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Apresentacao

Ha alguns anos a Embrapa Agroenergia se propOs a realizar um evento que
mobilizasse os pesquisadores, analistas, técnicos, assistentes e colaboradores para
discussdo cientifica de alto nivel. A ideia do grupo de idealizadores, ao qual eu tenho
a grata satisfacdo de estar incluido, foi inicialmente organizar um evento em que os
trabalhos técnico-cientificos realizados pela Embrapa Agroenergia pudessem ser
expostos, apresentados, debatidos e premiados. Nascia assim o Encontro de Pesquisa e
Inovacdo, o qual passamos a chamar de EnPl. A primeira edicdo do evento, realizada em
2014, seguiu a risca tal ideia e contou com a apresentacdo e premiacdo de trabalhos de
colaboradores de diversos niveis (graduacdo, pdés-graduacdo e pos-doutorado).

O sucesso da primeira edicdo foi tamanho que estimulou a Unidade a seguir
realizando o evento. No ano seguinte, 2015, além da apresentacdo de trabalhos de
colaboradores, o encontro ganhou corpo e passou a contar também com um Seminario,
o qual denominamos de “Agroenergia em Foco”. Ainclusdo do semindrio na programacao
do EnPl objetivava estabelecer um férum de discussdes sobre temas relevantes nas
areas de Agroenergia e de Quimica e Tecnologia de Biomassas. O sucesso desse novo
formato fez com que o Semindrio passasse a fazer parte permanente da programacao
do EnPl, pois, além de levar informacdes de qualidade a sociedade, enriqueceu as
discussoes cientificas de nossas equipes, contribuindo para o planejamento estratégico
da Unidade com foco na geracdo de solucGes tecnoldgicas inovadoras. A partir de sua
terceira edicdo, em 2016, as palestras passaram a ser transmitidas ao vivo por streaming
nas midias sociais da Embrapa e da Unidade, visando ampliar o alcance do evento.
Por fim, mais recentemente, passamos também a aceitar trabalhos de colaboradores
vinculados a outras instituicdes em parceria com a Unidade. Isso nos permitiu ampliar
a abrangéncia dos trabalhos apresentados durante o encontro e, ao mesmo tempo,
fortalecer o relacionamento com nossos parceiros.

Passados 6 anos da primeira edicdo, chegamos a 2020 com a 62 edi¢do do evento.
E, como ndo poderia deixar de ser, continuamos inovando em seu formato e em seu
conteudo. Com as restricdes impostas pela pandemia da Covid-19, que infelizmente
alterou significativamente o modo como trabalhamos e interagimos, lancamo-nos
ao desafio de organizar nosso encontro de maneira totalmente digital, em vez de
cancelarmos o evento, ou pularmos um ano em sua organiza¢do. Remodelamos, entdo,
o formato das mesas-redondas, palestras, apresentacfes e da avaliacdo dos trabalhos.
Também incluimos na programacdo um evento com foco em inovacdo e negdcios,
intitulado “InovAR — Didlogos de Inovacdo Tecnoldgica”, com o objetivo de prospectar
demandas, discutir solucdes tecnoldgicas e possiveis parcerias com o setor produtivo. O
resultado final € um evento com formato agil, objetivo e conciso, mas muito denso em
conteudo.

Em linha com a estratégia de atuacdao da Unidade, focada na geracdo de ativos
tecnoldgicos e pré-tecnolédgicos para aumento da competitividade da bioeconomia
brasileira em duas vertentes (biocombustiveis e bioprodutos), para esta edicdo,
escolhnemos como tema central do Semindrio Agroenergia em Foco “Bioprodutos:
agregacdo de valor as agroindustrias”, com énfase especial ao desenvolvimento de



novos bioinsumos para uso na agropecuaria nacional, em alinhamento com as diretrizes
estabelecidas pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (Mapa), que
este ano langou o Programa Nacional de Bioinsumos.

Esperamos que todo o conteldo deste encontro, incluindo as palestras, que ficardo
disponiveis no site do evento, e os trabalhos publicados nestes Anais, sirva como
fonte de informacdo para toda a comunidade académico-cientifica e também como
elemento de aproximagdo da nossa Unidade com outras instituicdes de pesquisa e
desenvolvimento, publicas e privadas, envolvidas no desenvolvimento de tecnologias
nas areas de biocombustiveis, bioprodutos e bioinsumos.

Alexandre Alonso Alves
Chefe-Geral da Embrapa Agroenergia



O VI Encontro de Pesquisa e
Inovagao da Embrapa Agroenergia

Organizagao

Chefia-adjunta de Pesquisa e Desenvolvimento (CHPD) e Nucleo de Apoio a
Programacdo (NAP), com o apoio da Chefia-adjunta de Transferéncia de Tecnologia
(CHTT), do Comité Local de Publicacdes (CLP), do Setor de Prospeccdo e Avaliacdo
de Tecnologias (SPAT), do Setor de Comunicacdo e Marketing (SCM), do Setor de
Implementacdo da Programacdo de Transferéncia de Tecnologia (SIPT) e do Nucleo de
Tecnologia da Informacao (NTI).

Objetivos

e Debater e avaliar o cendrio externo a Embrapa no que diz respeito a bioinsumos
e a bioprodutos, prospectando avancos e oportunidades na drea de bioeconomia.

e Debater politicas publicas e novos focos de PD&I para os temas de bioinsumos e
outros bioprodutos.

e Divulgar os trabalhos de PD&I desenvolvidos na Embrapa Agroenergia ou em
instituicGes parceiras de projetos, nas areas de Biomassa para uso industrial,
Biotecnologia industrial e Quimica de renovaveis e materiais renovaveis.

e Premiar os melhores talentos nas categorias de graduandos, pds-graduandos e
profissionais.

Formato

Asexta edicao do Encontro, realizada em formato digital, nos dias 24 e 25 de novembro
de 2020, pelo canal da Embrapa no YouTube, tem como tema central “Bioprodutos:
agregacdo de valor as agroindustrias”, com especial énfase em Bioinsumos, e conta com a
presenca de oito palestrantes convidados, externos ao quadro da Embrapa Agroenergia.

O evento deste ano estd subdividido em trés momentos:

I.  Simpdsio Agroenergia em Foco, com o tema “Biomassa para a Bioeconomia”,
composto por duas mesas-redondas que abordam os temas “Bioinsumos” e
“Bioprodutos”.

Il.  Sessdo de divulgacdo dos trabalhos cientificos do VI EnPI, submetidos em for-
mato de artigo, com apresentacdes ao vivo em salas de reunido publicas (por
meio da ferramenta Google Meet). A sessdo de encerramento do evento conta
com a divulgacdo e premiacdao dos melhores trabalhos de PD&I apresentados
nas categorias graduandos, pds-graduandos e profissionais, com o patrocinio da
Associacdo Brasileira de Bioinovagdo (ABBI).



lll. Sessao de Transferéncia de Tecnologia da Embrapa Agroenergia, intitulada
InovAR — Didlogos de Inovagao Tecnoldgica, com foco em materiais renovaveis.

Publico-alvo

O publico-alvo sdo pesquisadores, professores, estudantes de pds-graduacdo e
graduacdo envolvidos em pesquisas relacionadas a producdo de Agroenergia, em
especial nos temas bioeconomia, quimica, biotecnologia, nanotecnologia e dareas
correlatas. Esta sexta edi¢cdao do EnPI, totalmente on-line e gratuita, amplia seu publico-
alvo, possibilitando a participacdo de varias instituicdes de pesquisa e empresas em
ambito nacional, de forma a abranger profissionais e estudantes vinculados as Unidades
de pesquisa da Embrapa e a universidades com as quais a Embrapa mantém parcerias
formalizadas. Os setores publicos, agentes reguladores e agentes de fomento estdo
igualmente contemplados, uma vez que as apresentagdes e os debates que ocorrem
durante o encontro podem servir como norteadores para a formula¢do de acgdes
governamentais nos ambitos distrital e federal.
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Avaliacao do potencial antioxidante
do extrato da casca de coco (Cocos
nucifera L.) em biodiesel

Nicoly Luiza Moreira de Melo?, Patricia Abrao Oliveira Molinari?, Itdnia Pinheiro Soares?

Resumo

Desde a insercdo do biodiesel na matriz energética nacional um dos temas frequentes nos
debates é a qualidade do biocombustivel. O fato se deve pela composicdao do biodiesel,
que diferentemente do diesel de petrdleo é formado por compostos oxigenados e com
ligagdes duplas conjugadas, o que favorece os processos oxidativos. Assim, a estabilidade
a oxidacdo é um dos parametros mais importantes na especificacdo do biodiesel. Em
2019 a Agéncia Nacional de Petrdleo, Gas Natural e Biodiesel (ANP) publicou uma
resolucdo que alterou de 8 para 12 horas o tempo minimo de estabilidade no ensaio de
oxidacdo acelerada. Para atingir esse parametro de qualidade, os fabricantes utilizam
aditivos antioxidantes de base petroquimica que agregam custos ao produto. Dessa
forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial antioxidante de um
aditivo obtido de fonte renovavel em biodiesel, pelo método de oxidacdo acelerada,
utilizando Rancimat. Foram utilizadas duas amostras do extrato da casca de Coco (Cocos
nucifera L.), a primeira foi preparada apenas com extracdo em heptano, e a segunda
com extragao em 80% heptano e 20% etanol. Em concentragdes de 400 ppm e 730 ppm,
a primeira amostra apresentou média de periodo de inducdo de 4,34 horas e 6,91 horas,
respectivamente. A segunda amostra, na concentracao de 2.550 ppm, apresentou
média de periodo de inducdo de 8,54 horas. Ainda que os valores apresentados sejam
inferiores as 12 horas minimas estabelecidas pela norma da ANP, a atividade antioxidante
do extrato em questao se mostrou bastante promissora.

Palavras-chave: biocombustiveis, oxidacao, rancimat.

Introducao

Os biocombustiveis tém representado uma importante parcela na matriz energética
nacional, podendo substituir parcial ou totalmente os combustiveis provenientes do
petréleo, em algumas situacdes. Nesse cendrio, o biodiesel tem se destacado como o
segundo biocombustivel liquido mais utilizado no Brasil (Agéncia Nacional de Petréleo,
Gas Natural e Biocombustiveis, 2020), sem falar do destaque internacional, uma vez que
o Brasil é o terceiro maior produtor mundial (Statista, 2020).

Ainsercdo do biodiesel na matriz energética ocorreu em 2005, a partir do lancamento
do Programa Nacional de Producdo e Uso do Biodiesel (PNPB) e da lei 11.097, que,
sancionada, regulamentou a comercializacdo do biocombustivel na mistura com diesel,

! Graduanda em Farmacia, Universidade de Brasilia, estagiaria da Embrapa Agroenergia, nimm.nicolyluiza@gmail.com
2 Farmacéutica, doutora em Quimica, pesquisadora da Embrapa Agroenergia, patricia.oliveira@embrapa.br
3 Quimica, doutora em Quimica, pesquisadora da Embrapa Agroenergia, itania.soares@embrapa.br
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em carater autorizativo, e em 2008, em carater compulsério. Atualmente, o percentual
do biodiesel no diesel de petrdéleo deve seguir o cronograma preconizado na Resolugdo
CNPE n? 16, de 29 de outubro de 2018, sendo que no ano de 2019 foi autorizada a
mistura de 12% de biodiesel no diesel. A referida lei determina, ainda, que o percentual
da adigdo deve sofrer o acréscimo de 1% até alcangar o limite maximo fixado de 15%,
em 2023.

Apesar do grande sucesso do PNPB, um fator que inspira cuidados é a estabilidade
do biodiesel frente aos processos de oxidacdo. As duplas ligagdes conjugadas presentes
nos ésteres que formam o biodiesel favorecem esses processos. Dessa forma, um dos
importantes parametros para a garantia da qualidade do biodiesel é a estabilidade
oxidativa, que é obtida pela adicdo de aditivos antioxidantes, usualmente o TBHQ
(Pinheiro, 2013). O limite de aditivacdo do biodiesel com antioxidantes é estabelecido
pela Resolugdo ANP n2 1, de 06 de janeiro de 2014, nao sendo permitidas concentragdes
que excedam 5.000 ppm.

Desde o inicio do PNPB o parametro de estabilidade oxidativa teve trés alteracdes
nos limites minimos referentes ao tempo que o biodiesel aditivado deve permanecer
estavel. Em 2019, a exigéncia passou de 8 para 12 horas, por meio da Resolucdo
ANP n2 798/2019.

Um estudo realizado por Oliveira (2012) testou a atividade antioxidante dos extratos
de horteld, alecrim, erva-mate e sabura (pdlen apicula coletado pelas abelhas Jatai,
Tetragonisca angustula) aditivados no biodiesel a 1.000 ppm. Apenas o extrato de
Saburd atendeu as especificacdes da ANP como antioxidante, apresentando o maior
periodo de inducdo da oxidacdo, de 11 horas. O potencial antioxidante do Saburd pode
ser explicado pela sua composicao rica em polifendis, tocoferdis e flavonoides.

O trabalho de Franga (2014) abordou o potencial da Moringa oleifera (Moringaceae)
como fonte antioxidante para biocombustiveis. A adicdo do extrato de Moringa oleifera
ao biodiesel de soja aumentou significativamente o tempo de indugdo das amostras,
tendo como comparativo o biodiesel sem a presenca de aditivo antioxidante (biodiesel
puro). Porém, apenas na concentracdao de 2.000 ppm o valor ficou dentro do limite
especificado pela norma da ANP (6 horas, na época do estudo).

A adicdao de antioxidantes de base petroquimica agrega mais custos ao produto.
Sendo assim, uma importante frente de pesquisa tem sido a busca por aditivos que
possam reduzir os custos ao produtor e, de preferéncia, que possam ser obtidos de
fontes renovaveis.

O extrato de Coco (Cocos nucifera L) é amplamente conhecido devido as suas
propriedades antioxidantes, que podem ser justificadas pela presenca de compostos
fendlicos (Oliveira, 2015). Assim, o objetivo deste estudo foi analisar o potencial de extratos
da casca de coco (Cocos nucifera L.), utilizando heptano e a mistura heptano/etanol como
solventes de extracdo e andlise de estabilidade oxidativa por Rancimat.

Material e Métodos

Materiais

Foram utilizados reagentes Sigma Aldrich, etanol pureza 99,8, heptano 99% e sulfato
de sédio anidro 99,0%. As cascas de coco coletadas no Distrito Federal foram trituradas em
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triturador de facas para coco, Trapp, modelo TRC 40. Em seguida, foram secas em estufa de
ar circulante, a temperatura de 35 °C, por 3 dias.

Producao do biodiesel

O biodiesel foi produzido utilizando a razdo molar alcool/biodiesel de 6:1 e 0,7% de
KOH em relagdo a massa do 6leo. A reacao foi processada por um periodo de 60 minutos, a
temperatura de 45 °C. Apds o processo de lavagem, o biodiesel foi rotaevaporado, passando
ainda por secagem com sulfato de sédio anidro.

