v) como substrato. A liberagdo de aglcares foi determinada pelo método DNS
(MILLER, 1959), com leitura em espectrofotémetro a 540 nm de comprimento de
onda. A atividade B-glicosidase foi feita usando celobiose 15 Mm como substrato,
numa reagao de 30 minutos a 50 °C. A glicose liberada foi quantificada usando-se o
método GOD-POD, com o kit reagente Glicose oxidase - Bioclin®, e leitura em
espectrofotémetro a 505 nm. As atividades da lacase e peroxidases totais foram feitas
usando ABTS 5 Mm e H,0, 2mM (peroxidases) como substrato, com leitura a 420 nm a
cada 30 s, durante 1,5 min. Todos os experimentos foram feitos em triplicata bioldgica
e técnica.

Resultados e discussao

No caso dos monocultivos em FM, as atividades para FPase e xilanase foram
detectadas em todas as linhagens de fungos filamentosos utilizadas. Os valores
maximos de atividade, de 0,48 U.mL' e 0,65 U.mL?, respectivamente, foram
observados no extrato de T. reesei ATCC® 60787. Ndo se verificou valores
significativamente altos de atividade da B-glicosidase. L. fuscipes CC402 mostrou alta
atividade para lacase (180,42 U.mL™). Quanto as peroxidases totais, verificou-se
atividade significativa nos extratos de L. fuscipes CC402 (99,39 U.mL") e T. versicolor
CC124 (7,65 U.mL'l), como pode ser visto Figura 1. No cultivo com BD, a atividade
FPase em T. reesei foi 2,16 vezes maior quando comparada com a do extrato obtido
com FM. Para xilanase, os extratos das linhagens Coprinus sp. FPB125 e P. lecomtei
CC40 apresentaram atividade 8,5 e 2,8 vezes maior que dos extratos obtidos do cultivo
em FM, respectivamente. A atividade B-glicosidase no extrato de T. reesei foi 9 vezes
maior que o obtido em FM. Para lacases, verificou-se picos altos de atividade no
extrato de L. fuscipes CC402 (794,01 + 30,5 U.mL%), P. lecomtei CC40 (383,11 U.mL ) e
T. versicolor CC124 (270,39 U.mL?). O padrdo de atividades para peroxidases foi
similar, com maior atividade no extrato de L. fuscipes CC402 (341,43 U.mL%), P.
lecomtei CC40 (106,22 U.mL™), T. versicolor CC124 (87,01 U.mL™) (Figura 2).

T. reesei ATCC® 60787 apresentou interacdes positivas com os basidiomicetos
P. lecomtei CCAOQ, T. versicolor CC124, L. fuscipes CC402 e Coprinus FPB125 (Figura 3).
Esse resultado contrasta com o observado por Mohammad et al. (2013), que trabalhou
com uma linhagem de T. reesei que foi inibida quando incubada em cocultivo com
basidiomicetos.
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Figura 1. Perfil enzimdatico dos extratos obtidos em fermentagdo submersa usando meio MW
enriquecidos com fibra do mesocarpo (FM) para os monocultivos dos fungos. Legenda: T. reesei ATCC®
60787 (TR); Coprinus sp. (FPB125); L. arvalis ATCC® 52088 (LA); S. commune CC328 (SC); C. lucknowense
ATCC® 44006 (CL); T. versicolor CC124; P. lecomtei (CC40); e L. fuscipes CC402. Letras diferentes nas
barras indicam diferencas significativas a p<0.05 no teste Tukey.
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Figura 2. Perfil enzimatico dos extratos obtidos em fermentacdo submersa usando meio Mandels e
Weber (1969) enriquecidos com borra do decantador para os monocultivos dos fungos. Legenda: T.
reesei ATCC® 60787 (TR); Coprinus sp. (FPB125); L. arvalis ATCC® 52088 (LA); S. commune CC328 (5C); C.
lucknowense ATCC® 44006 (CL); T. versicolor CC124; P. lecomtei (CC40); e L. fuscipes CC402. Letras
diferentes nas barras indicam diferencas significativas a p<0.05 no teste Tukey.
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Figura 3. Interagdo entre P. lecomtei CC40 — T. reesei ATCC® em cultivo em placas (BDA).
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Figura 4. Atividades enzimaticas dos extratos brutos obtidos em fermentagdo submersa de fungos
quando cocultivados com T. reesei ATCC® 60787, fazendo uso de meio sintético enriquecido com borra
do decantor. Os basidiomicetos utilizados no cocultivo foram Coprinus sp. (TR+F125); L. arvalis ATCC®
52088 (TR+LA); S. commune CC328 (TR+SC); C. lucknowense ATCC® 44006 (TR+CL); P. lecomtei (TR+CC40;
T. versicolor (TR+CC124) e L. fuscipes (TR+CC402). Letras diferentes nas barras indicam diferencas
significativas a p<0.05 no teste Tukey.

Os cocultivos em fermentacdo submersa com BD mostraram que os extratos de
algumas linhagens tiveram atividades em algumas enzimas ausentes nos monocultivos, e
incremento em enzimas ja detectadas. O cocultivo TR+CC40 com T. reesei mostrou
maior atividade lacase e peroxidase total (1111,44 e 599,74 U.mL", respectivamente)
que nos monocultivos, maior atividade FPase (1,17 U.mL) que do extrato do
monocultivo de P. lecomtei CC40 e menor que de T. reesei ATCC® 60787. As atividades B-
glicosidase e xilanase foram maiores que nos extratos dos monocultivos de P. lecomtei
CC40, porém menores que do monocultivo de T. reesei ATCC® 60787 (Figura 4).

Os maiores valores de atividade foram medidos nos extratos obtidos dos
cultivos em BD em relacdo aos obtidos dos cultivos FM, o que pode estar relacionado
ao maior conteudo de proteinas e lipideos disponiveis no primeiro, uma vez que estes
ainda sdao predominantemente estruturais no segundo. J& foi demonstrado que a
composicdo das biomassas determina o perfil das enzimas liberadas pelos fungos
filamentosos, inclusive, em substratos do mesmo tipo e de origens diferentes (SINDHU
et al.,, 2016). O cocultivo TR+CC40 conseguiu melhorar mais o rendimento nas

111

Graduados



IV Encontro de Pesquisa e Inovacdao da Embrapa Agroenergia: Anais

atividades oxidativas como lacases e peroxidases que o cultivo individual P. lecomtej
CC40 e teve alta atividade hidrolitica quando comparado com o monocultivo de T.
reesei ATCC® 60787. Esse resultado é compardvel com Ma e Ruan (2015), com
cocultivos de T. reesei e Coprinus comatus quando crescidos em fermentacao
submersa suplementada com palha de milho. Da mesma forma, como reportado por
Qi-He et al. (2011), demonstrando que fungos de podriddo-branca tiveram maior
atividade especifica de lacase do que quando comparados com os cultivos individuais.

Conclusao

O cultivo de alguns fungos filamentosos (basidiomicetos e ascomicetos) em
fermentacdo submersa enriquecida com biomassa vegetal da agroindustria de dendé
mostrou-se positivo para a obtencdo de enzimas microbianas de degradacdo da
parede celular vegetal.

Observou-se maiores atividades enzimaticas das linhagens fungicas testadas no
meio enriquecido com borra do decantador do que no meio com fibra do mesocarpo.

Cocultivos de T. reesei x P. lecomtei CC40 e T. reesei x L. fuscipes CC402
mostraram intera¢do positiva, com aumento das atividades enzimdaticas em relacdo a
seus monocultivos.
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Reforma a vapor do biogas usando
catalisadores de 6xidos mistos Ni/Mg-La
para producao de gas de sintese

Gustavo Alves da Costa’, Vannia Cristina dos Santos®, Emerson Léo Schultz?,
Iténia Pinheiro Soares*

Resumo

O biogds é uma mistura gasosa produzida a partir da digestdo anaerdbia, processo
bioldgico em que a matéria organica é degradada na auséncia de oxigénio molecular.
Composto majoritariamente por metano (CHj), esse gds, quando descartado na
atmosfera causa inUmeros danos ao meio ambiente. Nesse sentido, novas alternativas
ao uso do biogas tém sido estudadas, incluindo a reforma a vapor do biogas, obtendo-
se 0 gas de sintese que pode ser usado para a geracao de hidrogénio. O hidrogénio
obtido de fontes renovaveis, como o biogds, é considerado uma alternativa promissora
aos combustiveis fésseis. Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo
investigar o uso de catalisadores de 6xidos mistos a base de Ni/MglLa com diferentes
razdes de Mg/La na reacdo de reforma a vapor do biogds. Os resultados mostraram
que o catalisador estruturado Ni10/1Mg5La-poroso apresentou maior conversio de
metano e maior estabilidade no decorrer da reagao.

Palavras-chave: biogds, hidrogénio, catalisadores.

Introdugao

Com o aumento da demanda energética e o declinio das reservas naturais,
cresce a cada dia a necessidade de desenvolvimento de tecnologias utilizando novas
fontes energéticas com a finalidade de reduzir o impacto ambiental causado pelo uso
dos combustiveis fésseis.

O biogds, composto basicamente por metano (CH4) e diéxido de carbono (CO,),
é produzido por meio da decomposicao anaerdbia da matéria organica proveniente de
diversas fontes (residuos agricolas, residuos de poda de arvores, residuos animais, lixo
domeéstico, residuos industriais, esgoto, entre outras), e pode ser usado diretamente
para a geracao de energia elétrica, bem como fonte de energia para o aquecimento de
instalaces industriais e na secagem de graos (na area agricola) (NOYOLA et al., 2006;
ALVES et al.,, 2013). Entretanto, a utilizacdo direta do biogas apresenta alguns
inconvenientes, como a presenca de impurezas (H,S, dgua e NH3) (ALONSO-VICARIO
et al., 2010) e o elevado teor de CO, na sua composicdo o que reduz o seu poder
calorifico (FERREIRA, 2010). Diante disso, diversos estudos vém sendo desenvolvidos
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para converter o biogds em produtos de maior valor agregado e de maior aplicacao,
como o gas de sintese (mistura de mondxido de carbono e hidrogénio) Essa mistura
gasosa pode ser aplicada na sintese Fischer-Tropsch (DIEHL; KHODAKQV, 2009; YATES;
SATTERFIELD, 1991;) para obtencdo de hidrocarbonetos, na obtencdo de hidrogénio e
na producdo de metanol. O hidrogénio pode ser utilizado como combustivel; em
diversas aplicagdes na industria e possui grande potencial para utilizagdo em células a
combustivel (ANGELI et al., 2014; ZANOTELI et al., 2014). As principais reagfes para
producdo de hidrogénio a partir do biogds estdo mostradas na Tabela 1.

Tabela 1. Principais reacdes para producdo de hidrogénio a partir do metano.

Reacdo Hzssk (KJ/mol)  Equagdo
Reforma a vapor CH; + H,O0 &CO + 3H, 206 1
Reforma com CO, CH,; + CO, ©2CO + 2H, 247 2
Oxidagao parcial CH, + 1/20, ©CO + 2H, -36 3

Além dos processos citados, existe ainda a reforma autotérmica, que é a
combinac¢do da oxidagao parcial com a reforma a vapor. Industrialmente, o hidrogénio
tem sido produzido pela reforma a vapor do gds natural. Devido ao cardter
endotérmico desse processo, hd a necessidade de condi¢des mais drasticas de
temperatura, geralmente na faixa de 800 °C, o que tende a elevar os custos do
processo (ZANOTELI et al., 2014). Outra forma de se produzir gds de sintese e,
consequentemente, hidrogénio seria a partir da reforma do biogds. Para tanto, devem
ser utilizados catalisadores que sejam ativos, estdveis em condi¢cbes de fluxo,
resistentes a depdsitos de carbono e a temperatura, além de apresentarem baixo
custo (ZANOTELI et al., 2014; QUIROGA; LUNA, 2010).