Producao do extrato 80% heptano e 20% etanol

O biodiesel é solivel em solventes organicos como o heptano. Porém, os solventes
polares costumam extrair compostos que apresentam agdo antioxidante, como os
fendlicos. Por esse motivo, a mistura dos solventes etanol e heptano foi escolhida para
extra¢ao de compostos na casca do coco.

Primeiramente, pesaram-se 5g de casca de coco, previamente triturada, adicionaram-
-se 40 mL de heptano e 10 mL de etanol. Os reagentes ficaram sob refluxo por 3 horas,
a temperatura de 45 °C. A amostra foi filtrada a vacuo e em seguida rotaevaporada e
concentrada, com volume final de 4 mL.

Producao do extrato 100% heptano

Pesaram-se 5g de casca de coco, previamente triturada, e em seguida foram
adicionados 60 mL de heptano. Os reagentes ficaram sob refluxo por 4 horas, a
temperatura de 45 °C. A amostra foi filtrada a vacuo e em seguida rotaevaporada e
concentrada, com volume final de 5,74 mL.

Preparo das amostras de biodiesel com os extratos

Como continham solventes, os extratos foram adicionados em determinado volume
a um béquer, e aguardou-se a evaporacao do solvente; adicionou-se biodiesel; fez-se a
homogeneizacdo e calculou-se a real concentracdao do material.

Foram preparadas as seguintes amostras:

e 2 mL de extrato obtido pela extracdo com etanol/heptano e 10 g de biodiesel —
concentracgao final 2550 ppm.

e 1 mL de extrato obtido pela extracao apenas com heptano e 10 g de biodiesel —
concentracgao final 400 ppm.

e 2 mL de extrato obtido pela extragdo apenas com heptano e 10 g de biodiesel —
concentragao final 730 ppm.

Analise das amostras

As andlises foram feitas em triplicata utilizando um analisador de estabilidade a
oxidacdo, Metrohm (modelo: Rancimat 873), previamente ajustado para o método
EN141102. As amostras somente foram inseridas quando o bloco de aquecimento
atingiu a temperatura de 110 °C.
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Resultados e Discussao

Os resultados das analises das amostras de biodiesel aditivadas com o extrato de
heptano 100% e extrato 80% heptano 20% etanol sdo apresentados na Tabela 1.

As amostras que foram aditivadas com o extrato 100% heptano nas concentracoes
de 400 ppm e 730 ppm obtiveram média de periodo de inducdo de 4,34 horas e 6,91
horas, respectivamente.

As amostras aditivadas com o extrato 80% heptano e 20% etanol, na concentracao
de 25.50 ppm, obtiveram média de periodo de inducdo de 8,54 horas.

Observa-se que houve maior variacdo entre as replicatas na concentracdo de
730 ppm. Possiveis causas da diferenga entre os valores podem ser atribuidas a falha na
homogeneizacdo da amostra, ou a uma evaporacao incompleta do solvente, antes da
adicdo do biodiesel ao tubo.

N3do foram testadas concentracdes mais altas dos extratos em questdo, mas, pelos
baixos limites testados e pelos resultados obtidos, é possivel que se tenham periodos de
inducdo bastante superiores ao estabelecido na norma, dentro do limite de 5.000 ppm.

Tabela 1. Periodo de indugdo (horas) das amostras aditivadas com extrato 100% heptano e das amostras

80% heptano 20% etanol e respectivos brancos.

Concentragao Replicata 1 Replicata 2 Replicata 3 Média Desvio
(ppm) (horas) (horas) (horas) (horas) padrdo

Heptano - 400 4,58 4,39 4,07 4,34 0,25
Heptano - 730 7,83 8,67 4,24 6,91 2,35
Branco (heptano) 3,01 4,01 - 3,51 0,70
Heptano/etanol 2550 8,52 8,38 8,73 8,54 0,17
Branco (heptano/etanol) 1,95 - - - -
Conclusao

Os resultados dos extratos da casca de coco como aditivo antioxidante para
o biodiesel se mostraram bastante promissores. Ainda que n3ao se tenha atingido o
minimo estabelecido de 12 horas, cabe ressaltar que nao foi utilizado o limite maximo
de concentracdo dos extratos no biodiesel. Assim, trabalhos futuros devem ser
realizados para encontrar uma condicdo de extracao e concentracao que possa atender
a especificacdo exigida na norma da ANP.
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Caracterizacao de fluorescéncia de
carbon dots visando sua aplicacao
no cultivo de microalgas
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Resumo

O cultivo de microalgas pode representar uma possibilidade interessante para a
producdo de combustiveis renovaveis, porém ainda ndo é economicamente vidvel para
essa finalidade. Alguns estudos demonstram incremento na producdo de biomassa
algal ao utilizar, no cultivo, carbon quantum dots (CQD), nanoparticulas florescentes
de carbono. Ainda ndao ha um consenso sobre o mecanismo de interagao dos CQDs
com as microalgas, podendo ser: ou por melhorar a eficiéncia na captura de luz, ou
por gerar carbono inorganico in situ. Neste trabalho foi feita a caracterizacdo fisico-
-quimica preliminar de um CQD para sua aplicacdo no cultivo de microalgas, de modo
a fornecer bases para compreensdo do mecanismo de acdo nas microalgas. Ensaios
fluorimétricos foram realizados com um CQD em diferentes pHs (5, 6, 7, 8 e 9) e apds
diferentes intervalos de tempo expostos a luz (0, 7 e 14 dias). Os resultados indicam
gue o pH muda o perfil da fluorescéncia, o que pode ser causado pela existéncia de
grupos carboxila na superficie do CQD estudado. Além disso, had fotodecomposi¢do das
nanoparticulas, essa reacdo se estabiliza apds 7 dias. Os CQDs sdo menos afetados em
pHs alcalinos do que em pHs acidos. Dessa forma, os CQDs serdo degradados durante o
cultivo e sua fluorescéncia ndo sera estavel ao longo do tempo, o que sugere que se faca
uma investigacao sobre se os fragmentos dos CQDs podem ser utilizados como fonte de
carbono pelas microalgas.

Palavras-chave: carbon quantum dots, microalgas, fluorescéncia.

Introducao

A demanda energética mundial aumenta cerca de 1,3% a cada ano, e ainda ha grande
dependéncia das energias fésseis como o carvao (IEA, 2018, 2019). Com o aquecimento
global, é imperativo encontrar fontes de energia renovaveis, a fim de alcangar emissdes
de gases do efeito estufa liquidas préximas de zero, e que possam suprir esse crescente
consumo de energia (IEA, 2020). Nessa busca, a pesquisa com microalgas ganha destaque
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desde 2005, com cerca de 1.000 artigos cientificos por ano, desde 2016, segundo a base
de dados Scopus. A biomassa algal contém uma variedade de lipideos, carboidratos,
pigmentos, proteinas, enzimas e antioxidantes. Este fato possibilita uma rica gama de
aplicacdes que envolvem: biocombustiveis (biodiesel, lipideos, etanol e hidrogénio),
tratamento de residuos, materiais, cosméticos, nutracéuticos, industria alimenticia e
nutricdo animal. Em especial, o desenvolvimento de biocombustiveis e o tratamento
de residuos podem ser importantes ferramentas para o arrefecimento das mudancas
climaticas (Jalilian; Najafpour; Khajouei, 2020).

As microalgas sao um conjunto de seres fotossintetizantes. Ao cultiva-las de modo
autotrofo, havera a captura de CO, presente no ar e a formacdo de O, e glicose. Apesar
de a combustdo dos biocombustiveis de microalgas liberarem CO,, a emissdo liquida
de gases do efeito estufa pode ser proxima de zero. Somem-se a isso outros beneficios
como menor area de cultivo em relagdo a outras culturas (como a soja), a auséncia
de competicdo com a producdo de alimentos e a possibilidade de usar efluentes
industriais e urbanos na producdo (Schenk et al., 2008). Entretanto, as etapas de cultivo,
colheita e pds-tratamento da biomassa sdao muito onerosas. Para que houvesse uma
viabilidade econémica nos produtos combustiveis derivados de microalgas, os precos
por quilograma de biomassa deveriam ser menores que um Euro, mas os pregos variam
entre um e cinco Euros (Fernandez; Sevilla; Grima, 2019).

Dessa forma, exige-se grande desenvolvimento cientifico na producado de biomassa
de microalgas a fim de que os produtos combustiveis finais sejam competitivos. Nesse
contexto, algumas pesquisas apontam que o uso de nanoparticulas de carbono, carbon
quantum dots (CQD), no cultivo de microalgas pode aumentar a producao de biomassa
ou a concentragdo de biomoléculas desejaveis (Xue et al., 2020). CQDs sao aglomerados
de centenas ou milhares de atomos, com diametros de particula que variam entre 1 e 10
nandmetros. Tal associagdo numericamente pequena de atomos permite caracteristicas
Gticas e eletrbnicas Unicas, com grande destaque para a fluorescéncia. Esta é observada
por causa das transi¢cdes eletrénicas por bandas proibidas de energia (bandgaps) dos
orbitais m conjugados e defeitos de superficie que aprisionam a energia (Lim; Shen;
Gao, 2015). Ha inumeros métodos de sintese dos CQDs; o hidrotermal, o eletroquimico,
a irradiacdao com ultrassom e a pirdlise sao alguns deles. Também ha a possibilidade
de adicionar outros compostos em menores quantidades para mudar as propriedades
eletronicas dos CQDs (dopagem). Os compostos mais usados sdo com nitrogénio,
enxofre e sais inorganicos (Molaei, 2019).

Assim, tanto pela grande variedade de CQDs quanto pela pequena quantidade de
estudos, ainda ndo esta claro como ocorre a interagdo entre os CQDs e as microalgas.
Alguns artigos sugerem que o beneficio das particulas é a conversao de luz, ou seja,
comprimentos de onda ndo utilizados (ultravioleta) sdo convertidos em radiacdo
fotossinteticamente ativa (azul visivel), melhorando a capacidade de captura da luz
pelas células e ampliando a atividade fotossintética (Choi et al., 2020). Outros trabalhos
propdem que as microalgas conseguem degradar os CQDs usando enzimas oxidativas,
gerando CO, dentro da alga, o que facilita a captura de CO, e, destarte, aumenta a
atividade fotossintética (Zhang et al., 2018).

Este trabalho consiste em um estudo preliminar de um CQD visando sua aplicacao no
cultivo de microalgas. Amostras de CQD em diferentes condig¢des (tempo, pH, exposicao
a luz e armazenamento no escuro) tiveram a fluorescéncia analisada, gerando resultados
interessantes que apontam a dependéncia principalmente do pH e da exposi¢cdao a
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luz na atividade de fluorescéncia do CQD analisado. Essas analises servirdo de base
para futuras pesquisas visando compreender tanto a interagdao destes CQDs com as
microalgas, como para possiveis otimizacdes de caracteristicas para CQDs sintetizados
para essa finalidade.

Material e Métodos

Preparagao das amostras

As amostras do Carbon Dot Krill A32 (CDA32) foram cedidas pela startup KrillTech. A
nanoparticula e a metodologia de sintese sdao objeto de pedido de protecao patentaria
(processo de numero BR 10 2020 002172 9), de titularidade da Embrapa, da UnB e
da KrillTech. O CDA32 é feito por meio de processo hidrotermal e tem dopagem com
nitrogénio. Foram preparadas 3 solugdes de 50 mg/L com o CDA32. Cada solugdo foi
dividida em 5 recipientes. Utilizando uma soluc¢do de hidroxido de sddio 12 mg/L, o pH de
cada recipiente foi ajustado para que cada replicata tivesse 5 solugdes com o respectivo
pH: 5, 6, 7, 8 e 9. Entre os ensaios fluorimétricos, as amostras foram armazenadas em
frascos tampados transparentes e irradiadas, a uma mesma distancia, por iluminacao
de lampadas fluorescentes tubulares. Em um mesmo pH, foi amostrado um volume de
3 mL de cada replicata para servir de controle. Essa solu¢ao de controle foi armazenada
no escuro.

Ensaios fluorimétricos

Os ensaios fluorimétricos foram realizados no espectrofotémetro SpectraMax M2 da
marca Molecular Devices utilizando uma cubeta de quartzo. As amostras foram excitadas
nos comprimentos de onda 320 nm, 335 nm, 350 nm, 365 nm e 380 nm. A fluorescéncia
emitida foi coletada no intervalo de 360 nm a 800 nm. Os ensaios foram feitos nos dias
0, 7 e 14, contados a partir da preparagdo das solugdes.

Testes estatisticos

Por ter a maior intensidade de fluorescéncia, os dados do comprimento de excita¢do
365 nm foram utilizados para as comparacdes com os testes estatisticos. Quando foram
comparadas amostras em diferentes condicdes (pHs diferentes ou nimero de dias
diferentes), foi utilizado o teste T de Student para diferenciar as médias com 95% de
confianga, de modo a determinar se os valores eram diferentes estatisticamente. Ja as
comparagdes com o controle guardado no escuro foram feitas utilizando um teste T de
Student simples com 95% de confianca.

Resultados e Discussao

O ambiente do cultivo de microalgas é bem diferente de uma aplicagao pontual de
CQDs como a bioimagem. Geralmente os cultivos de microalgas podem durar mais de
14 dias, sao muito oxigenados e precisam de iluminac¢do frequente. Todos esses fatores
contribuem para um meio de facil degradacdo de moléculas organicas. Assim, um estudo
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em que ha a intensidade de fluorescéncia dos CQDs expostos a essas condi¢des pode
dar uma maior clareza sobre o mecanismo de interagao dos CQDs com as microalgas.
Este estudo dara importantes ferramentas para uma sintese orientada a gerar CQDs
com propriedades que maximizem os beneficios dessa interacao e, consequentemente,
proporcionem maior produtividade de biomassa de microalgas.

Além disso, o pH do meio esta muito relacionado com o metabolismo da microalga
e os nutrientes disponiveis. O consumo de NH,* pelas microalgas causa a acidificagdo
do meio pela liberagao de ions H*, podendo variar de pH 7 até préximo de 3, enquanto
o consumo de ions HCO,  esta ligado a formagdo de hidroxilas e alcalinizagdo do meio,
o que pode gerar valores de pH préoximos de 9 (Ribeiro et al., 2020). Ademais, estudos
com controle de pH apontam que pHs alcalinos podem gerar um aumento da densidade
celular das microalgas (Gong et al., 2014). Por isso, também optou-se por verificar o
comportamento da fluorescéncia do CDA32 em diferentes pHs.

Influéncia do pH na fluorescéncia

A Figura 1 mostra as diferentes curvas de fluorescéncias em diferentes condicdes do
CDA32. E possivel perceber que diferentes pHs tiveram diferentes comportamentos de
fluorescéncia. Os testes estatisticos entre as curvas de fluorescéncia no dia zero resultaram
em dois grupos de fluorescéncia semelhantes: um grupo acido (pH 5, 6 e 7) e um grupo
basico (pH 8 e 9). O primeiro apresentou uma intensidade de fluorescéncia média de
1365 a.u., enquanto que, no segundo, houve uma intensidade média um pouco menor de
1060 a.u. O pico de emissao continuou no comprimento de onda de 450 nm.
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A Figura 2 é um espectro de infravermelho do CDA32. A caracterizacao dos sinais
seria: 3196 cm™', O-H de &cido carboxilico; 1706 cm™, C=0 de &cido carboxilico
conjugado; 1553 cm™, C=C de alceno conjugado. De posse desses dados, é possivel
admitir que na superficie da nanoparticula ha grupos funcionais carboxila (-COOH),
que, dependendo do valor de pH, poderdo estar protonados ou ndao. Usando um valor
de constante acida de um dacido organico conjugado como referéncia, o acido acrilico
com pKa = 4,72; significaria dizer que, no pH 5, ainda haveria uma concentracdo quase
igual de carboxilas e carboxilatos (-COO") na superficie do CDA32. Com o aumento
do pH, hd o aumento de carboxilatos em solucdo, e, provavelmente, nos pHs 8 e 9,
apenas carboxilatos. Assim, como o ion carboxilato apresenta uma carga negativa em
ressonancia com a ligacdao dupla da carbonila, hd uma diferenga na distribuicao de cargas
na superficie da nanoparticula. Logo, é de se esperar mudancas nas bandas energéticas
de orbitais 1t conjugados e, portanto, curvas de fluorescéncia diferentes.

Transmitancia %

Figura 2. Espectro de Infravermelho
com Transformada de Fourier do
CDA32.

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Comprimento de Onda (cm-1)

Influéncia da luz na fluorescéncia

As curvas demonstram que houve perdas de intensidade de fluorescéncia de mais
de 55% nas amostras apos 7 dias de irradiagdo luminosa em comparagao com o dia
0 (zero). Por outro lado, as amostras armazenadas no escuro ndo tiveram perda de
intensidade de fluorescéncia. Assim como a luz aparenta ser a principal causa da perda
de atividade fluorescente, reacdes de oxidacao fotocatalisadas podem ter causado a
perda de arranjos estruturais importantes que geravam a fluorescéncia.

Interessantemente, todas as amostras no escuro apds 7 ou 14 dias apresentaram
alguma mudanca estatistica em rela¢do ao perfil de fluorescéncia verificado no dia 0. E
possivel notar que houve um aumento de intensidade de fluorescéncia em quase todos
os pHs. Isso indica que, além da luz, ha algum outro fator que possa contribuir para
a mudanca desses fendmenos de superficie do CDA32, consequentemente, gerando
curvas de fluorescéncia distintas.
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As curvas de fluorescéncia em um mesmo pH entre o dia 7 e o dia 14 sao
estatisticamente equivalentes em quase todos os pHs, com exce¢ao do pH 9. Esse fato
sugere que essas reacOes de degradacgdo possam chegar a uma espécie de equilibrio em
gue a taxa de degradacdo aparente da nanoparticula fique préxima de zero e o perfil de
fluorescéncia permaneca praticamente constante.

Com base na semelhanca observada entre os dias 7 e 14, foi feita uma andlise
comparativa entre os diferentes pHs no dia 7. O grupo basico (pH 8 e 9) permaneceu
estatisticamente semelhante entre si e exibiu intensidade de fluorescéncia média de 500
a.u. (55% de perda em relagdo a inicial). J4 o grupo acido mostrou diferengas em relagao
aos perfis observados no dia 0, os pHs 6 e 7 continuaram semelhantes entre si com
intensidade média de 375 a.u. (73% de perda) e o pH 5 apresentou intensidade média
de 250 a.u. (81% de perda). Essas informagbes podem indicar que o grupo carboxilato é
importante para a protecao da nanoparticula contra a fotodegradacao.

Analise dos dados orientada pelo cultivo de microalgas

Considerando os dados apresentados, se adotada a hipdtese de que os CQDs
aumentam a produtividade das microalgas por meio da fluorescéncia, o CDA32
estudado apresenta uma estabilidade de fluorescéncia que ndo é tdo compativel com
os longos intervalos de tempo de cultivo sob irradiagao luminosa. Considerando um
cultivo no pH 7, haverd perdas de intensidade de fluorescéncia na faixa de 70% apds
7 dias. E claro que, apds a estabilizacdo da fluorescéncia, depois de 7 dias a emissdo
de fétons dos CQDs ainda pode ser util para as microalgas, mesmo com a intensidade
menor. Uma possibilidade seriam cultivos alcalinos com controle de pH, nos quais as
perdas na fluorescéncia seriam menores e, supde-se, os beneficios, tanto da criagdo em
meios basicos quanto do uso de CQDs, possam ser acrescidos. Entretanto, esse tipo de
monitoramento é dispendioso e o cultivo em meio alcalino pode nado ser vidvel.

Por outro lado, se também adotada a hipdtese de que os CQDs sdao uma fonte de
carbono para as microalgas, esse tipo de processo de degradagao seria muito desejado.
Soma-se que, se as nanoparticulas ndo sofressem modificagcdes, na etapa de colheita,
seria imperativo uma forma de separar os CQDs das microalgas. Dessa forma a
fotodecomposicao dos CQDs pode também ser um fen6meno muito interessante para o
cultivo das microalgas ja que, além de fornecer os fétons de iluminagao, pode-se gerar
nutrientes no préprio meio.

Conclusao

O carbon dot KrillTech A32 foi analisado em diferentes pHs, sob irradiacao
luminosa ou ndo, por 14 dias. Os resultados sugerem interessantes correlagdes entre
estrutura das nanoparticulas e emissdao de fluorescéncia, além de indica¢bes da
reacao de degradacao dos CQDs que certamente é catalisada pela luz. Esses dados
podem ser utilizados para um melhor esclarecimento sobre como os CQDs geram
os beneficios observados no cultivo de microalgas. Também podem ser utilizados
para o planejamento de sintese de nanoparticulas com propriedades estruturais mais
estdveis. A partir deste estudo, seria interessante o uso de espectroscopia de massas
para o acompanhamento de como o CQD é fragmentado pela fotodecomposicao e se
essas fragdes poderiam ser utilizadas pelas microalgas.
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Caracterizacao do mercado
de betacaroteno a partir da
microalga Dunaliella sp.

Natdlia Moreno Viana®, Ana Cristina dos Santos?, Sérgio Saraiva
Nazareno dos Anjos®, Cesar Heraclides Behling Miranda*

Resumo

Os carotenoides representam o maior grupo de pigmentos naturais encontrados na
natureza, sendo um metabdlito de acdo antioxidante que os torna competitivos no
desenvolvimento de diversos produtos de alto valor agregado, como medicamentos,
cosmecéuticos e nutracéuticos. Betacaroteno é o carotenoide de maior uso do mercado,
com estimativa de 26% em 2021. Pode ser obtido de diversas fontes naturais, como
cenoura, urucum, abdbora e microalgas, ou sintetizado em laboratério. Dentre as
microalgas, as do género Dunaliella sp. sdo as mais usadas no mercado. Este é um
estudo exploratdério e qualiquantitativo a partir de dados secunddrios que caracterizem
o mercado de betacaroteno e contextualize as microalgas do género Dunaliella sp.
neste cendrio. Apesar do potencial de cultivo de microalgas, capazes de usar residuos
agroindustriais e gases de efeito estufa como fontes de carbono, enxofre e nitrogénio,
além de atender a demanda crescente por produtos de origem natural, o betacaroteno
de Dunaliella tem alto custo se comparado com o sintético, e também tem preco
de mercado superior ao extraido de milho, abdbora, pimenta e cenoura. A busca de
patentes apontou que o desenvolvimento de sistema de cultivo é um dos temas mais
frequentes nos documentos recuperados. Com isso, suscita-se que o desenvolvimento
de um sistema de cultivo em larga escala de Dunaliella sp. permitird a obtencdo de
biomassa a custos menores e competitivos, favorecendo a balanga comercial.

Palavras-chave: betacaroteno, Dunaliella sp., estudo de mercado.

Introducao

Os carotenoides sdo isoprenoides lipofilicos que absorvem radiacdo ultravioleta, azul e
verde e que representam o maior grupo de pigmentos naturais encontrados na natureza,
de cor amarelo, laranja ou vermelho e presentes em todos os organismos fotossintéticos
e em algumas espécies de bactérias e fungos. Os carotenoides tém acdo antioxidante
e de protecdo celular, principalmente sob condicdes ambientais desfavoraveis, e sdo
responsaveis pela coloracdo de penas, escamas e pele de animais que consomem as
microalgas. Ja foram isolados mais de 750 carotenoides diferentes, das quais se destaca o
betacaroteno (Uenojo; Maréstica Junior; Pastore, 2007; Varela et al., 2015).
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As projec¢des de crescimento do mercado de carotenoides sdao otimistas. Isso porque
ha uma demanda, também crescente, por produtos naturais (Albouquerque, 2015). Em
2014, os carotenoides sintéticos responderam por 76% da produgdo mundial, ficando 24%
para os corantes naturais. Dados de market share indicaram um crescimento de 3,5%
para este mercado em 2020, com movimentagdo de USS 1,4 bilhdes (Deinove, [s.d.]).
No ano de 2019, o mercado global alcancou USS 1,2 bilh&es, com previsdo de alcancar
USS 1,9 bilhdes em 2026, com taxa de crescimento anual composta (CAGR, sigla em inglés
Compound Annual Growth Rate) de 4,7% durante esse periodo (Marketwatch, 2020).

Com maior representatividade entre os carotenoides, o betacaroteno natural tem
producdo estimada em 10-100 ton/ano (Mendoza et al., 2008). Este corante teve uma
producdo global, em questdo de volume produzido, de 343,72 toneladas durante o
periodo de 2014, e por aplicagao, 40% foi destinado aos segmentos de comida e bebida
em termos de receita (Credence Research, 2019).

As microalgas sao microrganismos eucarioticos fotossintéticos de diversidade
bioquimica e com capacidade de crescimento em diversos meios, utilizando gases de
efeito estufa como CO,, SO, e NO, como fontes de carbono, enxofre e nitrogénio e
possibilidade de cultivo em residuos agroindustriais.

Entre o grupo de microalgas consideradas como fonte de carotenoides, destaca-se
o género Dunaliella sp., que pode produzir de 10 a 100 vezes mais betacaroteno do
que a cenoura (Souto; Angelo; Gatti, 2014). O rendimento de betacaroteno a partir de
sua biomassa seca é de 13% (Rammuni et al., 2019). A acumulac¢do de betacaroteno
depende da quantidade de luz em que a microalga foi exposta (Raja; Hemaiswarya;
Rengasamy, 2006). Ha outras fontes naturais de carotenoides, como acerola, urucum,
milho, abdbora e pimenta (Javeria et al., 2013; Mesquita; Teixeira; Servulo, 2017).

A Dunaliella salina é uma das poucas espécies de microalgas aptas para cultivo
em sistemas abertos por minimizar o crescimento de seres vivos oportunistas que se
tornariam contaminantes, propriedade conferida pela resisténcia a hipersalinidade
(Mendoza et al., 2008) e exercida pela acdo antioxidante dos carotenoides (Uenojo;
Mardstica Junior; Pastore, 2007).

Contudo, é importante destacar que mesmo sendo considerada uma rica fonte de
corante natural, é preciso avaliar outras caracteristicas que podem impactar a producao
de betacaroteno a partir da Dunaliella sp. O meio de cultivo da microalga é considerado
de alto custo, o que o torna um fator limitante.

O objetivo deste trabalho é apresentar a caracterizacdo do mercado de betacaroteno
e contextualizar as microalgas do género Dunaliella sp. neste cenario.

Material e Métodos

Este estudo tem carater exploratdrio e qualiquantitativo a partir de dados
secunddrios. Segundo Cooper e Schindler (2011), um estudo exploratdrio consiste na
coleta de informacgdes de fontes diversas para formular ou refinar atividades gerenciais
ou técnicas a partir do melhor entendimento do cenario em analise.

Os dados de mercado foram prospectados na literatura cientifica, tecnoldgica e de
mercado nacional e internacional, incluindo bases de dados de comércio exterior como
o COMEXSTAT (Estatisticas de Comércio Exterior), gerido pelo Ministério da Economia
(Brasil, 2020), e The Observatory of Economic Complexity, gerido pela universidade
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norte-americana Massachusetts Institute of Technology (MIT) (MIT, 2020). Em ambos,
usou-se o a Nomenclatura Comum do Mercosul (NCM) referente a carotenoides. Na
base COMEXSTAT, usou-se o numero completo, 3204.19.11.

Os dados de mercado foram complementados com uma busca patentométrica,
realizada em setembro de 2020, na base de dados Derwent Innovation Index (DIl). A
estratégia definida foi o uso da expressao “Dunaliella AND betacaroteno”, no escopo
temporal de 2010 a 2019. A partir desses documentos, foram destacados os paises
depositantes, as instituicdes depositantes e as Classificagdes Internacionais de Patentes.

Resultados e Discussao

Betacaroteno é o carotenoide mais utilizado pelo mercado. Em 2015, sua receita
global alcangou US$432,2 milhdes, sendo 35% a participacdo de algas como fonte (Hu,
2019). Em 2018, a receita de betacarotenos sintéticos no mercado global foi de US$223,9
milhdes, com o CAGR de betacarotenos estimado em 3,5% por ano até 2027 (Transparency
Market Research, 2018). J4 em 2019, a receita de betacarotenos no geral estava prevista
para alcancar USS532 milhdes (Hu, 2019). A perspectiva para 2021 da participacdo de
carotenoides, separados por cada tipo, no mercado global esta na Figura 1. Estimativa
de participacdo de carotenoides no mercado mundial em 2021, segundo Rammuni et al.
(2018), na qual metade serd representado pelo betacaroteno e pela astaxantina
(Rammuni et al., 2018).
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A producao de carotenoides naturais é de alto custo e ndo é tdo ampla, o que tornou
carotenoides sintéticos uma alternativa a demanda por terem menor custo de producao,
refletido no seu valor de mercado (Figura 2).

Naturais Sinteticos

|
|

Participagao no

mercado (2018) 53,2% 46,8%
N—— N——
S S Figura 2. Comparacdo de valores e
Valor de participagdo de mercado de carotenoides
mercado/kg R$7.500,00 R$3,75 naturais e sintéticos.
Fonte: Adaptado de Novoveskd et al. (2019) e Mordor
-~ . Intelligence (2019).
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Outro aspecto importante relacionado com a producdo de betacaroteno de Dunaliella
sp. € seu custo de obtencdo, que pode chegar a USS 3.000,00 por quilograma (Mesquita,
2013). Tal valor supera o custo final de betacaroteno de outras fontes vegetais listadas
na Tabela 1. Essa discrepancia pode ser atribuida aos custos de cultivo da microalga.

Tabela 1. Custos finais de betacaroteno de outras fontes vegetais

Fonte Custo final (em US$/kg)V

Milho (cultivar Sahiwal 2002) 14,95

Pimenta (cultivar Bell Boy) 15,55 §
Cenoura (cultivar Autumn King) 19,74 g
Abdbora (cultivar Daisy petha) 37,09 "gu
W\Valores convertidos de rpia paquistanesa para délar dos EUA segundo cotacio do dia ®

11/09/2020 do Banco Central do Brasil.