Catalisadores a base de niquel tem se mostrado bastante adequados na reagao
de reforma a vapor de hidrocarbonetos, por serem consideravelmente mais baratos e
apresentarem atividade catalitica similar aos catalisadores a base de platina (Pt), rédio
(Rh) e paladio (Pd) (ZHANG; VERYKIOS, 1996). Catalisadores de Ni em alumina tem sido
utilizados comercialmente na reacdao de reforma a vapor do metano. No entanto,
observam-se a indesejada formacdo de coque limitando a conversdo do metano (SON
et al., 2013). Para que os catalisadores a base de niquel sejam ativos nas reagdes é
importante que as particulas de niquel estejam altamente dispersas na superficie de
um suporte estdvel termicamente e com elevada area superficial e porosidade para
facilitar o contato dos gases reagentes com os sitios ativos. Os suportes mais
comumente investigados sdo baseados em misturas de dxidos de aluminio, silicio,
magnésio, lantanio, calcio entre outros (NI et al., 2013). Os 6xidos de Mg e La tém sido
considerados uma excelente alternativa como suporte para a impregnacdo de espécies
ativas de Ni, em virtude da basicidade do suporte e forte interacdo que tende a
promover uma maior estabilidade em altas temperaturas (NI et al.,, 2013). Outra
caracteristica que pode aumentar a atividade catalitica de sdélidos a base de Ni esta
relacionada com o tamanho das particulas. De maneira geral, quanto menor o
tamanho das particulas de Ni maior a sua atividade catalitica. Um método simples e
eficiente para a obtencdo de particulas pequenas e altamente dispersas é por
coimpregnacdo com aditivos organicos como o etilenoglicol (QlU et al., 2013).
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Dessa forma, a utilizagdo de sistemas cataliticos mais eficientes e/ou a
otimizacdo de desempenho em processos tradicionais sdao de fundamental importancia
para tornar o processo de reforma de biogds vidvel técnica e economicamente. Sendo
assim, neste trabalho foi avaliado o desempenho de éxidos mistos de Ni/MglLa na
reacdo de reforma a vapor do biogds para a producdo de gas de sintese. Além disso,
investigou-se a influéncia das propriedades texturais do suporte e dispersdao das
espécies ativas de Ni na superficie no desempenho catalitico.

Materiais e Métodos

Nas reacGes foram utilizados: dgua destilada, gases (hidrogénio, metano, hélio,
argonio e didxido de carbono) de pureza 99,99%, carbeto de silicio e 6xidos mistos Ni-
Mg-La [denominados Ni10/1Mg5La, Nil0/1Mg5La-EG (elilenoglicol)], Ni1l0/1Mg5La-
poroso. Utilizou-se uma razdao molar Mg:La de 1:5 e 10% de nigquel em massa).

Os oxidos mistos de Mg-La utilizados como suportes foram sintetizados
segundo Podila et al. (2015) e calcinados a 500 °C por 4 horas (taxa de agquecimento 5
°C min?). As espécies ativas de Ni foram depositadas na superficie do suporte por
impregnagao aquosa sem e com a adicdo do etilenoglicol levando a formagao dos
solidos Nil0/1Mg5La e Nil0/1Mg5La-EG, respectivamente. Além disso, o sdlido
Ni10/1Mg5La-poroso foi preparado de maneira similar, porém com algumas
modificacGes, na tentativa de promover a formacdo de um sdlido estruturado.
Substituiu-se a mistura de NaOH/Na,CO3 por NH;0H/NH4CO,. Além disso, adicionou-se
na etapa de preparag¢ao do suporte o sélido de silica mesoestruturado MCM-41, para
atuar como uma hard template, sendo este removido apds a formacao do sélido por
uma solucdo de NaOH a quente (ROMBI et al., 2016). As espécies ativas de Ni foram
depositadas na superficie do suporte por impregnacdo aquosa a adicdo do
etilenoglicol.

A reacdo de reforma a vapor do biogds foi realizada usando uma mistura de CH,4
e CO, para simular o biogds proveniente de dejetos suinos, com 70% de CH,4 (15,68 ml
min™) e 30% de CO, (6,72 ml min®). Os testes de reforma a vapor foram realizados em
um reator PID Eng&Tech Microactivity Effi de leito fixo de ago inoxidavel com volume
de 19,51 ml (D.l. de 9,1 mm, L = 300 mm) conectado a um cromatdégrafo gasoso
Shimadzu, GC-2014, com detector de condutividade térmica e colunas Carboxen 1000
e Porapak N. A temperatura das colunas foi programada para manter a 100 °C por 4
min, seguido por uma rampa de aquecimento de 20 °C min™ até 150 °C e mantendo
por 5 min. Foram pesados 50 mg do catalisador e 50 mg de carbeto de silicio (SiC). Em
seguida, foram misturados e depositados no leito com uma camada de 13 de quartzo
colocada sobre um suporte de aco inoxiddvel para evitar o arraste da mistura de
catalisador e SiC durante o experimento. O tempo de reducdo do catalisador e da
reacao foi respectivamente de 2 h e 6 h. A reacdo foi realizada a uma temperatura de
750 °C e a pressdao atmosférica. A pressao foi controlada pela valvula de saida do
reator, ndo havendo variacdo significativa no decorrer da reacdo. A analise foi feita
com injecoes periddicas (em intervalos de 30 min) de 1 plL do produto no cromatégrafo
gasoso acoplado em linha com o reator.
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Resultados e Discussao

A conversdao do metano e do didéxido de carbono foi calculada pelas Equacdes 4
e 5, respectivamente.

(CH da)

(Equacdo 4)

(CO da)

(Equagdo 5)

Em que: CH; entrada e CO,, entrada significam a concentracdo do metano e do
didxido de carbono no reagente; CHy, saida e CO,, saida sdo a concentracdo do metano
e do didéxido de carbono no produto.
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Figura 1. (a) Conversdo de CH, e CO,, (b) Razdo H,/CO, na reacdo de reforma a vapor utilizando os
6xidos mistos Ni/MglLa como catalisadores.

Pode-se observar na Figura 1 (a) que todos os catalisadores foram ativos na
reagao de reforma a vapor do biogds alcangando conversdes de CH4 superiores a 60%.
A conversdo do CO, foi menor que a de CH,4 (<40%), indicando maior ocorréncia de
reforma a vapor (Equacdo 1) que a reforma com CO, (Equacdo 2). A adicdo de
etilenoglicol na etapa de prepara¢dao dos catalisadores promoveu um aumento da
atividade catalitica, se comparado ao sdlido similar sem a adicdo do etilenoglicol
Ni10/1Mg5La. No entanto, o catalisador Ni10/1Mg5La-EG, mesmo sendo superior ao
Ni10/1Mg5La, levou aproximadamente 2 h para alcancar o maximo de conversdo e
estabilidade. O sélido estruturado Ni10/1Mg5La-poroso apresentou um desempenho
ainda melhor, alcancando conversGes préximas a 100% e estabilidade durante o
decorrer da reacdo. Esse fato pode estar relacionado com as suas propriedades
texturais, como a presenca de elevada area superficial e porosidade, que pode ter
facilitado a difusao dos reagentes e formacdo dos produtos, ou, ainda, promovido uma
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melhor dispersdo das espécies ativas de Ni na superficie, tornando-as mais disponiveis
na superficie para atuarem na conversdo do metano e formacgao do H, como produto.

Com relagdo a seletividade para a producgao de H,, pode-se observar na Figura 1
(b) que todos os catalisadores apresentam seletividade para a formacdo de H,, com
razdes H,/CO acima de 2, comparaveis com catalisadores comerciais, que apresentam
razoes H,/CO na faixa de 2,0-2,5 (SON, et al. 2013; IZQUIERO et al., 2012).

Conclusoes

Os resultados da investigacdo dos catalisadores a base de oxidos mistos de
Ni/MglLa na reacgdo de reforma a vapor se mostraram bastante promissores, indicando
potencial na sua utilizacdo no processo de reforma do biogds. Observaram-se
conversGes de CH; préoximas a 100% quando se utilizou um catalisador estruturado
Ni10/1Mg5La-poroso. Os catalisadores se mostraram seletivos para a produgdo de H,
com relacdo ao CO. Além disso, deve-se prosseguir com testes alterando parametros
reacionais, por exemplo, tentando reduzir a temperatura de reacdo ou ainda a
guantidade de vapor utilizada na reagdo, bem como modificagcdes no catalisador para
promover uma melhor dispersdo das espécies ativas de Ni na superficie dos suportes.
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Resumo

Os cogumelos comestiveis sdo fungos muito utilizados pelos povos europeus e
asiaticos, para fins terapéuticos e culindrios. O cogumelo Agaricus bisporus
(Champignon de Paris) é o mais comercializado, seguido do Lentinus edodes (Shiitake)
e das diversas espécies do género Pleurotus. Os cogumelos sdo corpos de frutificacdo
(estruturas reprodutivas) de espécies de fungos classificados nos filos Basidiomycota e
Ascomycota. Essas estruturas possuem excelente valor nutricional, com baixos teores
de lipideos e quantidades significativas de carboidratos e de proteinas, que pode variar
entre espécies e sistemas de cultivo. As aplicacGes biotecnoldgicas desses
microrganismos vao além de alimentos humanos, pois podem ser empregados em
técnicas de biorremediacdo e biodestoxificacdo de substancias antinutricionais de
biomassas vegetais, por exemplo. Algumas espécies possuem enzimas capazes de
transformar substancias toxicas presentes no substrato, que poderia ser utilizado na
nutricdo animal e, também, digerir parcialmente a parede celular vegetal e aumentar o
teor de proteina bruta, em funcdo da massa micelial. De acordo com a Food and
Agriculture Organization of the United Stades (FAO), em 2013, a produ¢do mundial de
cogumelos frescos foi de aproximadamente 10 milhdes de toneladas. A producao de 1
kg de cogumelo fresco pode gerar de 5 kg a 10 kg de pds-cultivo (biomassa vegetal +
biomassa microbiana), também conhecido pela sigla em inglés SMS (Spent Mushroom
Substrate). O SMS gerado de uma ou mais colheitas tem sido objeto de vérios estudos
em paises como China, Estados Unidos e Holanda, evitando assim o descarte desse
material de forma inapropriada. O objetivo deste trabalho foi avaliar a composicao
centesimal de formulagdes de substratos contendo torta de caro¢o de algodao como
um dos insumos para o cultivo das espécies Pleurotus ostreatus CC389, Pleurotus
ostreatus (Comercial), Pleurotus eryngii (Comercial), Panus lecomtei CC40 e Fistulina
hepatica CC102. As espécies P. ostreatus CC389, P. lecomtei CC40 e F. hepatica foram
previamente selecionadas por apresentarem resultados significativos quanto a
destoxificacdo do fator tdxico e antinutricional, gossipol. A composicdao centesimal foi
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determinada pelas andlises de teor de matéria mineral, extrato etéreo, proteina bruta,
fibora em detergente neutro, fibra em detergente acido e lignina. Os macrofungos
demostraram capacidade de diminuir o teor de lignina nos substratos, tornando o SMS
um potencial insumo mais digerivel para nutrigdo animal. Os resultados mostraram
gue a espécie de macrofungo e o tempo de colheita é determinante quanto as
caracteristicas centesimais do SMS, principalmente quanto ao teor de proteina bruta.

Palavras-chave: macrofungo. composicdo quimica. SMS (Spent Mushroom Substrate).
residuo da agroindustria. Gossypium.

Introducao

Os cogumelos comestiveis tém ganhado espaco no mercado em todos os
continentes, uma vez que podem ser utilizados como suplemento alimentar em
virtude do seu alto teor de aminodcidos, proteinas, fibras e minerais, e também por
terem baixo teor de lipidios e calorias (REIS; ROCHA, 2015). As principais espécies da
fungicultura industrial podem variar entre as regides. Na Europa e em paises da
América do Norte, predomina o cultivo do Agaricus bisporus (champignon de Paris),
enguanto no Japao predomina o Lentinula edodes (Shiitake) e, na China, o Flammulina
velutipes, Ganoderma lucidum, Morchela sculenta, entre outros.

O género Pleurotus esta entre os mais produzidos e disseminados em diversos
paises. No Brasil, foi realizado um censo em 2016, que mostrou que o estado de S3o
Paulo foi responsavel por produzir um total de aproximadamente 1.000 toneladas de
cogumelos frescos/més, sendo o Pleurotus spp. o género mais produzido, seguido do
Lentinula edodes (GOMES et al., 2016). Varios fatores influenciam diretamente no
cultivo de cogumelos comestiveis, desde fatores fisicos (umidade, temperatura), como
qguimicos (pH, composicdo dos substratos) e bioldgicos (contaminantes). Substratos
como palhas, bagacos e serragens, em quantidades variadas, sdo fontes
lighoceluldsicas necessarias para o metabolismo desses fungos. Os cogumelos dispdem
de enzimas capazes de hidrolisar tais substancias, de modo a facilitar sua absorcdo
e/ou utilizagdo por esses organismos (AGUIAR, 2016). O nitrogénio, por sua vez, é
essencial para a sintese de proteinas e outras substancias nitrogenadas. Quando
formulado corretamente, o nitrogénio pode aumentar o rendimento da producdo de
cogumelos, porém, em altas dosagens pode ter o efeito contrario (CHANG; MILES,
2004).