Fonte: adaptado de Javeria et al. (2013).

Os principais players do mercado em analise sdo Betatene, empresa australiana
adquirida pela BASF (producdo de 40 a 50 toneladas por ano); Nature Beta Technologies
(NBT), empresaisraelense sob gestdo da empresa japonesa Nikken Sohonsha Corporation
(2 a 3 toneladas por ano); e E.I.D. Parry, empresa indiana (1 a 3 toneladas por ano)
(Hu, 2019). Ha outras empresas produtoras de betacaroteno de Dunaliella sp. nos EUA,
China, Mongdlia, México, Chile, Cuba, Ird e Taiwan (Albuquerque, 2015).

O mercado brasileiro é dependente de betacaroteno importado. O Brasil importou
em 2019 quase USS 3,5 milhdes de carotenoides, enquanto o Brasil exportou apenas
USS 409,00 (Comexstat, 2020). Tal tendéncia se repete nos anos anteriores e até o
primeiro trimestre de 2020. Entre os paises exportadores de carotenoides em 2018, 15
deles concentraram 91,32% do montante de exportacdo, com lideranca da Alemanha
(14,8%), China (14,40%) e Franca (11,50%). O Brasil representa apenas 0,39% (MIT,
2020).

Para corroborar os dados de mercado, a busca de documentos patentarios descrita na
secdo “Material e Métodos” foi feita de acordo com a estratégia descrita na mesma secao,
pela qual foram recuperados 90 documentos. Deste total, ha grande concentracdo de
documentos chineses, particularmente das instituicées CABIO Biotech (Wuhan) Co., Ltd. e
South China University of Technology. Tal resultado é refletido nos paises depositantes dos
documentos recuperados, na qual ha predominancia da China (Figura 3).
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Percebe-se que nem todos os paises que produzem Dunaliella sp. para a extra¢ao
de betacaroteno coincidem com os paises que mais depositaram patentes. Porém, dois
dos trés maiores produtores constam nesses dados, sendo eles Australia e India. Israel,
apesar de estar incluso entre os grandes produtores, ndo apareceu diretamente, mas
a sua empresa produtora do pigmento é gerida por uma empresa japonesa, pais que
consta entre os que mais depositaram patentes.

Entre as ClassificagGes Internacionais de Patentes (CIP), as mais recorrentes foram
C12N-001/12, que se refere a algas unicelulares e seus meios de cultivo, e C12R-001/89,
gue é uma indexacdao complementar de algas unicelulares. Com esse dado, depreende-
-se que o maior foco tecnoldgico é o desenvolvimento de métodos eficientes de cultivo.

Grande parte dos paises que cultivam comercialmente Dunaliella sp. adota o
sistema de cultivo aberto, que consiste em lagoas e tanques, artificiais ou naturais que
permitem a producdao em larga escala com um custo menor do que sistemas fechados,
gue consistem em fotobiorreatores fechados com alto custo de instalagdo a manuseio.
Porém, sistemas abertos contam com algumas desvantagens, como alta possibilidade
de contaminacdes; dificuldade de captagdo eficiente de luz e CO,, que varia para cada
espécie; controle das condi¢des de cultivo; alto custo de colheita; e dificuldade de scale-
-up (Da Fré, 2016).

Assim, pode-se concluir que apesar da producdo de betacaroteno a partir de
vegetais e por sintese organica ser muito mais barata que de Dunaliella sp., o aumento
de escala da producdo ira diminuir os custos de producao e, consequentemente, no
preco final do produto. Dessa forma, betacaroteno de Dunaliella sp. terd um aumento
na sua participa¢do no mercado deste produto. O fato de a CIP C12N-001/12 ser a mais
recorrente nos documentos patentdrios recuperados reforga esta questdo. Com isso, o
custo de cultivo de Dunaliella sp. em tanques abertos poderd ser menor do que o valor
médio praticado, de USS 36.509,46 (Zardo, 2011).

Consideragoes Finais

Apesar do aumento de demandas por betacaroteno natural, seu custo de produgao
ainda é maior se comparado ao sintético. No mesmo sentido, o custo de obtencdo de
betacaroteno a partir de Dunaliella sp. € bem maior se comparado com outras fontes
vegetais. Mesmo assim, sdo positivas as projecdes de crescimento do mercado de
carotenoides de origem natural, de 3,5% em 2020.

A andlise de documentos patentdrios reforcou os dados de mercado ao mostrar um
potencial de cresimento do mercado de betacaroteno, em termos de producdo e estudos,
principalmente na Asia e um possivel desenvolvimento do mercado na América do Sul.

Uma forma de tornar o betacaroteno de Dunaliella sp. mais competitivo em
relacdo a outras fontes é o desenvolvimento de sistema de cultivo em larga escala,
com a obtecdo de biomassa algal a custos menores. Além disso, a producdo nacional
de betacaroteno de Dunaliella sp. poderd contribuir para diminuir a importacao deste
produto e, consequentemente, favorecer a balanga comercial.
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Propriedades antimicrobianas

e antioxidantes de extratos
produzidos a partir de colonizados de
basidiomicetos em tortas oleaginosas

Bdrbara Monteiro Lyra?, Marina Borges Guimardes?, Lucas Cantalogo Pereira?, Jéssica
do Vale*, Raquel Bombarda Campanha®, Aparecido A. Conceigd@o®, Pérola Oliveira
Magalhdes Dias Batista’, Félix Goncalves de Siqueira®, Simone Mendonga’®

Resumo

As tortas (residuos da extracdo mecanica de dleo) da semente do pinhdo-manso
(TSPM) e do caroco de algoddo (TCA) ja se mostraram de grande interesse devido
ao seu potencial como fonte proteica na nutricdo animal, entretanto apresentam
compostos téxicos que poderiam limitar aplicagGes com esta finalidade. Alguns fungos
do filo Basidiomycota, cogumelos comestiveis, podem ser cultivados nestes materiais
e promover a destruicdo destes compostos téxicos, além de produzir compostos com
atividades antioxidante e antimicrobiana. Sendo assim, as tortas colonizadas por esses
macrofungos poderiam ser uma alternativa ao uso de antibidticos utilizados como
promotores de crescimento na nutricio animal. Este trabalho avaliou as atividades
antioxidante e antimicrobiana de extratos de biomassas lignoceluldsica-microbiana
apos a fase de colonizacdo de TSPM e de TCA misturados com casca de coco-verde em
diferentes proporgdes. Os macrofungos empregados foram da familia Pleurotaceae
(BRMO055674) e da familia Panaceae (BRM 044603), em TSPM e TCA, respectivamente.
Extratos metandlicos foram produzidos a partir de cada substrato e apds sua
colonizagcdo com os fungos. A atividade antioxidante foi avaliada por meio de trés
métodos (FRAP, ABTS e DPPH). Os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizados
por teste de difusdo de disco com os extratos contra bactérias patogénicas, Escherichia
coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 27154) e Salmonella enterica
(ATCC 14028) e posteriormente calculada a concentracdo inibitéria minima (CIM). Em
todos os fermentados houve reducdo na atividade antioxidante, possivelmente devido
a producdo de enzimas oxidativas pelos basidiomicetos. Os resultados sugerem que
os extratos metandlicos obtidos a partir dos colonizados de macrofungo BRM055674
contendo 20% de TSPM em coco verde e com fungo BRM 044603 contendo 80% de
TCA em coco verde possuem as melhores combinacGes de atividades antioxidante e
leve atividade antimicrobiana (500 pg/mL), respectivamente.
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Palavras-chave: tortas oleaginosas, basidiomiceto, atividade antimicrobiana, atividade
antioxidante.

Introducao

O pinhdao-manso (Jatropha curcas L.) tem sido considerado uma das alternativas de
interesse para atender a demanda de d6leo vegetal a ser usado na producdo de biodiesel
e bioquerosene no Brasil. Ha interesse do uso da torta residual da extracdo do éleo no
mercado de nutricdo animal, que é rica em proteinas (de 46% a 63%, dependendo do
método de extracdo do 6leo). No entanto, a presenca de compostos bioativos téxicos,
alergénicos e antinutricionais ainda restringe o uso da torta para nutricdo animal, sendo
os ésteres de forbol (EF) os principais componentes téxicos (Laviola; Rodrigues, 2019).

O caroco de algoddo também é uma semente oleaginosa utilizada para a producao
de biodiesel e seu subproduto, a torta do caroco de algoddao também possui potencial
de utilizacdo na alimentacdo animal devido seu alto teor nutritivo por ser rico em
proteicas (>20%), possuir fibras e carboidratos. Entretanto, os problemas provocados
na nutricdo animal pelo uso do caroco de algoddo sdo relacionados a presenca do
gossipol livre (GL), um composto polifendélico responsavel na planta pela protecdo
contra insetos, que afeta a fertilidade dos animais e também tem efeitos toxicos em
monogastricos (Conceicdo et al., 2018).

Pesquisas recentes sugerem que o uso de residuos agricolas como substratos
em bioprocessos, além de ser economicamente vidvel, reduz problemas ambientais
decorrentes do seu acumulo apds o processamento ou consumo (Conceicdo,
2018; Gomes et al., 2015). Nesse contexto, os macrofungos do filo Basidiomycota
desempenham papel fundamental na biodestoxificacdo desses residuos agroindustriais,
além de produzir metabdlitos bioativos com propriedades medicinais, como a atividade
antimicrobiana (Barros et al., 2007).

O uso de antimicrobianos como aditivos na agropecudria tem contribuido para o
sucesso do agronegdcio e consequentemente, para o superdvit da balanca comercial
brasileira. Em contrapartida, o mau uso de antibidéticos em animais contribui para o
aumento de resisténcia antimicrobiana causada por bactérias resistentes aos farmacos
disponiveis, sendo este um problema de saide mundial, atualmente (Septimus, 2018).

Os fungos filamentosos sdo fontes de substancias com atividades antimicrobianas,
antioxidantes e imunomodulatérias. O potencial antimicrobiano dos extratos de fungos
filamentosos é bem reportado. A implementacdo dos derivados de macrofungos na
alimentagao animal com a finalidade de reduzir o uso indiscriminado de antimicrobianos
€ uma alternativa de grande importancia e interesse comercial (Barros et al., 2007).

Diante do potencial dos fungos filamentosos e a busca do direcionamento sustentdvel
das tortas oleaginosas, o objetivo deste trabalho foi analisar atividades antioxidante e
antimicrobiana dos extratos de colonizados de dois macrofungos em TSPM em TCA para
posterior uso na alimentagao animal.
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Material e Métodos

Preparo e obten¢ao dos colonizados

Uma espécie de fungo da familia Pleurotaceae (BRM055674) e um da familia
Panaceae (BRMO044603), oriundos da colecdo de microrganismos da Embrapa
Agroenergia, foram mantidos em repique continuo em BDA. Para o preparo das
sementes, os microrganismos foram inoculados em trigo (previamente umedecido e
autoclavadoa121°Cdurante 1 hora). As biomassas foram preparadas nas concentracdes
de TSPM e TCA a 20%, 50% e 80% em casca de coco verde com a umidade ajustada
em 60%. Foram pesados 500 g dos substratos em sacos e esterilizados em autoclave
durante 1 hora a 121°C. O procedimento de autoclavagem foi repetido novamente
para evitar contaminac¢do de microrganismos endofiticos. Apds o resfriamento, foram
adicionados 30 g de indculo do macrofungo comestivel BRM055674 em substratos
contendo TSPM e 30 g de indculo de BRM044603 nos sacos com os substratos de TCA.
Os sacos inoculados, juntamente com sacos controle sem indculo (nomeados como
substratos) foram mantidos em ambiente sem controle de temperatura e umidade até
a colonizacdo total dos sacos (30 dias). Em seguida, os colonizados foram retirados dos
sacos, secos em estufa de circulacdo de ar a 40 °C durante 48 horas e triturados em
moinho de facas tipo Willey (peneira de 0,85 mm).

Producao dos extratos

Para a obtencdo dos extratos metandlicos foram utilizados 10 g de colonizados secos
e triturados em 200 ml de metanol que foram colocados em erlenmeyer e incubados em
shaker (180 rpm), temperatura ambiente (25°C), protegido de luz, por 48 horas. Apds as
48 horas, os extratos brutos foram filtrados em papel filtro, recolhidos e evaporados em
Rotaevaporador (Rotavapor R210/215, Blchi Labortechnik, Flawil, Suica) com banho a
40 °C. Em seguida, os extratos foram liofilizados, para a eliminacdo da dgua residual e
posteriormente mantidos em freezer a -20° até a realizacdo das analises.

Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi avaliada a partir dos extratos dos substratos nao
colonizadas e dos colonizados por diferentes métodos que simulam a formacao de
espécies reativas de oxigénio. Foram empregados ensaios da atividade antioxidante,
tais como pela captura de radicais (DPPH’, ABTS™), diminuicdo da formacdo de espécies
reativas de oxigénio - EROs (FRAP). O método DPPH (2,2 difenil-1- picrilhidrazil) foi
realizado conforme método de Pires et al. (2017). O método de ABTS foi adaptado a partir
do método descrito por Re ET AL. (1999). O método de FRAP foi adaptado do método
de urrea-Victoria et al. (2016). Os resultados foram expressos em pug de trolox/mg de
extrato para os ensaios de DPPH e ABTS, e em pgFe?*/mg de extrato pela analise de
FRAP. As andlises foram realizadas em triplicata, a andlise estatistica foi realizada com
o software RStudio (R Core Team, 2016) e as imagens com o software GraphPrism8
(GraphPad Software, La Jolla, California, EUA).
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Atividade antimicrobiana

O teste de difusdo de disco foi realizado para avaliar a atividade antimicrobiana
dos extratos metandlicos, os quais foram submetidos ao rotavapor, e, posteriormente,
ressuspendidos e diluidos em DMSO (dimetilsulféxido) a 20%. Em cada disco de papel
filtro estéril com didametro de 6,0 mm foram inoculados 20 uL de extrato. Cada extrato
foi diluido em diferentes concentragées (2, 20, 200 e 2000 uL/disco). Os discos foram
incubados em placas de Petri estéreis com meio MHA onde foram previamente inoculados
0s microrganismos patogénicos Staphylococcus aureus (ATCC 27154, produtora de
enterotoxina), Salmonella enterica Typhi (ATCC 14028) e Escherichia coli (ATCC 27154),
por 24 horas a 35°C. O método de microdiluicdo de caldo foi realizado nos extratos que
apresentaram halos maiores que 10 mm e foi realizado conforme método descrito nos
documentos M7-A6 do National Committee for Clinical Laboratory Standards, M100-S15
e M100-S17 (CLSI, 2007), a fim de se obter a concentragdo inibitéria minima (CIM).

Resultados e Discussao

Todos os fermentados foram submetidos a quantificacdo de EF e GL em estudo
prévio (dados ndo publicados). As quantificacées de EF foram de 10,8 ppm (TSPM20%),
55,0 ppm (TSPM50%) e 46,0 ppm (TSPM80%), sendo todas as concentracdes menores
da concentracdo considerada segura para consumo animal de 90 ppm (Gomes et al.,
2018). Em relacdo ao GL, as quantificacdes foram de 0,11 ppm (TCA20%), 0,13 ppm
(TCA50%) e 0,19 ppm (TCA80%). A concentracao segura de GL para o consumo animal é
de 60 ppm (Saunders, 2017).

Atividade antioxidante

Na concentracdo de TSPM20% (Tabela 1), ndo houve diferenca na atividade
antioxidante dos colonizados em relacdo aquela dos respectivos substratos nao
inoculados, em todos os métodos empregados. Pelo método ABTS, houve aumento na
atividade antioxidante no colonizado em TSPM20%, sendo este o maior valor encontrado
em todos os tratamentos (53,5 pg trolox/mg de extrato). J& nas concentracdes de
TSPM50% e TSPM80%, pelos métodos FRAP e DPPH, foi possivel observar reducdo na
atividade antioxidante dos colonizados em rela¢do aos substratos.

Entre os ensaios realizados em TCA, foi observado que a atividade antioxidante medida
pelos métodos de DPPH e ABTS foram inferiores que as observadas para a TSPM; e que
quanto maior a concentra¢do de casca de coco (20% TCA) maior a queda da atividade
antioxidante percebida apds a coloniza¢do (Tabela 2) pelos métodos DPPH e FRAP. No
teste FRAP, o colonizado TCA80% ndo apresentou queda em sua atividade apds o cultivo;
pelo método ABTS apenas a concentracdo de TCA20% apresentou queda na sua atividade
do colonizado em relacdo a substrato, enquanto pelo método DPPH as atividades
antioxidantes dos colonizados foram menores que seus respectivos substratos.
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Tabela 1. Atividade antioxidante dos extratos metandlicos dos substratos ndo fermentados e fermentados
de BRM055674 em diferentes concentracdes de TSPM, pelos ensaios de DPPH, ABTS e FRAP.%Y

DPPH’ (ug de Trolox/

ABTS* (ug de Trolox/

FRAP (ug de Fe**/mg

DG Amostra mg de extrato) mg de extrato) de extrato)
Substrato 33,6 £1,2" 36,0 + 1,4 42,7 + 0,8

TSPM 20%
Fermentado 22,5+0,4% 54,6 + 3,7 41,1 £ 0,9
Substrato 9,4 +0,1% 13,9 +£0,3% 29,2 + 0,3

TSPM 50%
Fermentado 8,2 +0,1%° 10,1 £ 1,28 23,4 +0,8%
Substrato 18,1 + 1,0 31,0 + 0,8 44,7 + 0,7

TSPM 80%
Fermentado 8,4 +0,3%° 13,0 £ 2,7% 25,6 +0,6%

() BRMO055674: espécie da familia Pleurotaceae; TSPM: torta de semente de pinhdo-manso. Médias diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras
mailsculas diferem médias de uma amostra (substrato ou fermentado) em diferentes concentragdes de TSPM de um mesmo ensaio; letras minusculas
diferem entre si entre substrato e fermentado em uma mesma concentragdo de TSPM de um mesmo ensaio.

Tabela 2. Atividade antioxidante dos extratos metandlicos dos substratos ndo fermentados e fermentados

de BRM 44603 em diferentes concentracdes de TCA, pelos ensaios de DPPH, ABTS e FRAP.)

* +° 2+
Substrato - DPPH’ (pug de Trolox/  ABTS* (ug de Trolox/  FRAP (pg de Fe**/mg

mg de extrato) mg de extrato) de extrato)
Substrato 18,9 + 0,3 12,9 £ 0,4% 35,2 & 1l 5

TCA 20%
Fermentado 11,0 + 0,3 10,2 +0,8"° 22,5 +0,5%
Substrato 17,9 £ 0,25 11,2 +1,4% 39,2 +1,4"

TCA 50%
Fermentado 14,6 + 1,2% 11,3+ 1,2% 32,5+0,8%
Substrato 16,9 + 0,45 13,5+ 1,1% 36,7 + 1,02

TCA 80%
Fermentado 16,8 + 0,7 11,9 £ 0,4 35,3 + 0,5

(1) BRM44603: espécie da familia Pleurotaceae; TCA: torta de carogo de algoddo. Médias diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras maitsculas
diferem médias de uma amostra (substrato ou fermentado) em diferentes concentragdes de TCA de um mesmo ensaio; letras minusculas diferem entre
si entre substrato e fermentado em uma mesma concentragdo de TCA de um mesmo ensaio.

Segundo Floegel et al. (2011) comparando-se os métodos DPPH e ABTS, o ultimo
se mostrou mais fiel em relacdo a compostos antioxidantes lipofilicos e de alta
pigmentacdo. E importante ressaltar que os métodos ndo tém a mesma sensibilidade,
portanto esses fatores podem ser responsdveis por diferencas nos resultados entre os
testes. A diminuicdo da atividade antioxidante apds a colonizagao foi vista também por
lin; Wei; Chou (2006). Os fungos basidiomicetos sdo conhecidos por serem capazes
de degradar lignoceluloses de biomassas e nesse processo libera enzimas com grande
potencial oxidativo inespecifico, sendo uma explicacdo para a diminuicdao da atividade
antioxidante quando as biomassas sdo colonizadas (Kersten; Cullen, 2007). No entanto,
o colonizado de TSPM 20% apresentou resultados mais altos de atividade antioxidante
tanto pelo método ABTS quanto FRAP.

Atividade antimicrobiana

Foram considerados com atividade antimicrobiana os extratos que apresentaram
em placa halos de inibigdo maiores de 10 mm, e resistentes quando foram menores que
10mm, ou nao houve formac¢do de halo, conforme sugerido na literatura (Oliveira et
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al., 2008). Conforme Tabela 3, é possivel observar que todos os extratos se mostraram
resistentes contra as bactérias gram-negativas (S. enterica, E. coli). Ja contra S. aureus os
extratos de TCA80, TSPM20 se mostraram sensiveis com halos maiores que 10 mm. Em
contrapartida, os extratos de TCA20, TCA50 e TSPM80 com um halo menor que 10 mm,
se mostraram resistentes contra a mesma. Esses resultados estdao em concordancia
com o fato ja conhecido na literatura, de que a atividade antimicrobiana de cogumelos
contra bactérias gram-positivas é maior do que aquele com atividade contra bactérias
gram-negativas (Shen et al., 2017). Uma das razdes que explica esse fenébmeno é que as
bactérias gram-negativas possuem uma membrana externa e o espac¢o periplasmatico
ao redor da parede celular menos permedvel do que outras membranas que permite a
difusdo livre apenas de agua e alguns gases. Outra explicacdo é sobre um mecanismo
ainda inexplicdvel com relagdo a abertura e fechamento das porinas que podem dificultar
a entrada livre de substancias, principalmente antibiéticos (Venturini et al., 2008).

Tabela 3. Halos de inibigdo de extratos metandlicos contra S. aureus (ATCC 27154), S. enterica Typhy (ATCC
14028) e E. coli (ATCC 25922) pelo teste de difusdo de disco.

Extrato Con.c. el
(mg/disco) S. aureus S. enterica E. coli
Amoxilina 10 35,7+0,6 36,0+£0,0 20,6 £1,2
Controle (-) - N.S. N.S. N.S.
TCA20 2000 7,0£0,0 N.S. N.S.
TCA50 2000 95+1,5 N.S. N.S.
TCA80 2000 10,5+0,7 N.S. 90+1,4
TSPM20 2000 11,5+0,7 N.S. N.S.
TSPM50 2000 9,5+0,7 N.S. N.S.
TSPM80 2000 11,5+0,7 N.S. N.S.

(1) N.S.: ndo sensivel; TCA20: extrato metandlico de BRM044603 em TCA a 20%; TCAS50: extrato metandlico de BRM044603 em TCA a 50%; TCA80:
extrato metandlico de BRM044603 em TCA a 80%; TSPM20: extrato metandlico de BRM055674 em TSPM a 20%; TSPM50: extrato metandlico de
BRMO055674 em TSPM a 50%; TSPM80: extrato metandlico de BRM055674 em TSPM a 80%;

O ensaio de microdiluicdo de caldo foi realizado nos extratos TSPM20, TSPM80, e
TCA80, os quais apresentaram halo de inibicdo maior que 10 mm contra S. aureus. A
concentragdo inibitéria minima (CIM) foi de 500 pug/mL para todos os extratos, sendo
de 125 pg/mL para o controle positivo (amoxicilina). Conforme o documento M7-A6 do
CLSI/NCCLS e os suplementos M100-S15 e 17, considera-se CIM de 500 a 1000 pg/mL
como atividade antimicrobiana leve. Portanto, os trés extratos testados neste ensaio
apresentaram atividade antimicrobiana leve (NCCLS, 2003; CLSI, 2007).

Conclusoes

O presente estudo demonstrou que os microrganismos nao produziram antioxidantes,
pelo contrdrio, houve perda de atividade antioxidante no substrato fermentado que em
relacdo ao substrato ndo fermentado. Isso pode ocorrer devido a produgao de enzimas
oxidativas por fungos das familias Pleurotaceae e Panaceae, que sao degradadores
matéria lignoceluldsica. As menores perdas de atividade antioxidante dos fermentados
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de BRMO055674 ocorreram nos extratos na concentragao de TSPM20%, em relagao
ao substrato ndao fermentado. Para os fermentados de BRM44603, os extratos na
concentragao de TCA80%, tiveram a menor perda de atividade antioxidante em relagao
ao substrato ndao fermentado. A respeito do potencial antimicrobiano, os extratos dos
fermentados de TCA80, TSPM20 e TSPM80 apresentaram atividade leve contra S. aureus.

Portanto, considerando que na literatura esta descrito que a fermentacdao em estado
solido de basidiomicetos é capaz de degradar EF e GL presentes em nas tortas de pinhao-
-manso e carogo de algodao, respectivamente, além dos ensaios prévios de degradacao
gue apresentaram resultados dentro dos niveis recomendados para alimenta¢ao animal
nas concentracdes de compostos tdxicos, sugere-se ensaios in vivo para a comprovagao
do seu uso seguro.

Apoio Financeiro
Embrapa Agroenergia, FAP-DF, CNPq, Capes.

Referéncias

BARROS, L.; CALHELHA, R. C.; VAZ, J. A.; FERREIRA, I. C. F. R.; BAPTISTA, P.; ESTEVINHO, L. M. Antimicrobial activity
and bioactive compounds of Portuguese wild edible mushrooms methanolic extracts. European Food Research and
Technology, v. 225, n. 2, p. 151-156, 2007.

CONCEICAO, A. A. Biodegradagdo de Substancias Téxicas/Antinutricionais Presentes em Tortas de Sementes
Oleaginosas e Produgdo de Lovastina por Cocultivo de Macrofungos e Aspergillus Terreus. Programa de Poés-
-Graduag¢do em Biociéncias, Universidade Federal da Bahia, 2018.

CONCEICAO, A. A.; SOARES NETO, C. B.; RIBEIRO, J. A. de A.; SIQUEIRA, F. G. de; MILLER, R. N. G.; MENDONCA,
S. Development of an RP-UHPLC-PDA method for quantification of free gossypol in cottonseed cake and fungal-
-treated cottonseed cake. Plos one, v. 13, n. 5, p. e0196164, 2018. Disponivel em: https://doi.org/10.1371/journal.
pone.0196164

FLOEGEL, A.; KIM, D.-0.; CHUNG, S.-J.; KOO, S. I.; CHUN, O. K. Comparison of ABTS/DPPH assays to measure antioxidant
capacity in popular antioxidant-rich US foods. Journal of food composition and analysis, v. 24, n. 7, p. 1043-1048,
2011.

GOMES, T. G.; HADI, S. I. I. A.; COSTA ALVES, G. S.; MENDONCA, S.; DE SIQUEIRA, F. G.; MILLER, R. N. G. Current
Strategies for the Detoxification of Jatropha curcas Seed Cake: A Review. Journal of Agricultural and Food Chemistry,
V.66, n. 11, p. 2510-2522, 2018. Disponivel em: https://doi.org/10.1021/acs.jafc.7b05691

GOMES, T. G.; MACHADO, A. E. V; ARAUJO, A. P.; LAVIOLA, B. G.; RIBEIRO, J. A. de A.; CAMPANHA, R. B.; HELM, C. V;
MENDONCA, S.; DE SIQUEIRA, F. G. Degradagdo de ésteres de forbol da torta de pinhdo-manso por macrofungos e
potencial como substrato para produgdo de cogumelos comestiveis. In: 2015, Embrapa Agroenergia-Resumo em
anais de congresso (ALICE). : In: ENCONTRO DE PESQUISA E INOVACAO DA EMBRAPA AGROENERGIA, 2., 2015 ...,
2015.

KERSTEN, P.; CULLEN, D. Extracellular oxidative systems of the lignin-degrading Basidiomycete Phanerochaete
chrysosporium. Fungal Genetics and Biology, v. 44, n. 2, p. 77-87, 2007. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.
fgb.2006.07.007

LAVIOLA, B. G.; RODRIGUES, E. V. Pinhdo-manso: pesquisas, conhecimentos e praticas. Embrapa Agroenergia-Livro
técnico (INFOTECA-E), 2019.

LIN, C.-H.; WEI, Y.-T.; CHOU, C.-C. Enhanced antioxidative activity of soybean koji prepared with various filamentous
fungi. Food microbiology, v. 23, n. 7, p. 628—633, 2006. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.fm.2005.12.004

OLIVEIRA, I. S.; LIMA, J. C. S.; SILVA, R. M.; MARTINS, D. T. O. Triagem da atividade antibacteriana in vitro do latex e
extratos de Croton urucurana Baillon. Rev Bras Farmacogn, v. 18, p. 587-593, 2008.

35

Graduandos



VI Encontro de Pesquisa e Inovagdo da Embrapa Agroenergia: Anais

PIRES, J.; TORRES, P. B.; SANTOS, D.; CHOW, F. Ensaio em microplaca do potencial antioxidante através do método
de sequestro do radical livre DPPH para extratos de algas. Instituto de Biociéncias, Universidade de Sao Paulo, Sao
Paulo, 2017.

R CORE TEAM. R: A Language and Environment for Statistical Computing. 2016.

RE, R.; PELLEGRINI, N.; PROTEGGENTE, A.; PANNALA, A.; YANG, M.; RICE-EVANS, C. Antioxidant activity applying an
improved ABTS radical cation decolorization assay. Free radical biology and medicine, v. 26, n. 9-10, p. 1231-1237,
1999.

SAUNDERS, W. B. Systemic and Multi-Organ Diseases. In: CONSTABLE, PETER; W HINCHCLIFF, KENNETH; DONE,
STANLEY; GRUENBERG, W. (org.). Veterinary Medicine. 11° Edigdo ed. Nova lorque: Elsevier, 2017. p. 2002-2214.