O farelo ou torta da semente de algoddo é uma fonte potencial para
alimentacdo animal por seu alto teor proteico (acima de 26%) e lipidico, mas possui
limitagdes de uso, em decorréncia da presenca do fator téxico e antinutricional,
gossipol. O gossipol é um polifenol que causa efeitos nocivos aos animais
monogastricos. A Embrapa Agroenergia tem estudado a destoxificacdo da torta de
caroco de algodao (TCA) por acdo de basidiomicetos (macrofungos), de forma que a
biomassa passe a ser favoravel para a nutricdo de monogastricos (ARAUJO et al,,
2015). O objetivo do presente trabalho foi avaliar a composicdo centesimal de
biomassas pds-cultivo (SMS) e cogumelos (corpos de frutificacdo) de diferentes
espécies (Embrapa Agroenergia e Comercial) quando cultivadas em substratos que
contém torta de caroco de algodao.
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Materiais e Métodos

As amostras para as andlises centesimais foram obtidas das misturas de
ingredientes (biomassas lignocelulésicas e torta de carogo de algodao), aqui
denominada de mistura pré-cultivo, dos cogumelos (corpos de fruticacdo pds-colheita)
e da biomassa pds-cultivo (SMS). Foram realizados quatro experimentos com
diferentes formulagdes e trés espécies de fungos. A primeira mistura continha 70% de
TCA e 30% de serragem de Eucalyptus spp., onde foi inoculado o fungo Pleurotus
ostreatus CC389, que gerou um cogumelo e um SMS. A segunda mistura continha 70%
de TCA e 30% de bagago de cana-de-agucar, onde foi inoculado o fungo Fistulina
hepatica CC102. Nesse caso, o basidiomiceto ndo frutificou, por isso foi analisado
apenas o SMS. A terceira mistura continha 20% de TCA e 80% de serragem, em que
foram inoculados os fungos Fistulina hepatica CC102 e Panus lecomtei CC40, que
geraram cogumelos e SMSs, respectivamente. A Hochibra Cogumelos Exéticos (Vitéria
da Conquista, BA) forneceu os cogumelos Pleurotus ostreatus e Pleurotus eryngii e
seus respectivos pds-cultivos, ndo sendo informada a formulacdo do substrato. Os
macrofungos P. ostreatus CC389, P. lemcotei CCA40 e F. hepatica CC102 apresentaram
resultados de degradagdao de gossipol acima de 95% em trabalhos prévios, por isso
foram utilizados neste estudo. Com excec¢dao dos fungos comerciais, todas as coletas
dos fungos silvestres foram realizadas sob a autorizagdo de bioprospecgdo SISBIO /
IBAMA n. 41346-1.

As amostras foram secas em estufa com ventilagdo forcada a 65 °C, por 48
horas, moidas em moinho ultracentrifugo (ZM 200, Retsch, Germany) e caracterizadas
guanto a composicao centesimal: matéria seca, matéria mineral, extrato etéreo, fibra
em detergente neutro, fibra em detergente acido, proteina bruta e lignina, de acordo
com Nogueira e Souza (2005). Todas as analises foram realizadas em triplicata. Os
resultados da composicao centesimal obtidos foram expressos em média + desvio
padrdo, em base seca, e analisados estatisticamente pela andlise de similaridade,
sendo utilizado como pds-teste o método de Scott-Knott. Assim, foi considerado como
estatisticamente significante o p<0,05 (nivel de significancia de 5%), utilizando o
software R Core Team® (2017).

Resultados e discussoes

A Tabela 1 apresenta os resultados da composicdo centesimal das amostras das
misturas pré-cultivo, cogumelos e SMSs analisadas. As misturas M1 e M3, contendo
serragem de eucalipto em sua composi¢cdao, mesmo em diferentes concentragdes, nao
apresentaram diferenca estatistica quanto ao teor de matéria mineral (MM). Os pds-
cultivos com maior teor de MM foram os de origem comercial (SMS5 e SMS6),
inoculados respectivamente pelos fungos P. erynguii e P. ostreatus, seguido do SMS2,
proveniente do cultivo de F. hepatica. Os cogumelos com maior teor mineral foram os
comerciais P. ostreatus e o P. erynguii. Pedra et al. (2009) analisaram dois isolados de
P. ostreatus cultivados em casca de coco moida suplementada com farelos e
encontraram teor de MM entre 6,55% e 7,66%. Com excec¢ao do SMS2, todos os pds-
cultivos apresentaram valores menores de MM em relagdo a mistura, indicando a
transferéncia de MM da mistura para os corpos de frutificacdo. Fatores como a espécie
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de fungo, as condicdes ambientais e o substrato tém influéncia direta na composicao
quimica dos cogumelos, principalmente nos minerais e na qualidade proteica.

Tabela 1. Composicdo centesimal dos cogumelos e das misturas antes e apds cultivo
de basidiomicetos em substratos com torta de algodao e substratos comerciais

AM % MM % EE %N %PB* %FDN % FDA %LIG  %CEL %HEM

M1 6,44+ 3,31+ 3,10+ 19,05+ 61,86+ 47,40+ 11,71+ 28,15 14,46
0,17 0,03  0,08® 0,04 0,30“ 0,03% 0,59%

M2 3,95+ 1,60+ 3,41+ 21,28+ 64,61t 4597+ 11,12+ 34,26 18,64
0,05% 0,06  0,11* 0,67™ 0,31% 0,28% 0,05%

M3 6,64+ 1,60+ 1,19+ 7,64+ 71,74+ 60,75+ 19,25+ 41,51 10,99
0,30™ 0,11 0,05 0,04 0,10" 0,63" 0,15™

SMS1 4,68+ 0,78+ 3,31+ 20,70+ 60,95+ 4832+ 17,36t 30,96 12,62
0,05 0,02*  0,05“ 0,30“ 0,05 0,15 0,19™

SMS2 5,82+ 1,362 351+ 21,92+ 67,53t 52,93+ 1558+ 37,35 14,61
0,21% 0,01  0,08° 0,52 0,43 0,53 0,28%

SMS3 4,64+ 0,25+ 3,62+ 23,07+ 71,07+  55,60% 9,00+ 46.60 15,46
0,00 0,10  0,14° 0,46 0,18 0,30% 0,25%°

SMS4 3,86+ 0,24+ 1,51+ 8,88+ 72,93t  57,23% 8,75+ 48,47 15,71
0,12%° 0,04 0,15 0,21 0,18% 0,17* 0,32°

SMS5 7,14+ 0,97+ 420+ 26,24+ 74,04+ 56,72+ 16,62+ 40,10 17,32
0,04" 0,08° 0,35° 2,18° 0,27 0,08" 0,30

SMS6 6,12+ 0,75+ 552+ 34,48t 69,38t 52,38t 16,16+ 36,21 17,01
0,04" 0,26° 0,11 0,70 0,08° 0,15¢ 0,31°

Cogl 7,43t 1,12+ 587+ 2569+ 29,82+ 12,95+ 0,36+
0,31° 0,11* 0,07° 0,32° 0,12° 0,27° 0,03

Cog3 4,24+ 0,68+ 4,65+ 20,01t 64,87+  27,76% o*
0,01° 0,13° 0,15° 0,02° 0,06" 0,28"

Cogd 4,34+ 0,72+ 526+ 23,05t 4538t 18,33 o*
0,12° 0,12° 0,00° 0,00° 0,34° 0,06°

Cog5 6,74+ 0,76+ 3,68+ 15,72+ 27,94+ 13,16+ 0,76+
0,18¢ 0,01° 0,16 0,30° 0,26° 0,00° 0,25"

Cog6 9,52+ 1,05+ 7,01+ 30,30+ 22,20+ 12,07+ 0,41+
0,20 0,07 0,17 0,24" 0,07 0,18° 0,18

AM: amostra; MM: matéria mineral; EE: extrato etéreo; FDN: fibra em detergente neutro; FDA: fibra em detergente
acido, LIG: lignina; N: nitrogénio; PB: proteina bruta; CEL: celulose; HEM: hemicelulose. *: para calculo de PB a partir
do teor de Nitrogénio, foi utilizado o fator 6,25 para as misturas e SMS, e o fator 4,38 para os cogumelos. Foi
realizado teste de Scott-Knott entre as misturas, entre os SMSs e entre os cogumelos, representado pelas letras
maiusculas. Foi realizado teste entre as misturas e os SMS, representado pelas letras minusculas. Foi comparado a
M1 com o SMS1, a M2 com o SMS2, a M3 como SMS3 e a M3 com o SMS4. Diferentes letras na mesma coluna
indicam diferenca estatistica entre as amostras, admitindo nivel de significancia p< 0.05.
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Dentre as misturas, a M1, com serragem de eucalipto foi a que apresentou
maior teor de extrato etéreo (EE) com 3,31%. Os SMS1, SMS5 e SMS6, inoculados com
o fungo Pleurotus spp., apresentaram teor de EE variando de 0,75 a 0,97%, nao
apresentando diferenca estatistica. Os cogumelos P. ostreatus (Cogl e Cog6) foram os
gue apresentaram maiores valores de EE, 1,12% e 1,05%, respectivamente.
Ragunathan e Swaminathan (2003) avaliaram a composi¢ao centesimal de Pleurotus
sajor-caju, obtendo valor médio de 0,95% de EE para o substrato contendo residuo da
parte aérea do algodao, aproximando-se dos resultados obtidos no presente trabalho,
com fungo do mesmo género. Dessa forma, observamos que, quando o teor de EE é
maior na mistura, o cogumelo apresenta maior teor de EE.

Os teores de proteina bruta (PB) das misturas sdo estatisticamente diferentes
um dos outros e apresentam valores entre 8% e 21%. O baixo teor de PB na M3 ja era
esperado em decorréncia da sua composicdo com 80% de serragem, que nao
apresenta muita proteina, de acordo com Andrade et al. (2008), que
encontraram valores semelhantes de PB em eucalipto (7,70%). Para o calculo de
proteinas, foi utilizado o fator de corregao 6,25, para as misturas e SMS; e 4,38, para
os cogumelos, isto porque genericamente nos alimentos as proteinas possuem 16%
nitrogénio, ao passo que nos cogumelos, pela presenca significativa de compostos
nitrogenados nao proteicos (principalmente a quitina), essa proporcdo deve ser
reduzida em 70% (FURLANI; GODQY, 2007). O cogumelo P. ostreatus foi o que
apresentou maior teor de proteina bruta, variando de 26% a 30% aproximadamente,
confirmando os estudos de Manzi et al. (1999), que analisaram diferentes isolados de
P.ostreatus e encontraram teores de PB variando entre 20% e 35%,
aproximadamente, em base seca. O teor de PB encontrado no P. erynguii (Cog5) foi
inferior (15,72%) ao encontrado por Manzi et al. (1999) (22,74%) na mesma espécie.
Os SMS5 e SMS6 apresentaram maiores valores de proteina, (34,48% e 26,4%),
respectivamente. A quantidade de colheita em funcdo do tempo pode ter
influenciado a composicao de PB entre os SMSs, pois os cogumelos comerciais que
geraram o SMS5 e SMS6 foram colhidos uma Unica vez, enquanto os demais foram
colhidos durante 21 dias (trés fluxos, aproximadamente). Furlani e Godoy (2007)
compararam diferentes espécies de cogumelos e concluiram que a grande
variabilidade dos teores de proteina pode ser explicada pela concentracdo de quitina
presente em cada espécie. Assim, a atividade metabdlica dos fungos que ficaram
por mais tempo sobre o substrato transferiram parte da proteina para os
respectivos. O teor de proteina bruta acima de 30% no SMS pode representar um
método alternativo para obtengao de insumos para nutrigao animal.

As fibras também estdo presentes tanto na forma solivel como na insollvel. As
principais fibras insollveis sdo a celulose e a lignina. A fibra em detergente neutro
(FDN) é a fracdao nutricional correspondente a soma de hemicelulose, celulose e
lignina. A hemicelulose tem alta digestibilidade, a celulose tem digestibilidade variavel
e é afetada principalmente pela maturidade das plantas e a lignina é praticamente
indigerivel por ruminantes. A fibra em detergente d4cido (FDA) é a fracdo
correspondente a soma de celulose e lignina. Os valores de hemicelulose (HEM) foram
calculados pela diferenca entre FDA e FDN, e a celulose (CEL) foi calculada pela
diferenca entre a lignina (LIG) e a FDA. Nas analises de fibras, quando o meio
apresentou maior teor de LIG (M3), os fungos F. hepatica e P. lecomtei podem ter
produzido prioritariamente enzimas deslignificantes e, quando o meio apresentou
maior teor de HEM (M1 e M2) do que LIG, os fungos P. ostreatus e F. hepatica
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produziram preferencialmente enzimas que degradaram HEM. Apds o cultivo dos
diferentes fungos, os valores de CEL encontrados nos pods-cultivo foram maiores,
sugerindo que os fungos ndo produziram nenhuma enzima que quebre a CEL
(celulases). O aumento de CEL no pés-cultivo pode ser explicado também em virtude
da presenca de fibras que compdem a parede celular dos fungos e se comportam
como celulose (insoluvel em detergente neutro e em detergente acido). Por exemplo,
a quitina, que é uma fibra encontrada na parede celular dos fungos, é estruturalmente
semelhante a celulose, podendo estar sendo contabilizada como celulose na
determinacdo de FDA. As misturas apresentaram teor de HEM variando de 10,99% a
18,64%. Os pods-cultivos de origem comercial apresentaram maior teor de HEM. No
entanto, o SMS1 (P. ostreatus) apresentou menor teor de HEM. As andlises de lignina,
celulose e hemicelulose ndo foram determinadas nos corpos de frutificacdo, pois este
sdo constiuidos basicamente por quitina e proteinas e, assim, sdo necessarios outros

métodos de avaliacdo.