SEPTIMUS, E. J. Antimicrobial resistance: an antimicrobial/diagnostic stewardship and infection prevention approach.
Medical Clinics, v. 102, n. 5, p. 819-829, 2018.

SHEN, H.; SHAO, S.; CHEN, J.; ZHOU, T. Antimicrobials from mushrooms for assuring food safety. Comprehensive
Reviews in Food Science and Food Safety, v. 16, n. 2, p. 316-329, 2017.

URREA-VICTORIA, V.; PIRES, J.; TORRES, P. B.; SANTOS, D.; CHOW, F. Ensaio antioxidante em microplaca do poder de
reducdo do ferro (FRAP) para extratos de algas. Instituto de Biociéncias: Universidade de Sdo Paulo, 2016.

VENTURINI, M. E.; RIVERA, C. S.; GONZALEZ, C.; BLANCO, D. Antimicrobial activity of extracts of edible wild and
cultivated mushrooms against foodborne bacterial strains. Journal of food protection, v. 71, n. 8, p. 1701-1706, 2008.

36

Graduandos



Uso do NDVI para avaliacao
de Saccharum spp. em ensaio
de tolerancia a seca
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Resumo

O trabalho teve como objetivo estabelecer um protocolo de coleta e processamento
de imagens multiespectrais para gera¢ao de dados NDVI a fim de avaliar plantas de
cana-de-agucar SP80-3280 GMs contendo os genes relacionados com tolerancia ao
déficit hidrico (denominados genes A, B, C, D e E), utilizando sensores multiespectrais
embarcados em aeronave remotamente pilotada, para a captura das imagens foi
considerado um plano de voo com cobertura precisa da area de interesse para geracao
de um ortomosaico com GSD (Ground Sample Distance) de pelo menos 5,5 cm/pixel.
As imagens foram coletadas mensalmente e processadas em trés datas apds o término
do periodo de chuvas, os dados de umidade do solo foram monitorados utilizando
uma sonda PR2 em seis diferentes profundidades distribuidos na area experimental.
Este protocolo foi eficiente para mensurar precocemente a resposta das plantas sob
déficit hidrico utilizando o indice de diferenga normalizada de vegetacdao (NDVI). Dados
preliminares de NDVI demonstraram que o evento 2 com gene B vem apresentando
menor diferenca de NDVI entre condicdes irrigada e nao-irrigada, e evento 2 com o
gene C, vem apresentando maior diferenga entre o mesmo material no campo irrigado.

Palavras-chave: déficit hidrico, fenotipagem por imagem, cana-de-aclcar, sensores
multiespectrais.

Introducao

Uma das principais caracteristicas das empresas de biotecnologia agricola é a
capacidade de inovacdo no desenvolvimento de novas cultivares que incorporem
biotecnologia avancada. Para isso, contam com pipelines robustos de pesquisa e
desenvolvimento que combinam melhoramento genético (convencional e assistido
por marcadores moleculares), modificacdo genética (transgenia) e fenotipagem de alto
desempenho para a geracao de novas cultivares mais produtivas. Um dos principais
desafios da producdo agricola nas préximas décadas é sua vulnerabilidade as mudancas
climaticas. Particularmente nos ultimos anos, estresses hidricos severos causaram
perdas agricolas globais da ordem de centenas de milhdes de toneladas. Assim, esforcos
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para o desenvolvimento de variedades mais tolerantes a seca sdo urgentes para garantir
a producdo de alimentos e energia nas proximas décadas.

A etapa de fenotipagem é um dos principais gargalos na identificacdo e selecao
de plantas melhoradas para tolerancia a seca, principalmente durante a avaliacdao no
campo, uma vez que muitas das caracteristicas desejadas s3ao complexas, exigindo
técnicas sensiveis de mensura¢dao. Em programas de melhoramento, nos quais milhares
de plantas sdo avaliadas, é desejavel a utilizacdao de um sistema de fenotipagem de alto
desempenho. Com a aplicagdo de tecnologias de aquisicao de dados nao destrutivas,
é possivel incrementar a qualidade, quantidade e pluralidade dos dados fenotipicos. O
presente trabalho visa estabelecer um protocolo para avaliagdo de cana-de-aglcar em
condic¢des de déficit hidrico utilizando imagens multiespectrais em campo.

Material e Métodos

O objetivo geral deste experimento é avaliar caracteristicas agronOmicas e
fisioldgicas, componentes de produtividade, tecnoldgicos e aspectos fenotipicos em
eventos de cana-de-agucar var. SP80-3280 GM (Geneticamente Modificadas) contendo
os genes relacionados a tolerancia ao déficit hidrico (denominados A, B, C, D e E), em
condicdes de campo. Tais eventos foram previamente testados e selecionados em casa de
vegetacdo por apresentarem fendétipos tolerantes ao déficit hidrico. A LPMA (Liberacdo
Planejada no Meio Ambiente) para a conducdo do experimento foi autorizada pela
CTNBio, processo: 01250.040987/2018-53 e foi instalada na area de campo credenciada
no CQB 345/12 da Embrapa Agroenergia, localizada na Fazenda Sucupira, Rodovia DF
001 km 69, Fazenda Sucupira, Bairro: Riacho Fundo I, Brasilia/DF, CEP: 71.882-080.

Ensaio Sucupira 1A e 1B: S3o compostos de 16 tratamentos, sendo 3 eventos de
cada um dos genes e 1 tratamento controle (SP80-3280 ndo-transgénica - NT), estes
genes possuem expressao correlacionada com respostas de tolerancia ao déficit hidrico.
Cada tratamento é constituido de 4 repeti¢cdes dispostas em blocos dentro da area do
ensaio. As parcelas possuem 4 linhas de 6 metros com espagamento entre plantas de
0,5m, entrelinha de 1,5m e dispostas aleatoriamente dentro de cada bloco. Cada parcela
possui 48 plantas com parcela util de 20 plantas (2 linhas centrais). O experimento
possui area total de 0,518ha, incluindo a bordadura. O ensaio 1A é irrigado e 0 1B ndo
irrigado (Figura 1). O plantio foi realizado em outubro de 2019.
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Figura 1. Croqui do experimento de tolerdncia ao déficit hidrico com cana-de-agucar geneticamente modificadas
instalado na area credenciada no CQB da Embrapa Agroenergia. Os circulos azuis representam o posicionamento dos

tubos de acesso para sonda PR2.
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A pluviosidade, temperatura, radiacdo solar, velocidade e dire¢do de vento foram
registrados utilizando uma estacao meteoroldgica WS-GP1, posicionada dentro da area
credenciada no CQB. Para o monitoramento da umidade do solo durante o experimento,
foram instalados 10 tubos de acesso para sonda PR2, 5 no campo 1A e 5 no 1B (Figura 1).
A sonda PR2 possui sensores de umidade nas profundidades de 100 mm, 200 mm,
300 mm, 400 mm, 600 mm e 1000 mm.

As imagens multiespectrais foram adquiridas utilizando um sensor multiespectral
RedEdge (MicaSense, EUA) com resolucdo de 1280x960 pixels em cinco bandas
espectrais: Blue (azul, 465-485 nm), Green (verde, 550-570 nm), Red (vermelho,
663-673 nm), RedEdge (vermelho, 712-722 nm), Near Infra Red (Infravermelho préximo,
820-860 nm). O sensor foi embarcado no drone X800 (XFly Tecnologia, SP, BR) para
captura de imagens ortogonais ao campo experimental para gera¢ao do ortomosaico
multiespectral (Figura 3).

Para a captura das imagens, processamento dos dados multiespectrais e obtencao
dos valores do indice NDVI, o fluxo de atividade a seguir foi utilizado. Inicialmente, foi
elaborado um plano de voo utilizando o software QGroundControl, com cobertura
completa da drea de interesse (Figura 2). Para este experimento, foi definida a altitude
de 80 m AGL (above ground level), sobreposi¢ao de frontal e lateral de 75%, velocidade
de 4 m/s, a fim de obter imagens com 5,5 cm/pixel. Para o drone utilizado, foi definido
uma area de manobra excedendo a drea mapeada em 15 m, para que as imagens
coletadas nas fronteiras do experimento nao fossem prejudicadas pela manobra.

| mission [ Rally
o

Side Lap

Figura 2. Plano de voo sobre a drea experimental no software QGroundControl.

Os voos foram realizados nos horarios entre 10h e 11h para padronizacdo dos
registros. Antes de cada voo, uma foto ortogonal ao painel de refletancia com
comprimento de onda conhecido foi capturada para obter a imagem de calibracdo das
imagens multiespectrais.
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Figura 3. Drone XFly X800 embarcado com sensor Micasense RedEdge (indicado pela seta), e registros do experimento
com cinco bandas espectrais.

As imagens obtidas em campo foram processadas no software Agisoft Metashape,
onde inicialmente é feita a calibracdo das imagens utilizando a imagem do painel de
refletancia, e sequencialmente foram feitos o alinhamento das fotos, nuvem de pontos,
geracdo do modelo digital de superficie utilizando como base de dados a nuvem de
pontos, e por fim, a geracdo do ortomosaico com as 5 bandas (Red, Green, Blue, RedEdge
e NIR).

O indice de vegetacdo NDVI foi calculado no software QGIS 3.14.15 utilizando o
ortomosaico obtido anteriormente, o calculo do indice utiliza as bandas NIR e Red, pela
equacao (Camargo, 2013):

(NIR — Red)
(NIR + Red)

NVDI =

Com o NDVI calculado, foram criados 128 arquivos shapefile com as dimensdes
da parcela util e dispostos sobre cada parcela do experimento. O NDVI foi calculado
utilizando os arquivos shapefile para delimitar as parcelas Uteis e processados com a
ferramenta de Estatistica Zonal do QGIS.

O NDVI apresentado no mapa (Figura 5) foi calculado considerando a média dos
valores dentro da parcela util. A escala é representada de forma graduada com intervalos
iguais e com 10 classes para melhor visualizagao.

Resultados e Discussao

A avaliagdo por imagem do experimento teve inicio apds o final do periodo chuvas.
A ultima precipitacdo ocorreu no dia 25 de maio de 2020, monitorado pela estagao
meteoroldgica posicionada dentro da drea credenciada no CQB. O acompanhamento
da umidade do solo foi feito utilizando a sonda PR2. No campo ndo irrigado, em um
periodo de 3 meses, foi observada uma reducdo significativa da umidade do solo no
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decorrer do experimento particularmente na profundidade de até 600 mm, onde estd
localizada a maior parte da rizosfera da planta (Figura 4). No mesmo tempo amostral,
houve também uma reducgao significativa no NDVI que possui relagdo com a reducao da
densidade foliar provavelmente causado pelo déficit hidrico.

O campo irrigado apresentou maiores valores de NDVI quando comparados ao
campo sob déficit hidrico. O menor valor do NDVI para o campo nao irrigado estd
relacionado com a menor quantidade de area foliar exposta ao sensor, perda de folhas e
senescéncia mais avanc¢ada. Os valores reduzidos de NDVI podem ter relagdo com a taxa
fotossintética e concentragdo de clorofila (Zhang, 2019).

O indice NDVI esta relacionado com as caracteristicas estruturais e fisioldgicas,
estas sdo expressivamente afetadas quando em condig¢des de déficit hidrico. A geometria
da parte aérea (distribuicdo e espacamento foliar), teor de pigmentos, conteldo relativo
de agua, grau de senescéncia e estresses ambientais sdo fatores que modificam a
refletancia da planta (Baret; Guyot, 1991).

0,300

0,250

0,200
0,150
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21/07/2020 l18/08/2020 l16/09/2020

Figura 4. Reducdo da umidade do solo no campo experimental durante o experimento de tolerancia a seca,
medida em diferentes profundidades utilizando uma sonda PR2, 1 = 100 mm, 2 = 200 mm, 3 = 300 mm, 4 = 400
mm, 5 =600 mm, 6 = 1000 mm.

Os mapas NDVI mostram a variacdao dos valores do indice de vegetacdo com o
decorrer do experimento, onde o campo irrigado retorna valores mais proximos de 1,
que indicam que as plantas estdo mais saudaveis, e o campo nao irrigado sob condi¢bes
de déficit hidrico, com senescéncia mais avan¢ada, reducao de densidade foliar, retorna
valores de NDVI menores em relagdao ao campo irrigado (Figura 5).
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Figura 5. Mapas NDVI demonstrando a redugdo do indice com a intensificagdo do déficit hidrico. A imagem a
esquerda mostra uma vista aérea da mesma area utilizando sensor RGB.

A menor diferenca entre o NDVI dos mesmos eventos em campo irrigado e nao
irrigado, corresponde a um melhor desempenho do material sob déficit hidrico. O
evento que vem apresentando menor diferenga entre os tratamentos, no periodo desta
avaliacdo, foi o Ev.2 Gene B com variacdo de 0,01, e o evento que vem apresentando a
maior diferenca foi o Ev.2 Gene C com variacdo de 0,47, o NT apresentou uma variacao
de 0,04 (Figura 6).
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Figura 6. Diferenga do NDVI entre o campo irrigado e ndo irrigado de cada evento, calculado em trés periodos
distintos.
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Conclusao

Foi estabelecido um protocolo para captura e processamento de imagens
multiespectrais visando o levantamento de dados NDVI para avaliacdo de cana-de-
-acucar em condicdes de campo.

Foram plotados mapas de avalicdo preliminar capazes de demonstrar diferenca de
NDVI entre as plantas do campo irrigado e ndo irrigado.

O experimento encontra-se em andamento, e avaliando apenas os dados de NDVI e
umidade do solo, conclui-se que dentro dos eventos observados o material do Gene B
Ev.2, foi o que apresentou uma menor redugao do indice em relagao ao mesmo material
em campo irrigado, no material observado em relacdo ao NT.

Proximas etapas: avaliacdo de performance dos diferentes eventos em condicdes
de déficit hidrico esta em andamento. Os dados de NDVI serdao correlacionados com
dados da avaliacdo tecnoldgica e agronOmica, principalmente TCH (tonelada de cana
por hectare) e conteldo de sacarose.
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Resumo

A cultura da canola possui grande importancia mundial, ocupando a terceira posicao
da oleaginosa mais produzida, antecedida pela soja e palma de éleo. O Brasil ainda ndo
consolidou a producdo dessa espécie, sendo necessarios mais estudos para promover
sua tropicalizagdo, principalmente em regides com temperaturas mais altas. Nesse
contexto, o trabalho teve como objetivo avaliar os componentes fenoldgicos e produtivos
de canola sob irrigacdo visando sua tropicalizacdo. O experimento foi conduzido em area
experimental da Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, situada a 15°35’30”” Se 47°42’30” W,
a 1.007 m altitude. Utilizou-se o delineamento experimental de blocos ao acaso, com
16 gendtipos de canola e quatro repeti¢cdes. O hibrido Diamond foi o mais precoce com
ciclo préoximo aos 100 dias, de forma geral, a maioria dos hibridos foi agrupada como
precoce. Os hibridos Diamond, ALHT B4, Hyola 50, Hyola 433 e a populagdo F2 originaria
da Hyola 50, apresentaram destaque com nimeros de sementes por siliqua superiores a
25, contudo, os demais gendtipos apresentaram numero de graos superiores a 20 graos
por siliqua. Os hibridos de canola apresentam reduc¢do no seu ciclo quando cultivados no
Cerrado. A produtividade de grdos da canola sob irrigacdo é superior a média nacional
em 2019 (1.371 kg ha), demonstrando o alto potencial do seu cultivo no Cerrado.

Palavras-chave: Brassica napus L., produtividade de graos, tropicalizacdo da canola.

Introducao

A canola (Brassica napus L. var. oleifera) € uma cultura pertencente a familia
Brassicaceae e ao género Brassica, sendo resultante do melhoramento genético
realizado por melhoristas canadenses, a partir da hibridacdo de duas espécies de colza,
Brassica oleraceae e Brassica rapa. A denominacdo canola é a abreviacdo de ‘Canadian
Oil Low Acid’, termo utilizado para designar as cultivares que possuem teor de acido
erucico inferior a 2% no 6leo e concentracdo de glucosinolatos menores que 30 umols
por grama de matéria seca dos graos (Chavarria et al., 2011; Mendonga, et al., 2016).
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Possui variadas formas de utilizagdo de seus produtos, tais como, o éleo produzido
para o consumo humano, com alta qualidade, em virtude da elevada quantidade de
Omega 3, vitamina E, gorduras monoinsaturadas e menor teor de gordura saturada
de todos os 6leos vegetais (Mori et al., 2014; Tomm et al., 2009). Outra caracteristica
importante é o potencial para producdo de biodiesel (Mori et al., 2014). Além disso, o
farelo de canola, pode ser utilizado na alimentacao animal, em decorréncia de seu alto
teor de proteinas (34% a 38%) (Tomm, 2005). Outro aspecto relevante do cultivo de
canola é a viabilidade na diversificacdo de culturas e na rotagdo com milho, soja, trigo
e feijdo, o que pode aumentar o rendimento e a qualidade desses graos. O que faz com
que a exploracdo dessa cultura seja rentdvel e sustentdvel, com agregacdao de valor
(Chavarria et al., 2011; Tomm et al., 2009).

A cultura da canola possui grande importancia mundial, ocupando a terceira posi¢ao
da oleaginosa mais produzida, antecedida pela soja e palma de 6leo. O Canada, Unido
Europeia e China sdao os maiores produtores de graos de canola, com participacdo de
28,0%, 27,6% e 18,3%, respectivamente, de toda a produgdo dessa oleaginosa no mundo
em 2018/19 (Estados Unidos, 2020).

A producdo total de canola, no Brasil foi de aproximadamente 48.600 toneladas
de graos em 2019. O estado do Rio Grande do Sul é o maior produtor da cultura em
ambito nacional (Conab, 2020). Entretanto, em decorréncia de fatores intrinsecos as
suas exigéncias edafoclimaticas, o Brasil ainda ndo consolidou a producao dessa espécie
(Dalmago et al., 2010). Assim, mais acdes sao necessdrias na intensificacdo das pesquisas
e desenvolvimento técnico-cientificos, de forma a favorecer a consolida¢ao e difusdao do
cultivo da canola no Brasil de forma a promover sua tropicalizagao, principalmente em
regides com temperaturas mais altas.

Desse modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar os componentes fenolégicos e
produtivos de canola sob irrigacao, visando sua tropicalizacao.

Material e Métodos

O experimento foiimplantado na area experimental da Embrapa Cerrados, Planaltina,
DF, situada a 15°35’30”” S e 47°42’30” W, a 1.007 m altitude. De acordo com o sistema
de classificacdo de Kdppen (1948), o clima da regido é do tipo Aw com inverno seco e
verao chuvoso. O solo da area experimental apresenta topografia plana, é classificado
como Latossolo vermelho com alto teor de argila. O preparo do solo consistiu de uma
passada de grade aradora e uso de enxada rotativa. Realizou-se irrigacao suplementar
por sistema de aspersao convencional.

O plantio foi realizado no dia 23 de abril de 2019, com densidade de plantas de
40 plantas-m=. Utilizou-se o delineamento experimental de blocos ao acaso, com 16
gendtipos e quatro repeti¢des. A parcela constituiu-se de 8 linhas de 5 m espacgadas
0,18 m entre si. Apenas as seis linhas centrais foram consideradas como area util.

Avaliaram-se os seguintes caracteres: duracao do ciclo (Cl, dias), como o nimero
de dias contados a partir da semeadura até a colheita; nimero de graos por siliquas
(NGS), obtido pela média da contagem dos graos de 5 siliquas advindas de 5 plantas
tomadas ao acaso na area util da parcela; massa de 1.000 graos (M1000G, g), obtida
pela pesagem de mil grdos advindos de 5 plantas tomadas ao acaso na area util da
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parcela; e, produtividade de grdos (PROD, kg ha), determinada pela pesagem de graos
total da area util da parcela, com posterior conversao para quilogramas por hectare.

Os dadosobtidos para cadavaridvel foram submetidos aanalise de variancia, conforme
o seguinte modelo estatistico: Yij = u + gi + bj + €ij, em que: Yij é o valor observado do
i-ésimo gendtipo no j-ésimo bloco; u: constante geral; gi é o efeito do i-ésimo gendtipo;
bj é o efeito do j-ésimo bloco; €ij é o erro aleatério associado a observacao Yij, com
NID (0, 6?). Para os caracteres que apresentaram diferencas significativas com base na
Anova empregou-se, na comparac¢do das médias dos tratamentos, o teste Tukey a 5% de

probabilidade.

Resultados e Discussao

Em relagdo ao ciclo, que se refere aos dias da emergéncia das plantas até a colheita,
o hibrido Diamond foi o mais precoce, com ciclo préximo aos 100 dias. Pode-se observar
ainda que os hibridos Hyola 433, Hyola 571 CL e Hyola 575 CL obtiveram ciclo inferior a
120 dias (Figura 1). Os demais hibridos apresentaram médias variando de 120 a 135 dias,
0 que permite incluir a maioria dos hibridos como de ciclo precoce. Deve-se ressaltar
que os hibridos Hyola 50, Hyola 76 e Hyola 61 sdo pré-classificados como de ciclo médio,
longo e médio, respectivamente, com ciclo maximo variando de 150 a 164 dias, os
demais apresentam a pré-classificagdo como precoces. Todavia, os ciclos obtidos neste
trabalho foram inferiores as amplitudes estabelecidas.

Um dos principais fatores para incorporagao da canola no sistema de producdo de
graos da regido do Centro-Oeste do Brasil é sua precocidade. Deste modo, fica evidente
que a precocidade apresentada por estes hibridos, coloca a canola como excelente
alternativa econémica para uso em esquemas de rotacdao ou sucessao de culturas,
principalmente com o milho ou a soja. A incorporagéo da canola no sistema soja/milho,
possibilitard a diversificagdo de culturas, facilitando a quebra do ciclo de algumas
doengas e aumentando a produgdo de dleos vegetais no periodo do inverno. Ressalta-se
que neste periodo, muitas vezes, grandes dreas de cultivo no pais ficam ociosas.
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Figura 1. Ciclo médio, em dias, de 16 gendtipos de canola avaliados no Cerrado. Planaltina — DF, 2019.

46

]
[©]
©
c
©
=]
T
E

%0
")
el
o




BIOMASSA PARA USO INDUSTRIAL 47

Quanto ao numero de graos por siliqua, pode-se observar grande variacdo entre os
hibridos, com destaque para os hibridos Diamond, ALHT B4, Hyola 50, Hyola 433 e a
populacdo F2 origindria da Hyola 50 que obtiveram os numeros de gr por siliqua
superiores a 25. Blochtein et al. (2014) demonstraram que o hibrido Hyola 61 produz,
em média, 13 ( 6,5) graos por siliqua com polinizacdo aberta. Contudo, é importante
frisar que todos os gendtipos apresentaram numero de graos superiores a 20 graos por
siliqua (Figura 2), o que corrobora com as variacdes médias de 17 a 24 graos por siliqua,
observados em diferentes gendtipos de canola (Young et al. 2004; Duran et al. 2010).

ab ab i g 3 s
b ab al al
ab 3 ab ab ab ab p ab
20-
10-

0
)
R
)
z

Figura 2. NUmero médio

de grdos por siliqua, de 16
gendtipos de canola avaliados
na regido do Cerrado.
Planaltina — DF, 2019.
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Como ndo houve efeito significativo de gendtipo para a produtividade de graos
(kg ha-1), apenas foi plotada as médias e os intervalos de confiancga para os nove hibridos
e sete populagdes F,. Observa-se que as médias fenotipicas de todos dos genotipos sob
irrigacdo, foram superiores a média nacional em 2019 (1.371 kg ha™). Observa-se que
todos os hibridos, exceto as popula¢des F2, apresentaram média superior a 2.500 kg ha-1,
ou seja, mais de 1.000 kg ha superior a média nacional, demonstrando o alto potencial

do cultivo da canola na regido do Cerrado (Figura 3).
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N3o obstante, deve-se observar a producdo do hibrido Hyola 76, que apresentou
média superior a 4.000 kg ha*; bem como a produc¢dao média dos hibridos Hyola 571 CL,
Diamond, Hyola 50 e Hyola 61, que apresentaram média superior a 3.000 kg ha™. No
conjunto, estes resultados ratificam o potencial da canola como étima alternativa de
cultivo para a regido do Cerrado.

Conclusao

A produtividade de graos da canola cultivada na regido do Cerrado sob irrigacdo é
superior a média nacional.

Os hibridos de canola apresentam reducao no seu ciclo quando cultivados na regiao
do Cerrado.
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Resumo

A grande demanda de fonte energética despertou o uso de biodiesel derivados de éleos
vegetais, tendo destaque para a cultura do algod3o. A torta/farelo do caroco de algoddo
(TCA), oriundo da etapa de extracdo do dleo, é rica em proteina, lipideos e carboidratos.
No entanto, a TCA possui compostos, como o gossipol e a lignina, os quais necessitam
de tratamento adequado para degrada-los. A degradacao destes compostos utilizando
macrofungos tem se destacado, viabilizando assim a sua utilizacdo na nutricdo de
animais. Portanto, é necessario prospectar os compostos quimicos degradados e/ou
produzidos apds a fermentacdao com macrofungos. Esse trabalho teve como objetivo
a caracterizacdo de metabdlitos presentes em TCA apds a fermentacao estado sélido
de Schizophyllum commune, utilizando metabolomica untargeted por cromatografia de
ultra alta eficiéncia, acoplado a espectrometria de massas tandem (UHPLC-ESI-MS/MS).
Os dados foram submetidos a andlise de componentes principais (PCA) e comparados
ao banco de dados. O PCA das amostras demosntrou alteracdes significativas no perfil
de compostos quimicos da torta de caroco de algoddo (in natura) apds a fermentacdo
fungica. Foi possivel identificar os compostos quimicos N-butiril-L-homoserina lactona,
di-hidroanticapsina e inosina, os quais ndo foram relatados na literatura. Foram
prospectados compostos das classes dos lipideos, aminoacidos, oligossacarideos,
nucleosideos e nucleotideos, agregando valor a torta de caroco de algoddo. Assim, a
metabolémica, que ainda é pouco explorada no fungo S. commune foi aplicada para
detectar diversas classes de metabdlitos através da técnica avangcada UHPLC-MS/MS. A
ferramenta de metabol6émica untargeted aplicada neste trabalho podera ser aplicado a
outras espécies de fungos. Tais informacdes contribuem para trabalhos envolvendo a
desconstrucao da biomassa lignoceluldsica e industria de nutricdo animal.

Palavras-chave: basidiomicetos, fermentacdao em estado sdlido, metabdlitos bioativos,
UHPLC-ESI-MS/MS, insumo animal.
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Introducao

A alta demanda global de energia e o esgotamento dos residuos fdsseis tém
despertado a busca por alternativas que sejam sustentaveis, renovaveis e atendam
a necessidade energética. Os residuos agroindustriais sdo potenciais matéria-prima
renovaveis que estdo ganhando forca no setor energético. As biomassas oriundas da
etapa de extracdo possuem caracteristicas quimicas que podem ser aplicadas a outros
setores, tais como produtos para nutricao animal (Gangwar; Shankar, 2020).

Neste cenario, encontra-se a cultura agricola do Gossypium hirsutum L., popularmente
conhecido como algoddo. Essa cultura possui grande importancia comercial, onde tem
como principal produto a pluma, aplicada na industria téxtil. As sementes possuem
grande quantidade de dleo, e apds processadas geram dois novos produtos, dleo e
torta/farelo (Lee, 1984).

O 6leo tem aplicacdes para producdo de biodiesel, lubrificantes ou alimentos. A
torta/farelo tem sua principal aplica¢do a nutricdo de ruminantes, em fung¢do dos teores
de proteinas e carboidratos. A torta de carogo/semente de algoddo (TCA) é rica em
proteina, lipideos e carboidratos, podendo ser aplicada na nutricdo animal (Carvalho,
1996). O uso da TCA na nutricdo animal possui algumas limitacdes devido a presenca do
gossipol, o qual é uma substancia antinutricional e téxica, interferindo na digestibilidade
e absorcdo dos nutrientes. Este afeta o crescimento e ganho de peso e pode levar o animal
ainfertilidade (Zhang et al., 2007). A recalcitrancia da parede celular, principalmente em
fungdo da lignina, também limita o uso na nutrigao animal. Com isso, faz-se necessarios
tratamentos que reduzam a toxicidade dos principais compostos presentes nos residuos
agroindustriais, viabilizando o uso deles para nutricdo animal (Barbosa, 2016).

Alternativamente, os métodos de pré-tratamentos bioldgicos, envolvendo os fungos
de podriddo branca (do inglés, White — rot fungi), se destacam por degradarem os
materiais lignoceluldsicos e os compostos téxicos (gossipol) presentes neste residuo
(Zhu et al., 2016). Estes fungos sao cultivados em sistema de fermentagao em estado
solido (FES), catalisando e metabolizando ndo apenas os compostos recalcitrantes, mas
também compostos fendlicos que podem ser bioativos, enriquecendo a biomassa para
formulacdes de dietas nutricionais do animal, podendo ainda melhorar a saude animal
(Zhu et al., 2016).

Contudo, fazem-se necessarios estudos mais detalhados de todos os metabdlitos
produzidos apds a fermentacdo da TCA pelos macrofungos. Permitindo assim conhecer
e caracterizar quais metabdlitos estdo presentes e prospectar os compostos quimicos
com atividades bioativas que podem trazer beneficios para a saude animal. Para isso, o
uso de ferramentas como a metabol6mica por espectrometria de massas torna-se uma
excelente opcdo para este tipo de abordagem.