Conclusoes

De acordo com os resultados obtidos na composicdo centesimal, verificou-se
gue substrato influencia diretamente na composicdo de minerais e extrato etereo dos
cogumelos e dos pds-cultivos (SMS). A avaliacdo do teor proteico sugeriu que os
diferentes fungos e tempo de colheita sdo fatores fundamentais na composi¢cdao dos
pods-cultivos (SMS). Os valores de celulose foram maiores em todos os pds-cultivos,
sugerindo que os fungos ndo produziram nenhuma enzima que quebre a celulose, ou
entdo a quitina pode estar sendo determinada como se fosse celulose na andlise de
FDA. Os valores de lignina foram menores nos pods-cultivos, demostrando a acdo
enzimatica desses fungos, degradando a lignina e tornando o SMS um substrato mais

digerivel para potencial uso como insumo na nutri¢ao animal.
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Reforma seca de biogas usando éxidos
mistos de Ni-Al e Co-Ni-Al para producao
de gas de sintese

Jéssica de Souza Silva', André Luiz Alvarenga Marinho,? Fdbio Bellot Noronha®,
Grace Ferreira Ghestf’, Emerson Léo Schu/tz5, Iténia Pinheiro Soares®

Resumo

Catalisadores a base de 6xidos mistos de cobalto (Co), niquel (Ni) e aluminio (Al) foram
avaliados no processo de reforma seca de biogas. Os éxidos mistos foram preparados
por coprecipitacdo, seguida pelas etapas de filtracdo, lavagem, secagem e calcinacao.
Foram utilizados os teores de cobalto de 0%, 5%, 10% e 15%. Todos os catalisadores
sofreram desativacdo ao longo do tempo, e os catalisadores Ni-Al e 15Co-Ni-Al
desativaram com 30 minutos de reagao. A conversao inicial de metano (CH,) foi de
78,4% e 90,9% para os 6xidos com 5% e 10% de cobalto, respectivamente, ocorrendo
reducdo significativa da conversao ao longo das 24 horas de reac¢do. A conversao inicial
de dioxido de carbono (CO,) foi maior que a de CH,4, em virtude da ocorréncia da
reacdo reversa de deslocamento. Por isso, a razdo H,/CO foi menor que 1. Os
resultados mostram que 6xidos mistos Co-Ni-Al possuem potencial para aplicacao na
reforma seca de biogds, mas ajustes na formulacdo desses catalisadores se fazem
necessarios para aumentar a conversdao e diminuir a sua desativacao, tais como a
adicao de outros metais.

Palavras-chave: catalisadores. biogas. dxidos mistos.

Introdugao

O biogas é obtido pela digestdo anaerébia de efluentes industriais, dejetos de
animais e lodo de esgoto, constituido principalmente por metano (CH,4) e diéxido de
carbono (CO;). O processo é realizado em equipamentos conhecidos como
biodigestores. O CH; é um gas combustivel e por isso o biogds é muito usado para
geracao de energia. No entanto, o biogas possui potencial para geracdo de produtos
de maior valor agregado pela sua conversdo em gas de sintese por processos de
reforma. Esses processos incluem a reforma a vapor, a reforma seca, a oxida¢do parcial
e a reforma autotérmica (SAIMURA et al., 2017; LUNEAU et al., 2017). O gas de sintese
¢ uma mistura de mondxido de carbono (CO) e hidrogénio (H,) que possui diversas
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aplicagdes, como a produgao de metanol, hidrogénio e hidrocarbonetos via sintese de
Fischer-Tropsch (YANG et al., 2014; OLAH et al., 2013; SPATH; DAYTON, 2003). Além
disso, o uso do gds de sintese em células a combustivel também vem sendo estudado.
Catalisadores a base de niquel, como Ni/Al,0s, sdo os mais empregados na reforma a
vapor de metano, devido ao baixo custo e maior disponibilidade (SON et al., 2013).
Cobalto é outro metal ativo para reagdes de reforma de metano, sendo que Co
suportado em MgO apresenta consideravel atividade para reforma seca de metano
(RUCKENSTEIN; WANG, 2000; OMATA et al., 2004; BUDIMAN et al., 2012). Neste
trabalho, catalisadores de Ni-Al e Co-Ni-Al foram preparados e usados na reforma seca
de biogas.

Materiais e Métodos

Hidrdxidos duplos lamelares de Ni-Al e Co-Ni-Al foram preparados pelo método
da coprecipitaco. Foi utilizada razdo M**/(M** + M*') igual a 0,25 e teores de cobalto
de 0%, 5%, 10% e 15%. Hidréxido de sddio foi usado como agente precipitante.

Foram preparadas duas solucdes: Solucdo A contendo nitrato de cobalto
hexahidratado (Co(NOs),.6H,0), nitrato de niquel hexaidratado (Ni(NOs),.6H20 -
VETEC) e nitrato de aluminio nonaidratado (AI(NO3);.9H20 — Fluka Analytical), e a
solucdo B contendo hidréxido de sddio (NaOH - VETEC) e carbonato de sédio anidro
(Na,COs - VETEC).

A solucdo A foi inserida numa bureta e adicionada a solugdio B em
aproximadamente 2 mL min™, sob agitacio de 750 rpm a 30 °C. Apds a adicdo, a
mistura continuou sob agitacdo por 30 minutos e posteriormente mantida em repouso
por 21 horas. A suspensdo obtida foi filtrada a vacuo e lavada para remover os ions
Na’. Por fim, o sélido foi seco em estufa, a 110 °C por 18 horas, e moido e peneirado
com granulometria <0,425 mm.

A calcinagado da amostra foi realizada em mufla com a seguinte programacao:

e Aquecimento da temperatura ambiente até 150 °C, a uma taxa de 5 °C min™,

mantendo essa temperatura por 1 hora.

e Aquecimento de 150 °C até 300 °C, a uma taxa de 10 °C min'l, mantendo essa
temperatura por 1 hora.

e Agquecimento de 300 °C até 750 °C, a uma taxa de 10 °C min'l, mantendo essa
temperatura por 2 horas.

A composicdao quimica dos catalisadores foi determinada por meio de um
espectrometro da marca Shimadzu, modelo EDX-720, o qual assiste a faixa de
elementos do sddio (11Na) ao urénio (s,U), com tubos de raios X com alvo de rédio.

Andlises termogravimétricas dos catalisadores apds a reacdo de reforma seca
do metano foram realizadas em um equipamento TA Instruments (SDT Q600). O
procedimento consiste no aquecimento de 10 mg de amostra sob fluxo de ar da
temperatura ambiente até 1000 °C, com taxa de aquecimento de 20 °C min™,
monitorando a variacdo de massa.
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Os testes cataliticos foram realizados na temperatura de 800 °C e pressao
atmosférica, utilizando um reator de quartzo. A massa de catalisador utilizada nos
experimentos foi de 20 mg, diluida em 30 mg de carbeto de silicio, evitando a
formacado de pontos quentes no leito catalitico.

Primeiramente, as amostras foram reduzidas in-situ da temperatura ambiente
até 750 °C, sob taxa de 10 °C min™ e fluxo de 30 mL min™ de H,, permanecendo nessa
temperatura por 1 hora. Apds o processo de reducdo ocorreu a purga do sistema por
30 minutos sob fluxo de N, (30 mL min™).

A mistura reacional foi composta por 50 mL min™ de CHs e 50 mL min™ de CO,,
totalizando 100 mL/min e razdo molar CH,4/CO; igual a 1,0. O gas produzido no reator
foi analisado em linha, utilizando um cromatégrafo Agilent 6890A, equipado com
detector de condutividade térmica (TCD) e uma coluna Carboxen 1010 (Supelco).

A conversdo dos reagentes (Xg) e a distribuicdo dos produtos (Sp) foram
calculadas a partir das equacgdes 1 e 2, respectivamente, sendo ng; 0 nUmero de mols
do reagente R na entrada do reator, ngr 0 nimero de mols do reagente R na saida do
reator, n, 0 numero de mols do produto P formado e n¢, @ soma do nimero de mols
dos prqgutgs;lormados em base seca.

Resultados e Discussao

A composicdo quimica dos 6xidos mistos com diferentes teores de Co estd
apresentada na Tabela 1. Os resultados de fluorescéncia de raios X mostram que os
teores de Co estiveram um pouco abaixo dos valores nominais (Co: 5, 10, 15%).

A convers3o inicial de metano e didxido de carbono, bem como a razdo H,/CO,
para os quatro catalisadores estudados, é apresentada na Tabela 2.

Tabela 1. Composicdo quimica dos catalisadores.

Amostra Composi¢ao Quimica
Co Al,O3 Ni Al/(Al+Co+Ni)
NiAl 0 14,4 66,5 0,20
5CoNiAl 4,1 14,5 62,6 0,21
10CoNiAl 8,3 15,0 57,5 0,23
15CoNiAl 12,3 14,5 53,2 0,24

Tabela 2. Conversdo inicial de metano, diéxido de carbono e razdo inicial de H,/CO

Catalisador Conversao CH, (%) Conversao CO, (%) Razdo H,/CO
NiAl 83,3 84,6 0,95
5CoNiAl 78,4 81,3 0,94
10CoNiAl 90,9 92,5 0,97

15CoNiAl 95,0 95,1 0,98
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Considerando os dados apresentados, poderiamos julgar que os catalisadores
com 10% e 15% de cobalto seriam os mais promissores para a reforma. No entanto,
esse perfil sofreu variacdo ao longo das 24 horas de monitoramento da reacdo. Os
catalisadores Ni-Al e 15CoNiAl desativaram em 30 minutos de reagdo, ocorrendo
bloqueio do leito catalitico.

Na Figura 1, sdo mostrados os dados da conversdo de metano e didxido de
carbono e a seletividade para hidrogénio e mondxido de carbono durante a reforma
seca do metano, utilizando os catalisadores com 5% e 10% de cobalto.
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Figura 1. Conversdo de metano e didéxido de carbono e seletividade de hidrogénio e mondxido de
carbono obtidos na reforma seca do metano para os catalisadores a) 5CoNiAl e b) 10CoNiAl (T = 800 °C,
Razdo CH,/CO, = 1,0).

O aumento do teor de 5% para 10% de cobalto favoreceu o aumento da
conversao inicial de reagentes, entretanto o mesmo perfil de desativacdo ao longo das
24 horas de reacdo é observado para ambos catalisadores. A razdo H,/CO decaiu
conforme o catalisador foi desativando ao longo do teste de estabilidade. A conversao
do CO, foi maior que a do metano, indicando a presenca da reacao reversa de
deslocamento.

A Figura 2 apresenta as curvas de variacdo de massa em funcdo da temperatura
da andlise termogravimétrica (TGA) e a termogravimetria derivada (DTG) dos residuos
de reacdo. Foram identificados picos de oxidacdo em torno de 560 °C (cerca de 830 K),
associados a espécies mais estaveis de carbono, como carbono grafitico ou nanotubos
de carbono de parede multipla (KITIYANAN et al., 2000). A Tabela 3 mostra a
guantidade de carbono formada ao longo da reacdo para os catalisadores 5CoNiAl e
10CoNiAl.

Tabela 3. Quantidade de carbono formada (determinada por meio das analises de
ATG), apds a reforma seca do metano a 800 °C.

Amostras Taxa de formagio de carbono (mgC-gc.t +h™)

5CoNiAl 56,4
10CoNiAl 55,6
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Figura 2. Curvas dos residuos de reac¢do a) ATG b) DTG.

Observa-se na Tabela 3 que os catalisadores, com 5% e 10% de cobalto
apresentaram uma decomposicdo de carbono prdxima, indicando, assim, que a
desativacdo deve ocorrer na mesma magnitude.

Consideragoes Finais

A conversao inicial de metano foi de 78,4% e 90,9% para os dxidos mistos com
5% e 10% de cobalto, respectivamente. A conversdo de CH,4 para esses catalisadores
diminuiu durante as 24 h de reagdo, em decorréncia da desativagao dos catalisadores,
provavelmente pela deposicao de carbono, que apresentaram uma taxa de formacao
de carbono da ordem de 56 mgC gca{l h™*. A convers3o inicial de CO, foi maior gue a de
CH,4, em virtude da ocorréncia da reagao reversa de deslocamento, resultando em uma
razdo H,/CO menor que 1. Os catalisadores Ni-Al e 15CoNiAl desativaram em 30
minutos de reac¢do, ocorrendo o bloqueio do leito catalitico. Os resultados indicam que
ajustes na formulag¢do dos éxidos mistos Co-Ni-Al devem ser realizados para torna-los
mais ativos para reforma seca de biogds e diminuir a deposicdao de carbono, tais como
a adicdo de outros metais.
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Estudo da vida util das fibras da prensagem
de dendé (Elaeis guineensis Jacq.)
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Resumo

O Oleo de palma possui importancia econOmica relevante para as industrias
alimenticia, cosmética, farmacéutica e de biocombustiveis. Conforme a Organisation
for Economic Co-Operation and Development (2015), na ultima década a producdo
mundial superou a de outros éleos vegetais, com um aumento do consumo global de
17,7 milhdes de toneladas em 1997, para 52,1 milhdes de toneladas em 2012,
tornando-se o 6leo mais consumido no mundo (EUROPEAN PALM OIL ALLIANCE, 2016).
Durante sua producdo, sao gerados diversos residuos, dentre os quais se destacam as
fibras da prensagem normalmente queimadas em caldeiras para a geracao de energia.
Essas fibras contém mais de 8% de dleo residual, que pode ser utilizado como fonte de
B-caroteno, um pigmento lipossoluvel, precursor da vitamina A, que possui atividade
antioxidante e ampla aplicacdo industrial. Entretanto, para que suas propriedades
sejam mantidas, é importante que ndo se oxide durante o armazenamento da matéria-
prima ou a extragao do dleo. Este trabalho objetivou avaliar a vida util das fibras, em
funcdo de fatores que afetam a qualidade do B-caroteno. Estudaram-se ao longo de
seis semanas os efeitos da temperatura (25 e 40 °C) e da luz (incidéncia/auséncia)
sobre a concentracdo de carotenoides, a estabilidade oxidativa e a qualidade do éleo
extraido. Independentemente do tempo de estocagem, os 6leos extraidos das fibras
armazenadas nas diferentes condicOes apresentaram alta acidez. A diminuicdo do teor
de 6leo no tempo pode indicar atividade metabdlica de microrganismos, como fungos
filamentosos, que puderam ser observados a olho nu. Esses microrganismos
aparentemente favoreceram a produ¢ao de carotenoides a 25 °C na presenga ou
auséncia de luz.

Palavras-chave: dleo de palma, fibras da prensagem do mesocarpo do fruto, B-
caroteno.
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Introducao

A palma de dleo (Elaeis guineensis Jacq.) ou dendezeiro, como é chamado no
Brasil, é cultivado em mais de 45 paises e sua area de plantio cobre aproximadamente
18,7 milhGes de hectares (cerca de 10,2% de toda a area cultivada do mundo) (FAO,
2017). Dois tipos de 6leo podem ser extraidos do processamento dos frutos do
dendezeiro: o 6leo de palma bruto, a partir do mesocarpo dos frutos e o dleo de
palmiste, obtido do endosperma das sementes. Os 6leos de palma e palmiste somam
apenas 10% do dendezeiro, sendo os 90% restante basicamente constituido por
biomassas residuais (torta de palmiste, engacos, fibras da prensagem do mesocarpo,
cascas e efluentes liquidos). Apenas cerca de 20% dos residuos da cultura do dendé
sdo comercialmente empregados (OFORI-BOATENG; LEE, 2013). Em virtude do
crescimento da area de cultivo da palma de dleo, a industria vem gerando grandes
guantidades de residuos, estimadas em 184 milhdes de toneladas anualmente em
todo o planeta (VAKILI et al., 2015). Apenas uma pequena parte desses residuos (fibras
da prensagem, engacos e cascas) é utilizada como fonte de combustivel em caldeiras
para geracao de bioeletricidade e vapor nas industrias de 6leo de palma, porém, a
maior parte é geralmente vertida em dreas abertas ou incinerada, gerando gases
nocivos para a atmosfera. Entretanto, o emprego desses residuos como fonte de
combustivel nas industrias pode ndo ser econémico devido a quantidade de energia
necessaria para queima-los. Por outro lado, os residuos da dendeicultura podem ser
aproveitados para a obtencdo de produtos de maior valor agregado (por exemplo, os
fitoquimicos), além de nutrientes usados como aditivos em alimentos para melhorar a
saude publica (OFORI-BOATENG; LEE, 2013).

A fibra de prensagem do mesocarpo é um residuo de destaque e representa
aproximadamente 12% do cacho processado e contém entre 8% e 18% de éleo cru
residual (em base seca). O dleo extraido a partir das fibras de prensagem é uma rica
fonte de carotenoides (4.000 ppm — 6.000 ppm), sendo que a- e B-caroteno perfazem
90% do total. Esses carotenoidess possuem atividade pré-vitamina A (CADENAS-TORO
et al., 2014). Como as fibras de prensagem do mesocarpo geradas pela indutria de 6leo
de palma n3ao s3ao armazenadas em condi¢cdes controladas, e também devido a
escassez de dados na literatura, o presente estudo teve como objetivo investigar
fatores fisicos que podem interferir na concentracdo dos carotenoides e na qualidade
do éleo residual extraido a partir dessas fibras. As condi¢des de armazenamento foram
incidéncia ou auséncia de luz, temperatura e periodo de armazenamento e os
parametros de qualidade considerados foram teor de carotenoides, estabilidade
oxidativa (indice de substancias reativas ao acido 2-tiobarbiturico - TBARS) e acidez,
simulando condi¢des de estocagem que podem ser encontradas na industria de 6leo
de palma.

Materiais e Métodos

As fibras de prensagem do mesocarpo do fruto de dendé (FPM) Tenera (Elaeis
guineenses Jacq.) foram coletadas no dia 21/02/2017 na Empresa Marborges (Moju-
PA), na saida do processo e congeladas no mesmo dia na Embrapa Amazénia Oriental
(Belém, PA). Foram recebidas congeladas no dia 06/03/2017 na Embrapa Agroenergia
(Brasilia, DF). Apds a recepcao, as fibras foram acondicionadas em sacos plasticos
transparentes, e parte delas foi recoberta com folhas de aluminio (para simular as
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condicdes de armazenamento expostas ou protegidas contra a luz, respectivamente) e
armazenadas em incubadoras tipo BOD a 25 °C ou 40°C contendo solu¢Ges saturadas
de NaCl a fim de criar ambientes com umidades relativas de 74,3%. Amostras de FPMs
de cada condicdo de armazenamento foram retiradas a cada 7 dias, durante um
periodo de 42 dias, para as andlises de qualidade. As FPMs correspondentes a cada
tempo de estudo foram secas em estufa com circulagdo e renovagao de ar por 24 h a
65 °C e posteriormente moidas em moinho de facas tipo Willye (STAR FT-60, Fortinox).
Os Oleos das FPMs foram extraidos em extrator por solvente acelerado (ASE-350,
Dionex) com éter de petrdleo a 70 °C e analisados quanto ao teor de acidos graxos
livres e indice de TBARS, determinados pelos métodos da American Oil Chemists'
Society (AOCS methods ..., 2005) Cd 3d-63 e Cd 19-90, respectivamente.

Os carotenoides totais foram extraidos do dleo com acetona (ACHIR et al.,
2010) acrescida de BHT (0,1% m/v) (RIVERA; CANELA, 2012) e quantificados por meio
de curva padrdo de B-caroteno em acetona, com leitura espectrofotométrica a 450
nm. O teor de extrato etéreo das FPMs foi determinado em equipamento tipo Ankon
(AOCS methods ..., 2005) (método Am 5-04). Foi utilizado um delineamento
inteiramente ao acaso, em esquema de fatorial, com 3 repeticées. Foram avaliados os
efeitos da temperatura (25 °C e 40 °C), da luz (incidéncia/auséncia) e do tempo de
armazenamento (tempo zero e 7, 14, 21, 28, 35 e 42 dias) das FPMs. Os dados foram
submetidos a analise de varidncia e as médias agrupadas pelo teste de Scott-Knott a
5% de probabilidade, utilizando-se o software SISVAR 5.6.

Resultados e Discussao

A comparacao dos resultados das FPMs nas diferentes condicées de estocagem,
considerando luz, temperatura, foi estatisticamente significativa para todas as
variaveis analisadas com p<0,05 (Tabela 1), indicadas pelas letras maiusculas (fixando-
se condicOes de luz e temperatura), minusculas (para comparar niveis de luz) e gregas
(fixando-se fatores de luz e tempo).

Na estocagem das FPMs, a 25 °C, houve aumento na concentracdo de
carotenoides totais na ultima semana de armazenamento, com relacdo ao tempo zero,
independentemente da exposi¢cdo ou da protecdo das fibras contra a luz (Tabela 1).
Para as FPMs armazenadas na auséncia de luz, o teor de carotenoides foi superior
apenas na sexta semana. Ja na presenca de luz, foi verificado um aumento significativo
na concentracdo desses compostos a partir da quarta semana de armazenamento,
atingindo valores maximos durante a quinta e a sexta semana de estocagem (5.674
ug/g e 5.305 pg/g de dleo, respectivamente). Entretanto, os carotenoides totais foram
equivalentes na ultima semana de estudo para as duas condi¢des de armazenamento
(5.305 pg/g e 5.196 pg/g de dleo na presenca e auséncia de luz, respectivamente).

O aumento constatado no teor de carotenoides do 6leo extraido das fibras
armazenadas a 25 °C pode estar relacionado com a produgdo desses compostos pelos
microrganismos observados a olho nu (fungos filamentosos) nas FPMs durante o
tempo de experimentacdo. Vale destacar que a escolha da temperatura (25 °C e 40 °C)
e da umidade relativa (74,3%) para conduzir o experimento foi realizada buscando
simular as condicGes de estocagem das FPMs observadas nas agroindustrias
processadoras de dleo de palma. Esse ambiente pode favorecer o crescimento de
fungos filamentosos, por exemplo, que podem se desenvolver em biomassas vegetais
com altas atividades de agua. As FPMs chegaram da Agroindustria (Moju, PA) até o

136

Graduados



IV Encontro de Pesquisa e Inovacdao da Embrapa Agroenergia: Anais

laboratério (LQB — Embrapa Agroenergia, Brasilia, DF) por meio de transporte terrestre
(caminhdo-refrigerado) e foram armazenadas conforme recebidas, ou seja, sem passar
por processo de esterilizagdo (autoclavagem). Desse modo, acredita-se que a flora
microbiana (bactérias, fungos, leveduras, cultivaveis ou ndo) presente desde o
processamento dos frutos até a geracdo das FPMs (apds prensagem dos frutos para a
extracdo do ¢6leo), além do translado, possa ter influenciado nos resultados da
concentracdo de carotenoides totais observados. Também, é provavel que alguns
grupos de microrganismos, principalmente fungos filamentosos, tenham sido
favorecidos pelas condi¢bes fisicas de armazenamento testadas neste trabalho.
Dentre os fungos filamentosos produtores de B-caroteno podem ser citados Blakeslea
trispora e Phycomyces blakesleenus, que também geralmente produzem utiquinonas,
ergosterol, acidos organicos e outros carotenoides como licopeno, y-caroteno e
fitoeno.

Outros fungos filamentosos pertencentes aos géneros Monascus, Paecilomyces,
Aspergillus e Penicillium, também se destacam por produzir pigmentos em
guantidades elevadas, que sdo aplicados na industria de alimentos, por exemplo
(DUFOSSE, 2006). Na Embrapa Agroenergia, alguns fungos filamentosos presentes nas
FPMs ja foram isolados (22 espécies diferentes) e identificados por técnicas de biologia
molecular em um estudo semelhante ao descrito neste trabalho. Dentre eles, podem
se citar os fungos Aspergillus oryzae e Aspergillus flavus, nas fibras armazenadas a 25
°C, na presenca de luz (dados ndo publicados). Essas espécies sdo capazes de sintetizar
pigmentos avermelhados (JOSHI et al., 2003; ASSANTE et al.,, 1981), entretanto
também podem ser produtoras aflatoxinas. Nas FPMs mantidas a 40 °C, na presencga
de luz, foi observado incremento expressivo no teor de carotenoides nas duas
primeiras semanas de armazenamento, com relagdo ao tempo zero. Apds esse
periodo, verificou-se um decréscimo na concentracdo desses compostos, que se
manteve constante até a Ultima semana de estocagem.

J& nas FPMs mantidas protegidas contra a luz a 40 °C, o conteudo de
carotenoides diminuiu significativamente na quarta, quinta e sexta semana de
armazenamento. Independentemente da exposi¢ao ou da protecdo das fibras contra a
luz, a partir da terceira semana de estocagem, a concentracdo de carotenoides sempre
foi inferior nas fibras mantidas a 40 °C com relacdo as conservadas a 25 °C, sendo a
gueda mais acentuada nas fibras armazenadas na auséncia de luz. Tal resultado pode
estar associado com a sensibilidade dos carotenoides ao calor.

O teor de extrato etéreo (lipidios totais) das FPMs diminuiu ao longo das
semanas independentemente das condi¢Oes de armazenamento (Tabela 1), indicando
atividade metabdlica de microorganismos, tais como os fungos filamentosos, ja
mencionados anteriormente. As FPMs mantidas a 25 °C, na presenca de luz,
apresentaram a queda mais acentuada e, paralelamente, o maior teor de carotenoides
totais, corroborando com possibilidade do aumento desses pigmentos ocorrer devido
a biossintese de metabdlitos secundarios produzidos por microrganismos.

Fixando-se os niveis do tempo de armazenamento, a 25 °C, o indice de TBARS
do dleo foi equivalente independentemente da exposicdo ou da protecdo das FPMs
contra a luz durante as trés primeiras semanas de estocagem (Tabela 1). A mesma
tendéncia foi observada para as FPMs mantidas a 40 °C, em um determinado tempo de
armazenamento. Na quarta e quinta semana de estudo, para as duas temperaturas
avaliadas, foi verificado um maior indice de TBARS no éleo extraido a partir das FPMs
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armazenadas na presenca de luz, enquanto na sexta semana de estocagem o indice de
TBARS foi equivalente. Na presenca de luz, a 25 °C e 40 °C, também se verificou a
formagdao mais rapida de produtos estaveis (produtos secundarios de oxidagao,
substancias reativas ao acido 2-tiobarbiturico), pois na sexta semana de
armazenamento os valores foram equivalentes aos do tempo zero. De modo geral, a
partir da terceira semana de armazenamento, as FPMs armazenadas na presenga ou
auséncia de luz a 25 °C apresentaram o6leos com indices de TBARS superiores aos
verificados nas FPMs acondicionadas a 40 °C.

Tabela 1. Efeito da temperatura (25 °C e 40 °C) e da luz (incidéncia/auséncia) sobre os
teores de carotenoides, indice de acidez, extrato etéreo e TBARS ao longo de seis
semanas de armazenamento da fibra de prensagem de dendé.

T Tempo de armazenamento das fibras

L °C TO s1 S2 S3 S4 S5 S6

CAROTENOIDES TOTAIS (pg/ g de 6leo)

P 25 2.051Caa 3.308Caa 3.232Caa 3.273Caa 4.227Baa 5.674Aaa 5.305Aaa
40 2.051Baa 3.679Aaa 3.091Aaa 2.075Bba 2.475Bba 1.725Bba 2.214Bba

2 25 2.051Baa 3.251Baa 2.817Baa 3.495Baa 3.036Bap 3.000Bap 5.196Aaa
40 2.051Aaa 3.225Aaa 2.341Aaa 1.875Aba 1.283Bbp 1.000Bba 767,5Bbp

EXTRATO ETEREO (% b.s.)

P 25 11,23Aaa 9,50Aaa 7,41Baa 6,98Baa 4,65Caf 3,17Cbp 3,44CaP
40 11,23Aaa 6,93Bbp 5,60Bap 6,47Baa 4,35Baf 5,43Baa 5,24Bap

A 25 11,23Aaa 9,14Baa 8,47Baa 6,15Caa 8,99Baa 8,06Baa 6,32Cba
40 11,23Aaa 9,24Aaa 8,80Aaa 7,47Baa 7,47Baa 7,32Baa 9,75Aaa

INDICE DE TBARS

p 25 0,055Baa 0,050Baa 0,075Baa 0,105Aaa 0,112Aaa 0,129Aaa 0,076Baa
40 0,055Baa 0,067Baa 0,069Baa 0,090Aaa 0,091Aaa 0,062Bba 0,063Baa

2 25 0,055Baa 0,063Baa 0,062Baa 0,109Aaa 0,074Bap 0,075Bap 0,084Baa
40 0,055Aaa 0,064Aaa 0,072Aaa 0,079Aba 0,060AbB 0,055Aaa 0,036Aba

ACIDEZ (%)

P 25 12,39Caa 16,78Baa 22,47Aaa 23,77Aba 18,36Bbp 19,70Abp 22,12Abp
40 12,39Caa 15,34Caa 20,99Baa 33,06Aaa 31,97Aaa 34,18Aaa 35,25Aaa

A 25 12,39Caa 18,59Baa 24,48Baa 26,55Bba 26,15Bba 31,17Aaa 29,59Aba

40 12,39Caa 17,79Baa 22,20Baa 31,58Aaa 33,99Aaa 32,37Aaa 37,34Aaa

TO, S1, S2, S3, S4, S5, S6 = tempo zero e primeira, segunda, terceira, quarta, quinta e sexta semana de armazenamento,
respectivamente; P e A = fibras armazenadas na presenga e na auséncia de luz, respectivamente. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott, no nivel de 5% de significancia. Para a comparagdo do tempo de estocagem
das fibras (linha), fixados os niveis dos fatores luz e temperatura, empregaram-se letras maidlsculas; para a comparagdo da
temperatura de armazenamento das fibras (coluna), fixados os niveis dos fatores luz e tempo, utilizaram-se letras minusculas e
para a comparacdo dos niveis de luz (coluna), fixados os niveis dos fatores temperatura e tempo, utilizaram-se letras gregas.

Independentemente da condicdo de armazenamento, houve aumento do
indice de acidez dos 6leos ao longo do tempo (Tabela 1). A partir da terceira semana
de armazenamento, as FPMs armazenadas na presenca ou auséncia de luz, a 40 °C,
apresentaram o6leos com indices de acidez mais acentuados que os observados nos
Oleos das FPMs conservadas a 25 °C. Por sua vez, a 40 °C ndo houve interferéncia da
protecdo ou exposicdo a luz das fibras sobre o indice de acidez dos éleos, enquanto a
25 °C, analogamente ao indice de TBARS, depois da quarta semana de
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armazenamento, as fibras protegidas contra a luz propiciaram éleos com maiores
indices de acidez. A acidificacdo mais rapida observada nos éleos extraidos das FPMs
mantidas a 40 °C pode estar relacionada com a alta temperatura de armazenamento
associada a alta umidade relativa do ambiente (74,3%), que favorecem o crescimento
de microrganismos e a degradacdo do dleo. A atividade microbiana e os altos teores de
umidade, que servem como fonte de moléculas de dgua para desencadear uma série
de reagbes quimicas indesejdveis, ocasionam a hidrélise das moléculas de
triacilglicerideos dos 6leos e consequentemente o aumento do teor de acidos graxos
livres. Os 6leos extraidos a partir das FPMs armazenadas nas diferentes condigGes,
indicaram baixa qualidade, ndo atendendo as espeficicacdes descritas na Resolucdo
RDC n2 270 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2005). Esta RDC estabelece
que o teor de acidos graxos livres para 6leos nao refinados ndao deve exceder 10 mg
KOH/g de dleo (5% de acidez).

Conclusoes

No presente estudo, foram armazenadas as fibras resultantes da prensagem do
dendé (FPMs) em diferentes condi¢des de temperatura e luminosidade, ao longo de
seis semanas, a fim de caracterizar o 6leo residual. Os 6leos indicaram instabilidade
oxidativa e baixa qualidade em funcdo do tempo. O indice de acidez foi o parametro
gue apresentou as mudancas mais significativas. O armazenamento das fibras a 25 °C,
na presenca ou auséncia de luz, foi a condicdo que favoreceu a producdo de
carotenoides, como também a maior quantidade visivel de fungos filamentosos, ao
passo que, o armazenamento a 40 °C ocasionou um decréscimo na concentracao
desses compostos bioativos. Em estudos posteriores, seria interessante quantificar as
densidades de bactérias, leveduras e fungos filamentosos associadas com as fibras
durante o armazenamento para se ter um maior controle sobre as condi¢des que
favorecem o desenvolvimento desses microrganismos, além de identificar e avaliar
guais sdao os microrganismos produtores de carotenoides e se sdo reconhecidos como
seguros.
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Resumo

Os biocombustiveis vém se destacando no atual cendrio energético. Porém. a
necessidade da desconstrucdo da parede celular vegetal e a obtencdo de aclcares
fermentesciveis da porcdo holoceluldsica requerem processos adicionais. Nesse
sentido, as hidrdlises enzimaticas, que fazem uso de celulases e hemicelulases, tém
recebido atencdo quanto a utilizacdo de enzimas acessdrias, como monoxigenases
liticas de polissacarideos (LPMOs). As LPMOs sdo capazes de realizar clivagem oxidativa
de polissacarideos na presenca de doador de elétrons. cuios produtos podem ser
verificados por meio de espectrometria de massas. Esta técnica é uma ferramenta
analitica capaz de identificar compostos. a partir de uma razdo massa/carga (m/z).
Porém, alguns fatores reacionais. como tampdes de incubacdo. podem influenciar no
perfil dos oligossacarideos obtidos na reacdo enzimatica entre LPMOs (enzimas) e
celulose (substrato) na analise espectrométrica. Dessa forma. o obietivo deste trabalho
foi verificar aual o melhor tamp3do de incubacdo para o substrato celuldsico PASC
(Phosphoric Acid Swollen Cellulose) por MALDI-TOF MS (do inglés Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization. Time-of-fliaht e Mass spectrometry). a fim de otimizar o método
analitico para deteccdo da atividade de LPMOs. Os tampdes de acetato de amonio,
fosfato de potdssio, fosfato de sddio e fosfato-salino foram testados e apresentaram
nitida influéncia na ionizacdo dos oligossacarideos. Dentre os tampdes avaliados, o
fosfato de potassio e fosfato-salino mostraram-se invidveis, em virtude da
possibilidade de dupla interpretacdo dos valores m/z detectados. Destaca-se que o
fosfato de sodio seria o mais indicado, tendo em vista a maior quantidade de
oligossacarideos nativos identificados, sugerindo sua utilizacdo em processo de
hidrdlise de PASC por LPMOs.

Palavras-chave: oligossacarideos. sacarificagdo da biomassa lignoceluldsica.
monoxigenases liticas de polissacarideos. espectrometria de massas.
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Introducao

Os bicombustiveis sdao fontes renovdveis e sustentdveis alternativas aos
combustiveis fosseis. Tal energia pode ser obtida a partir de residuos agroindustriais
e/ou florestais (NAIK et al., 2010). Porém, isso envolve processos adicionais de pré-
tratamento e hidrdlise da biomassa utilizada como matéria-prima (SOREK et al., 2014),
0 que onera o processo e, consequentemente, o produto final.

Diversos estudos vém sendo realizados a fim de otimizar a etapa de
sacarificacdo da biomassa lignoceluldsica, por meio do emprego de enzimas como
celulases e hemicelulases para desconstrucdo da parede celular (RYTIOJA et al., 2014).
Porém, a utilizacdo de enzimas acessorias podem auxiliar na atuacdo dessas glicosideo
hidrolases. Dentre as enzimas acessdrias, as monoxigenases liticas de polissacarideos
(LPMOs) tém sido apontadas como promissoras para a degradacdo da celulose e de
outros polissacarideos (HORN et al., 2012; AGGER et al., 2014; BEESON et al., 2015).

As LPMOs clivam as ligagdes B-1,4 glicosidicas dos substratos, que sdo
inacessiveis a clivagem por enzimas hidroliticas. Tais enzimas atuam com clivagens
oxidativas dependentes de oxigénio molecular e doador de elétrons (enzimatico ou
nao enzimatico) (EIBINGER et al., 2014). A reducdo da recalcitrancia e a degradac¢ao de
polissacarideos por hidrélise enzimatica sao aceleradas quando se faz uso de LPMOs.
Essas monoxigenases aumentam a concentragdo de terminais redutores e reduzem a
presenca de inibidores enzimaticos (VERMAAS et al., 2015), facilitando assim a acdo
sinérgica entre as celulases.

Ensaios enzimaticos na presencga de substratos celuldsicos sintéticos podem ser
realizados a fim de verificar a atividade enzimdtica das LPMOs. Como substratos
celulésicos sintéticos utilizados nesses ensaios, podem ser mencionados Avicel e PASC
(Phosphoric Acid Swollen Cellulose) (ISACKEN et al., 2014; FORSBERG et al., 2011). O
substrato PASC permite melhor atuacdo enzimadtica, em decorréncia de seu prévio
tratamento 4acido, que facilita a formacdo de oligossacarideos de menor grau de
polimerizagao (ZHANG et al., 2009).

Além do substrato empregado nos ensaios enzimaticos de LPMOs, outros
fatores devem ser considerados, tais como: doador de elétrons, temperatura, agitacao,
tempo e tampado de incubagdo. Os produtos obtidos nessas reagdes podem ser
analisados a partir da técnica de espectrometria de massa, tendo em vista a baixa
concentracdo dos produtos da reacdo e a alta sensibilidade da técnica (WESTERENG
et al., 2011; BEY et al., 2013; FROMNHAGEN et al., 2015). A espectrometria é
uma ferramenta analitica, que permite caracterizar moléculas, por meio da razao
massa-carga (m/z) desses analitos (HARRIS, 2008). O tipo de espectrometro de
massas utilizado em uma andlise depende das caracteristicas da amostra
(HOFFMANN; STROOBANT, 2007).

O MALDI-TOF MS (do inglés, Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization e
Time-of-flight) é um equipamento bastante utilizado para analise de moléculas
maiores, como carboidratos e proteinas. Esse equipamento emprega a ionizacdo por
MALDI e a andlise de massas por tempo de voo (TOF). Os ions sdo entdo detectados e
enviados a um sistema como uma razdo m/z em fung¢do da intensidade, indicando
assim o perfil da amostra (HOFFMANN; STROOBANT, 2007; SKOOG et al., 2010).

O método analitico com maior acuracia, ou seja, que determina o perfil dos
componentes envolvidos em reagdes enzimaticas sdao de suma importancia para
validar a acdo de uma enzima. Dessa forma, este trabalho tem como objetivo avaliar
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por MALDI-TOF MS o perfil do substrato celulésico PASC, que é muito utilizado no
ensaio para deteccdo da atividade de LPMOs, quando incubado em diferentes
tampoes.

Materiais e Métodos

O substrato PASC (Phosphoric Acid Swollen Cellulose) foi preparado conforme a
metodologia descrita por Zhang et al. (2009) e Wood (1988).

Para os ensaios, preparou-se uma solucdo estoque de PASC de 10 mg/mL,
sendo utilizado na concentracdo de 2 mg/mL, em um volume final de 100 pL. O
substrato foi incubado com os tampd&es de acetato de amdnio, fosfato de potdassio,
fosfato de sddio e fosfato-salino (Phosphate Buffered Saline - PBS), na concentragado
final de 50 mM e pH 6,0. Cada tampao foi testado individualmente, e a dgua foi
utilizada como padrao da reagdo. Os ensaios foram realizados em triplicata. Tais
ensaios foram homogeneizados em vértex por 1 minuto, centrifugados a 14.000 rpm
por 5 min, para obtencdo do sobrenadante (que continha os oligossacarideos soluveis),
do qual foram retirados 10 uL nos tempos 0 h, 6 h, 24 h e 48 h. Estes foram incubados
a 50 °C a 900 rpm até a analise do tempo seguinte.

As aliquotas do sobrenadante foram imediatamente analisadas por
espectrometria de massas, conforme metodologia descrita por Rodrigues et al. (2017).
As amostras foram preparadas por meio do método two-layer, utilizando o acido 2,5-
dihidroxidobenzoico (DHB) como matriz aplicada na proporcdo de 3:1 (matriz-
amostra), com adicdo de cloreto de sddio (2 mM). A andlise desses produtos foi
realizada em MALDI-TOF/TOF MS (UltrafleXtreme, Bruker Daltonics) em modo refletor
positivo, adquirindo dados na faixa m/z 0 - 7000 (Full Scan) e, em seguida, de m/z 640
- 2000. Para calibracdo do equipamento, foi utilizado o Peptide Calibration Standard
(Bruker Daltonics), que possui a mesma faixa de massa a ser analisada. Os dados de
massas foram obtidos utilizando o software flexControl versdo 3.4 (Bruker Daltonics) e
processados utilizando o software Flexanalysis versao 3.4 (Bruker Daltonics).

Resultados e Discussao

O perfil dos oligossacarideos provenientes do substrato celuldsico PASC ndo se
alterou no decorrer do tempo entre 0 e 48 horas de incubacdo a 50 °C e 900 rpm nos
tampoes avaliados. Assim, para avaliacdo da influéncia dos diferentes tampodes,
considerou os perfis dos oligossacarideos do tempo zero, como pode ser visto na
Figura 1.

Os oligossacarideos obtidos apds a reacao de PASC apresentaram grau de
polimerizacdo (DP) de 6 a 10 glicoses, cuja identificacdo de cada ion (visualizado na
Figura 1), pode ser visualizada na Tabela 1.
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Figura 1. MALDI-(+)-TOF MS do substrato PASC nos diferentes tampdes e em agua. No primeiro espectro
(a) pode ser visualizada a matriz (em vermelho), que é utilizada como branco da reagdo. Nos demais
espectros, sao observados o perfil do substrato PASC quando incubado em agua (b) e nos tampdes de:
(c) acetato de amodnio — em roxo, (d) fosfato de potdssio — em azul, (e) fosfato de sddio — em marrom e
(f) fosfato-salino — em verde. Valores m/z em azul referem-se aos oligossacarideos nativos, com adutos
de sddio, enquanto aqueles em laranja referem-se a possiveis oligossacarideos oxidados, na forma de
acido aldonico ou ainda a adutos de potéssio de oligossacarideos nativos.

Nota-se que, ao utilizar o tampao de acetato de amoénio (Figura 1c) e de fosfato
de sédio (Figura 1le), os produtos detectados nas reacdes foram iguais aos
oligossacarideos nativos com adutos de sédio (em azul) em todos os tempos
analisados. Sendo a intensidade desses sinais superior quando se empregou o tampao
de fosfato de sddio (Figura 1le). Isso era esperado tendo em vista a adicdo de cloreto
de sddio durante o preparo da amostra, além dos ions de sddio provenientes do
proprio tampdo de incubacdo (fosfato de sddio). Esses sais podem melhorar a
ionizacdo de oligossacarideos e, por isso, sdo indicados para esse tipo de analise
(BRUKER DALTONICS, 2015).

Ao utilizar o tampao de fosfato de potassio (Figura 1d) e fosfato-salino (PBS)
(Figura 1f), foram visualizados valores m/z referentes a oligossacarideos nativos com
aduto de potdssio ou a oligossacarideos oxidados com aduto de sddio (Tabela 1). E
esses valores apresentaram alta intensidade em todos os tempos de analise.
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Tabela 1. Valores m/z encontrados na analise espectrométrica de PASC em diferentes
tamp®des e sua respectivas relacdes com celo-oligossacarideos (nativos e/ou oxidados)
com varios graus de polimerizacdo (DPn), detectados como adutos de sédio[M+Na]* e
potassio [M+K]".

Meio de incubagao Massa/carga (m/z) dos  Oligassacarideos Oligossacarideos
(Agua/Tampdes) oligossacarideos sodiado potassiados
[M+Na]* [M+K]*
Agua/Fosfato de
Potassio/Fosfato de 1013 [DP6 + Na]* -
Sodio
Fosfato de Potéssio 1029 [DP6aa + Na]” [DP6 +K]*
Todos 1175 [DP7 + Na]* -
Agua/Fosfato de R .
.. . 1191 [DP7aa + Na] [DP7 + K]
potassio/Fosfato-salino
Todos 1337 [DP8 + Na]* -
Agua/Fosfato de R .
L. . 1353 [DP8aa + Na] [DP8 + K]
potassio/Fosfato-salino
Todos 1499 [DPY + Na]* -
Agua/Fosfato de R .
L. . 1515 [DP9aa + Na] [DP9 + K]
potassio/Fosfato-salino
Todos 1661 [DP10 + Na]* -
Fostafo de . .
1677 [DP10aa + Na] [DP10 + K]

potassio/Fosfato-salino

*aa refere-se ao oligossacarideo oxidado na forma de acido aldénico.
(WESTERENG et al., 2011; FORSBERG et al., 2011; BEY et al., 2013; GHATGE et al., 2015)

E importante destacar que o fosfato-salino é um tampao composto pela mistura
dos sais de cloreto de sédio, cloreto de potdssio, fosfato de sédio dibasico e fosfato de
potassio monohidratado. Como esse tampdo possui tanto ions de sédio quanto de
potdssio, e as amostras do tampdo de fosfato de potdssio foram preparadas com a
adicdo de cloreto de sédio, a dualidade na interpretacdo desses valores permanece.
Porém, devido ao fato de esse produto estar presente neste ensaio (que é um controle
nas reagdes enzimaticas), sugere que ele se refere a um oligossacarideo nativo que foi
detectado como aduto de potassio e ndo ao oligossacarideo oxidado (produto esperado
na reagdo com a enzima LPMO), que, por sua vez, possui mesmo valor m/z.

Destaca-se ainda que os tampdes de acetato de amébnio e de fosfato de sddio
seriam os mais vidveis para o emprego em ensaios de atividade de LPMOs, tendo em
vista que os perfis dos oligossacarideos nesses tampdes se assemelham aquele obtido
quando o substrato estd em agua. Entre esses dois tampdes, o de fosfato de sédio
destacou-se por permitir deteccdo de mais oligossacarideos (DP6 a DP10), quando
comparado com o tampao de acetato de amonio, que, por sua vez, ndo detectou o DP6.

Os resultados obtidos demonstram claramente que os tampdes podem
influenciar na ionizacdo dos produtos avaliados (Tabela 1), evidenciando a necessidade
de estudar o perfil dos substratos empregados nos ensaios em diferentes tampdes,
para garantir a correta interpretacdo dos produtos detectados durante a andlise, além
de permitir uma analise mais sensivel.
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Consideracgoes Finais

Foi possivel notar a influéncia dos tampdes na ionizacao dos oligossacarideos.
Percebeu-se que os oligossacarideos detectados nos tampdes que contém sais de
potassio (fosfato de potassio e fosfato-salino) podem referir-se tanto a
oligossacarideos nativos com adutos de potassio ou a produtos da acdo enzimdtica de
LPMOs (oligossacarideos oxidados). Dessa forma, torna-se invidvel a utilizacdo desses
tampodes, bem como de outro que contenha o ion de potdssio em sua composicdo. Isso
permitird minimizar os possiveis interferentes na detec¢do da atividade da enzima de
interesse. Dentre os tampdes avaliados, o mais indicado para ensaios enzimdaticos de
LPMO foi o fosfato de sddio, uma vez que identificou um maior nimero de
oligossacarideos nativos (DPs), com destaque para o m/z 1013, que n3o foi identificado
pelos demais tampdes.
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Uso de catalisadores multifuncionais a base
de Ni e Mo para a producao de diesel verde
pelo processo de hidrodesoxigenacao a
partir de materiais residuais da producao
de biodiesel

Vannia Cristina dos Santosl, Bruno Leite Sampaio 2, Gustavo Alves da Costa®
Emerson Léo Schultz®, Itdnia Pinheiro Soares

Resumo

No processo de producdo de biodiesel pelo método convencional a partir de
oleaginosas, embora seja bem estabelecido, restam algumas lacunas a serem
preenchidas. Uma delas é a destinacdo adequada dos residuos obtidos. Uma
alternativa para essa problemdtica pode ser a transformacdo desses materiais
residuais em hidrocarbonetos similares ao diesel de petrdleo. Para tanto, hd a
necessidade de se investir no design de catalisadores multifuncionais que possam ser
eficientes nesse processo, visto que este envolve varias etapas até a formacgdo dos
hidrocarbonetos, quando se utiliza a reacdo de hidrodexogenacdo (HDO).
Catalisadores a base de Ni e Mo sdo considerados promissores, pois apresentam sitios
ativos metalicos, bem como sitios acidos. No presente trabalho, investigou-se a
atividade catalitica de catalisadores a base de Ni e Mo em reac¢des HDO e os resultados
preliminares indicaram que os catalisadores foram ativos em, ao menos, uma etapa do
processo.

Palavras-chave: diesel verde. niquel. hidrodexogenacao.

Introdugao

O biodiesel tem se destacado na matriz energética nacional, como um
componente renovavel, diminuindo a demanda do diesel de origem féssil, gerando
emprego e renda no Pais, que esta atualmente em segundo lugar no ranking mundial
de producdo do biocombustivel. Apesar do grande sucesso do Programa de Producdo e
Uso do Biodiesel (PNPB), desde seu langamento em 2004, o setor ainda tem alguns
desafios a vencer para alcancar nimeros ainda mais expressivos (AGENCIA NACIONAL
DO PETROLEO, GAS NATURAL E BIOCOMBUSTIVEIS, 2017). Um desses desafios esta
relacionado a uma destinacdo adequada dos residuos do processo de producdo. Nas
etapas de separacao e purificacdo do biodiesel, é gerado um residuo composto por
triglicerideos remanescentes, ésteres, dacidos graxos livres, glicerol, metanol,
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catalisador e outros. Para aumentar o rendimento, esse residuo pode ser reprocessado
para produzir mais biodiesel. No entanto, acaba por causar danos aos reatores devido
ao tratamento acido (LEE; WILSON, 2015). Apesar das diversas vantagens da utilizagao
do biodiesel, algumas desvantagens estdo relacionadas ao fato de ser um combustivel
oxigenado e, portanto, com menor poder calorifico que o diesel e as insaturacdes que
o tornam menos estavel e sujeito a oxidacao (PATTANAIK; MISRA, 2017; PEREGO;
RICCI, 2012).

Sendo assim, uma alternativa para transformacdo dos residuos da producdo de
biodiesel em biocombustiveis mais estaveis e com propriedades fisico-quimicas mais
préoximas as do diesel de petréleo pode-se dar por meio das reagdes de
hidrodesoxigenacdo (HDO). Essas rea¢des podem ser empregadas em dleos acidos,
residuais ou 6leos virgens (PATTANAIK; MISRA, 2017; SUGAMI et al., 2017).

No processo descrito na Figura 1, obtém-se um combustivel por meio de
reacOes de reducdo de triglicerideos por hidrogénio e também pela eliminacdo dos
atomos de oxigénios em moléculas como H,0, CO, e CO. Os produtos apresentam
estrutura quimica idéntica aos hidrocarbonetos obtidos do petréleo, podendo atuar
como um combustivel alternativo que pode substituir o combustivel fdssil, sem
necessidade de adaptacdo pelo motor automotivo (MELERO et al., 2012). Além disso, o
processo pode ser adaptado para a producdo de outros combustiveis, como o
bioquerosene (MELERO et al., 2012). Os hidrocarbonetos gerados por esse método
podem ser denominados de Green diesel ou diesel verde.

OERE y O_TRQ
°1 0 2 U. o
I . R1w0ul0WW
8] 8]

)

Hidrodexogenacao

CopHas  +C0O + H,O
C4gH=g T 2H.D

Figura 1. Esquema simplificado da transformacgdo de um triacilglicerol em hidrocarbonetos por meio das
etapas de reagdo de hidrodesoxigenacdo, decarboxilagdo e decarbonilagdo.

Para alcancar eficiéncia nos processos citados anteriormente, faz-se necessario
o design de catalisadores adequados. Catalisadores heterogéneos multifuncionais sdo
considerados os mais indicados, pois podem ser moldados de acordo com o processo
de interesse, além de serem facilmente recuperados ao final do processo e
reutilizados. Todos esses fatores contribuem para o desenvolvimento de um processo
sustentdvel e ambientalmente correto.
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As propriedades fisico-quimicas e estruturais mais importantes que devem ser
levadas em consideracdo no design de catalisadores para essas rea¢des sao: acidez,
porosidade, capacidade de transferéncia de H, bem como estabilidade térmica e
quimica.

As reac¢des HDO ocorrem por meio de sequéncia de reacdes de hidrogenacao,
desidratagdo, descarboxilagdo ou descarbonilagao, ou seja, os catalisadores devem
conter sitios ativos metalicos que apresentam a capacidade de transferir a molécula de
hidrogénio, bem como conter sitios acidos de Bronsted ou Lewis que possam
promover as etapas de desidratacdao. As reagdes de cragueamento também ocorrem
pela presenga de catalisadores contendo sitios 4acidos de Bronsted e Lewis
(PATTAINAK; MISRA, 2017; SUGAMI et al., 2017).

Os metais mais comumente utilizados para reagdes de hidrogenagao de C=C e
C=0 sdo: Pt, Pd, Rh, Ru e Ni (PATTAINAK; MISRA, 2017; SUGAMI et al., 2017). O niquel
tem sido amplamente utilizado como catalisador, pois possui baixo custo quando
comparado aos metais mais nobres. A adicdo de metais com caracteristicas de acidos
de Lewis, como o molibdénio, tungsténio ou niébio (KON et al., 2014) podem
promover a formacdo de um catalisador multifuncional que pode atuar nas reacdes de
HDO, craqueamento catalitico, bem como em outras etapas das reagdes de
transformacao da biomassa em produtos de maior valor agregado. Sendo assim, neste
trabalho foi avaliado o desempenho de catalisadores a base de Ni e Mo suportados em
silica, zedlita e alumina na reacdo HDO para a formacdo de hidrocarbonetos a partir de
um material residual do processamento do biodiesel. Além disso, investigou-se a
influéncia da dispersdo das espécies ativas de Ni na superficie no desempenho
catalitico.

Materiais e Métodos

Nas rea¢des foram utilizados: ciclohexano como solvente, H, de 99,99% de
pureza como reagente, e um residuo do processamento de biodiesel doado por uma
usina no Centro-Oeste como substrato. Utilizou-se catalisadores a base de niquel,
contendo 15% e molibdénio (5%) incorporados sobre a superficie de suportes
inorganicos como a alumina (Al,05), silica mesoporosa do tipo MCM-41 e zedlita ZSM-5.

A silica mesoporosa do tipo MCM-41 foi preparada de acordo com metodologia
conhecida (BECK et al., 1992). Inicialmente, preparou-se uma solucdo aquosa alcalina
(NH3 0,2 M) de brometo de cetiltrimetilaménio como direcionador de estrutura,
seguido da adicdo do tetraetilortosilicato como fonte de silicio. Apds etapa de agitacao
e tratamento hidrotérmico a 80 °C, o sélido resultante foi filtrado e lavado com agua,
seguido de secagem, sendo na sequéncia submetido a calcinacdo a 550 °C para a
remocdo do surfactante e formacdo do sdlido mesoestruturado. As espécies ativas de
Ni e Mo foram depositadas na superficie do suporte por impregnacdo aquosa com a
adicdo do etilenoglicol levando a formacdo dos sdlidos Nil5/MCM-41 e
Ni15Mo5/MCM-4 (QlU et al., 2013; PARLETT et al., 2017). Nil5 refere-se a um teor de
15% de Ni incorporado no suporte MCM-41, e Mo5 refere-se a um teor de 5%.
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Realizou-se 0 mesmo procedimento para os suportes de Al,0; e ZSM-5 obtidos
comercialmente.

Os catalisadores foram investigados na reagdao HDO utilizando um reator de
alta pressdao 450CC MetalQuim. Inicialmente, o catalisador passou por uma etapa de
reducao a 260 °C a uma pressdao de H, de 8 a 20 bar, por 3 h. Apds essa etapa,
adicionou-se o substrato, um residuo oriundo do processo de produgao do biodiesel.
Utilizou-se 10% de catalisador a 260 °C, 20 bar de H, durante 6 h de reacdo. Ao final
da reacgdo, centrifugou-se a suspensao para separar o catalisador e a solugdo com os
produtos da reagdo. A fase liquida foi rotoevaporada para a remogao do solvente e o
catalisador foi recuperado para posterior caracterizacdo. Os produtos de reacdo foram
caracterizados por CG e CG-MS. Para a determina¢do do perfil de acidos graxos, as
amostras foram convertidas em ésteres metilicos de dacidos graxos (FAME) e,
subsequentemente, analisados por CG Shimadzu modelo CG-2010 plus, com deteccdo
por lonizagdo em chama (AOCS Official Method Ce 1-62 e Ce 2-66). Os resultados sdo
expressos em percentual relativo de acidos graxos presentes nas amostras.

Resultados e Discussao

Inicialmente, o material residual utilizado como substrato foi caracterizado
quanto ao perfil de acidos graxos e o resultado estd apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Perfil de acidos graxos do material residual utilizado como substrato.

Acido graxo Carbonos (insaturagoes) Teor (%)
Miristico 14:0 1,5
Palmitico 16:0 17,8
Palmitoleico 16:1 1,0
Estearico 18:0 12,1
Eldidico 18:1(cis) 1,6
Oleico 18:1(trans) 30,1
Linoleico 18:2 29,9
Linolénico 18:3 3,3

Pode-se observar que os componentes majoritarios s3ao dacidos graxos
insaturados correspondentes aos acidos oleico e linoleico. Sabe-se que a presenca de
um elevado numero de insaturacdes tende a tornar as moléculas menos estdveis
guimicamente, podendo provocar oxidacdo, degradacdo e polimerizacdo do
biocombustivel final, causando inconvenientes se inadequadamente armazenado ou
transportado. Além disso, uma acidez elevada acarreta danos nos reatores onde se
produz o biodiesel. Sendo assim, essas caracteristicas ndo sdo desejadas para a
producdo do biodiesel convencional, porém podem ser atrativas para sua
transformacdo em hidrocarbonetos por meio do processo HDO e ser utilizado como
um biocombustivel similar ao diesel do petréleo.

Com relacdo aos catalisadores preparados, pode-se observar que o método de
impregnacao aquosa com a adicdo de etilenoglicol foi eficiente para promover a
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formacao de espécies de Ni em escala nanométrica, na faixa de 7 nm, de acordo com a
andlise de microscopia eletrénica de transmissdo (resultados ndo apresentados) e
altamente dispersos na superficie da silica. Sabe-se que a atividade catalitica de
espécies de Ni estd intimamente relacionada com o tamanho das particulas e, de
maneira geral, quanto menor o tamanho maior tende a ser a atividade catalitica.

De acordo com a Figura 2, pode-se observar a relagdo entre os componentes
saturados/insaturados apds a reagdo de HDO. Uma das primeiras etapas da reagdo
HDO, descrita na Figura 1, estd relacionada com a hidrogenacao das duplas ligacdes
presentes nos acidos graxos. No material de partida (substrato), observa-se uma razao
de aproximadamente 0,5. Apds a reagdo, observa-se um aumento bastante
significativo dessa razdo para a maioria dos catalisadores testados, inferindo o
aumento no teor de acidos graxos saturados.
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Figura 2. Relagdo entre o teor de acidos graxos saturados e insaturados apds a reacdo HDO com os
catalisadores preparados.

Observa-se que os catalisadores de Ni/MCM-41 e Ni/ZSM-5 (Figura 2) foram
ativos na etapa de hidrogenacdo. A adicdo de Mo no sdlido de silica NiMo/MCM-41
ndo apresentou um resultado significativo. No entanto, quando se utilizou um suporte
com caracteristica mais acida como a ZSM-5 (NiMo/ZSM), observou-se uma atividade
levemente superior, sugerindo que a acidez do suporte desempenha um papel
importante. Além disso, pode-se confirmar a presenca da mistura dos ésteres metilicos
de acidos graxos, por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de
massas. Para a reacdo catalisada por Ni/ZSM e NiMo/ZSM, observou-se a presenca de
uma molécula de éster metilico de acido graxo ramificada. Sabe-se que zeélitas sdo
ativas em reacdes de isomerizacdo. A presenca de moléculas de hidrocarbonetos nao
pode ser confirmada, provavelmente devido a baixa conversdo. Novos experimentos
utilizando condicdes de reacao diferentes serdo realizados na tentativa de promover a
formacdao desses compostos de interesse. Além disso, os catalisadores serao
caracterizados com relacdo a suas propriedades texturais, fisicas e estruturais, por
porosimetria, difratometria de raios-X, microscopia eletrénica de transmissdo e
espectrometria de emissdo dptica, entre outras. As caracterizacdes serdo realizadas
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para a correlagao das propriedades fisicas e estruturais com a atividade catalitica, visto
que propriedades como area superficial, porosidade, fase cristalina e tamanho de
particulas podem influenciar diretamente no desempenho catalitico.

Conclusoes

Os resultados da atividade catalitica na reacdo HDO utilizando os catalisadores
a base de Ni e Mo demonstram que os catalisadores foram ativos na primeira etapa da
reacdao HDO, por meio da hidrogenacao das duplas ligagcdes, formando acidos graxos
saturados. Acredita-se que a otimizacdo das condi¢cdes de reacdo, pode levar a
conversao total dos materiais residuais em hidrocarbonetos similares aos do diesel de
petréleo.
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