Portanto, este trabalho tem como objetivo prospectar os metabdlitos secundarios
presentes em torta de caroco de algodao fermentada por Schizophyllum commune
utilizando metabolémica untargeted por cromatografia de ultra-alta eficiéncia
acoplado a espectrometria de massas tandem (UHPLC-ESI-MS/MS, do inglés Ultra-High
Performance Liquid Chromatography- Mass Spectrometry).
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Material e Métodos

Material Biologico

O macrofungo Schizophyllum commune (BRM 060008) foi escolhido por se destacar
em trabalhos anteriores realizados na Embrapa Agroenergia (Brasilia, DF) (Gomes et
al., 2015; Machado, 2016; Cunha, 2017). Este faz parte da Cole¢do de Microrganismos
e Microalgas Aplicados a Biorrefinaria da Embrapa Agroenergia (CMMABIo0), Brasilia,
Distrito Federal.

O macrofungo foi cultivado em sistema de fermentagdo em estado sélido (FES)
em torta de caroco de algoddo (TCA). Foram preparados frascos contendo apenas as
TCA, sem in6culo, considerados como controles. Os frascos foram incubados em estufa
incubadora de bancada a 28 °C por 15 dias. Todas as amostras foram preparadas em
triplicatas bioldgicas.

O TCA-fermentado foi seco em estufa, a 40 °C durante 48 horas, e triturados em
moinho manual. Em seguida, as amostras foram armazenadas em freezer a -80 °C até o
momento dos processos de extracdo de metabolitos e analises quimicas.

Extracao dos metabolitos de TCA-fermentado

As amostras de TCA-fermentado foram extraidas com etanol 50%. Pesou-se 10 mg
da TCA-fermentado e com o auxilio de uma micropipeta, foram adicionados 1000 pL
de etanol 50% As amostras foram homogeneizadas em um agitador tipo vortex (Vortex
Lab Dancer lka - lIka Best Selle) e levadas para o banho ultrassénico por 10 min a 30 °C.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas em uma microcentrifuga de bancada
(MiniSpin®, Eppendorf AG, Germania) por 3 min e 1200 rpm.

Apds o processo de extracdo, as amostras foram analisadas em sistema constituido
por UHPLC (Modelo Prominence LC30AD, Shimadzu) acoplado a um espectrémetro
de massas modelo Maxis 4G (Bruker Daltonics, Alemanha) equipado com fonte por
electrospray (ESI) e analisador de massas de alta resolucdo tipo quadrupolo (Q) e tempo
de voo (TOF, do inglés Time of Flight).

Para separacdo dos analitos, empregou-se a cromatografia liquida em fase reversa,
através do emprego da coluna Acquity UPLC HSS T3 (2,1 x 100 mm x 1,8 um, Waters)
a 35 °C. O solvente A foi acido férmico (AF) 0,1% em agua (v/v) e o solvente B acido
férmico 0,1% em acetonitrila (v/v). As corridas cromatograficas foram de 18 min, sendo
os 4 min finais para reconstituicdo da fase mdvel para a préxima andlise.

O espectrOmetro de massas foi operado no modo positivo (ESI(+)-MS) e negativo
(ESI(-)-MS), configurado numa voltagem do capilar de 3800 V, pressdao do nebulizador
4,0 Bar, gas de secagem a 9,0 L/min a 200 °C, temperatura do cone 200 °C; temperatura
da coluna 40 °C; taxa de aquisi¢do de espectros 3 Hz e faixa de massas monitorada m/z
80-1200 Da. O equipamento foi calibrado com cluster de formiato de sddio (1 mM),
inserido diretamente no inicio de cada corrida.

Os dados foram adquiridos por meio dos softwares Otof Control (Bruker), acoplado
ao HyStar (Shimadzu). E a formula molecular dos ions foi atribuida com o auxilio da
ferramenta SmartFormula do software DataAnalysis versdo 4.2(Bruker Daltonics). Os
metabdlitos foram identificados a partir da comparacdo entre a férmula molecular e a
massa exata, o qual foi atribuido através da ferramenta Compound Crawler (DataAnalysis
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versao 4.2, Bruker Daltonics). Este software possui interface com bancos de dados em
metabolémica publicos Enciclopédia Kyoto de Genes e Genomas (KEGG, do inglés Kyoto
Enciclopedia of Genes and Genomes) e/ou Entidades Quimicas de Interesse Biolégico
(ChEBI, do inglés Chemical Entities of Biological Interest).

Os dados de m/z, tempo de retencdo (rt) e intensidade foram processados e
tabelados através do software XCMS Online, versao 3.7 (xcmsonline.scripps.edu). Uma
matriz de variaveis (bucket table) foi elaborada, constando as intensidades dos sinais
em uma janela de 0,5-10 min, na faixa de m/z 80 a 1200. E depois essa tabela foi
submetida ao tratamento estatistico através do software MetaboAnalyst, versao 4.0 (Xia
Lab, Montreal), no qual os dados foram escalonados com base no método de Pareto
para corrigir variancias de sinais ndo constantes (Van Den Berg et al., 2006).

Resultados e Discussao

As andlises metabolémicas dos metabdlitos secundarios presentes em TCA-
-fermentado pelo macrofungo Schizophyllum commune (BRM 060008) foram realizadas
utilizando UHPLC-ESI-MS/MS, incluindo triplicata bioldgica e triplicata de extracdo. Foi
desenvolvido um método rdpido e robusto, capaz de extrair uma ampla quantidade
de metabdlitos em TCA-fermentado com BRM 060008. O uso do UHPLC favoreceu um
menor tempo de corrida cromatografica (11 min ESI(+)-MS e 8 min ESI(-)-MS) e melhor
resolucdo dos picos (Goodpaster; Ramadas; Kennedy, 2011).

Analises dos metabolitos por UHPLC-ESI-(+)-MS

A partir das analises por UHPLC-ESI(+)-MS/MS foram detectados 76 picos na amostra
TCA-fermentado (Figura 1A) e 51 picos no TCA-controle (Figura 1B).
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Figura 1. Perfil dissect do cromatograma gerado em UHPLC-ESI(+)-MS de amostras TCA-fermentado extraido com
etanol 50% e diluido na proporgdo de 1:2 (500pL de extrato etandlico da amostra em 1000 pL de solvente). (A) TCA-
-fermentado S. commune BRM 060008 e (B) TCA-controle (sem presenga do macrofungo).
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O cromatograma do TCA-fermentado do macrofungos FPB117 apresentou perfil de
picos semelhantes ao do controle (Figura 1), tornando a interpretacdo visual das
alteracbes metabdlicas nas amostras dispendiosa devido a grande quantidade de
varidveis presentes. Com isso, os dados espectrais de UHPLC-ESI(+)-MS foram
combinados com a andlise quimiométrica. Dessa forma, a andlise de componentes
principais (PCA, do inglés Principal Component Analysis) foi realizada para verificar as
tendéncias dos grupos, reduzindo a dimensionalidade. Os modelos formados por PCA
mostraram uma discriminacao de dois grupos referentes as amostras TCA-fermentado
FPB117 e TCA-controle (Figura 2). Os ions mais influentes nessa separacdo sao
apresentados no grafico de loading (Figura 2B).
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Figura 2. PCA dos dados de UHPLC-ESI(+)-MS de metabdlitos gerados de TCA-fermentado S. commune FPB 117 e TCA-
-controle submetidas a extragdo com etanol 50%. (A) Grafico de scores relativo a separagdo de grupos. (B) Gréfico

loadings com projegdo com ions com maior influéncia na separagdo do modelo.

A identificacdo dos metabdlitos majoritarios foi realizada pela compara¢cdo com o
peso molecular e padrdo de fragmentacdo de MS/MS das amostras com os compostos
depositados no banco de dados ou através de referéncias a biblioteca dos bancos de
dados KEGG e ChEBI. Assim, um total de 15 formulas moleculares foram atribuidas aos
fons mais intensos (Tabela 1).
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Tabela 1. Metabdlitos identificados em extrato etandlico de TCA-fermentado de S. commune FPB117,

analisadas por UHPLC(+)-ESI-MS/MS. Os ions destacados em vermelho foram observados no controle.

m/z medido Férmula neutra
175,1196 CH,N,0O,
118,0875 C,H,,NO,
118,0864 C.H,,NO,
116,0702 C.H,NO,
153,0754 CH,0,
225,0966 C,H,0,
189,1239 C,H,NO,
286,1512 C,H,N,0,
136,0755 C,H,;NO
165,0545 C,H,0,
227,1025 C,,H,,NO,
352,2485 C,H.,.0,
226,1804 C,H,,NO,
318,3013 C,H,,NO,
158,1541 C,H,,NO

n.i.: ndo identificado com o auxilio do banco de dados

Compostos quimicos
Arginina
Valina + 9 isémeros
Valina + 9 isémeros
Proline
Xilitol, Ribitol ou Arabitol
n.i.

Lactona N-butiril-L-homoserina
Desoxicoformicina
Fenacilamina
Fenilpiruvato + 8 isbmeros
N-Benziloxicarbonilglicina + 2 isomeros
Resolvina E2 + 13 isbmeros
n.i.
Fitosfingosina

n.i.

Andlises dos metabdlitos por UHPLC-ESI-(-)-MS

A analise UHPLC-ESI(-)-MS foi realizada como analise complementar devido algumas
moléculas ionizarem somente no modo de ionizacdo negativo. A partir das analises por
UHPLC-ESI(-)-MS/MS foram detectados 50 picos na amostra TCA-fermentado (Figura 3A)

e 42 picos no TCA-controle (Figura 3B).
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Figura 3. Perfil dissect do cromatograma gerado em UHPLC-ESI(-)-MS de amostras de TCA-fermentados extraido com
etanol 50% e diluido na proporgdo de 1:2 (500uL de extrato etandlico da amostra em 1000 uL de solvente). (A) S.

commune BRM 060008 e (B) TCA-controle.
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Nos testes estatisticos, observou-se a separacdo de dois grupos referentes as
amostras de TCA-fermentado de BRM 060008 e o TCA-controle (Figura 4A).
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Figura 4. PCA dos dados de UHPLC-ESI(-)-MS de metabdlitos gerados de TCA-fermentado de S. commune BRM 060008

e TCA-controle e submetidas a extragdo com etanol 50%. (A) Grafico de scores relativo a separagdo de grupos. (B)

Grafico loadings com proje¢dao com ions com maior influéncia na separagdo do modelo.

Os ions mais influentes e intensos foram investigados e um total de 11 férmulas
moleculares foram atribuidas (Tabela 2).

Tabela 2. Metabdlitos identificados em extrato etandlico de TCA-fermentado de S. commune FPB117,

analisadas por UHPLC(-)-ESI-MS/MS. Os ions destacados em vermelho foram observados no controle.

m/z medido

283,1044
133,0137
167,0211
151,0260
257,0781

267,0725
164,0719
225,0881
200,0928

241,1192
275,1032

Férmula neutra

C.H.N,O

11" '16 475

C,HO

4 65

C.H,N,O

5 4 473

C.H,N,O

5 4 472

C . H,NO

10 14 276

C,H_NO

10 '12' V45
CH,NO,
C. H _NO

10 14 274
C9H15NO4
C11H18N204

C,H .NO

14" 16 274

n.i.: ndo identificado com o auxilio do banco de dados

Conclusao

Compostos
Coformicina
Acido malico
Urate
Xantina
Espongotimidina ou (1-ribosilimidazol) -4-acetato
Inosina
Fenilalanina + 6 isdbmeros
Porfobilinogénio
Dihidroanticapsina
n.i.

n.i.

A TCA-fermentado Schizophyllum commune (BRM 060008) apresentou alteracdes
significativas na composi¢cdo metabdlica de torta de caroco de algoddao, demonstrando
ser favordvel para degradar a lignina e producdo de novos compostos, agregando valor a
torta de caroco de algoddao. Compostos quimicos das classes dos lipideos, aminoacidos,
oligossacarideos, nucleosideos e nucleotideos foram detectados no presente estudo.
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Pela primeira vez foi possivel identificar os compostos N-butiril-L-homoserina lactona,
di-hidroanticapsina e inosina, os quais ndao foram relatados na literatura relacionados
com os fungos em estudo.

A abordagem metabolémica aplicada neste trabalho contribuiu grandemente para o
entendimento do metabolismo fungico de Schizophyllum commune em torta de carogo
de algodao utilizando cromatografia de ultra-alta eficiéncia acoplado a espectrometria
de massas tandem como ferramenta analitica. Esta ferramenta podera ainda ser
aplicada para estudos de outros fungos e biomassas gerando informacgdes relevantes
para a integracdo de cadeias produtivas de biodiesel (caroco de algodao), fungicultura
(cogumelos comestiveis) e industria de nutricdo animal (insumos), além de contribuir
para estudos envolvendo a desconstrucao da biomassa lignoceluldsica.
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Resumo

Os acidos carboxilicos sdo compostos quimicos de importancia estratégica e com diversas
aplicacbes industriais, incluindo seu uso como intermedidrios ou blocos construtores
(building blocks) para obtencdo de outros produtos. O avanco da bioeconomia amplia
possibilidade de obtencdo e uso desses acidos a partir de recursos bioldgicos. Com
isso, torna-se um contraponto as fontes fésseis e abrem leques de oportunidades para
o crescimento do mercado de produtos de base biolégica. Estudos de prospeccao
tecnoldgica tém o papel de gerar dados estratégicos para fomentar sistemas de inovacao
e garantir a competitividade de instituicdes de Ciéncia e Tecnologia. Estudos elaborados
pela Agéncia Internacional de Energia (IEA), pelo Laboratério de Energias Renovaveis
(NREL) do Departamento de Energia Americano, e pela Organizacdo das Nacdes Unidas
para Alimentacdo e Agricultura (FAO) apontam a bioeconomia como estratégia para
crescimento nas proximas décadas. Dentre as ferramentas utilizadas para prospeccao
tecnoldgica, encontram-se as analises bibliométricas e patentométricas. Neste trabalho,
estas ferramentas foram utilizadas com o objetivo de desenvolver um estudo exploratério
e quantitativo por meio de documentos cientificos e patentarios recuperados nas bases
de dados Web of Science e Derwent Innovation Index, respectivamente, relacionados
com microrganismos usados na obtencdo de quatro acidos organicos de relevancia
estratégica: acido 3-hidroxipropiénico, acido itaconico, acido fumarico e acido malico. O
estudo tem como propésito identificar oportunidades de desenvolvimento tecnolégico
com microrganismos pertencentes a Colecdo de Microrganismos e Microalgas
Aplicados a Agroenergia e Biorrefinarias — CMMAABIo. Os resultados obtidos indicam
microrganismos de espécies presentes na CMMAABio, que podem ser avaliados
em futuros projetos de Pesquisa, Desenvolvimento e Inovacdo (P,D&I) da Embrapa
Agroenergia para obtencdo desses acidos.

Palavras-chave: prospeccao tecnoldgica, acido 3-HP, acido fumarico, acido itaconico,
acido malico.
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Introducao

Com o avanco da bioeconomia, economia baseada no uso de recursos bioldgicos em
detrimento as fontes fosseis, abre-se um leque de oportunidades para o crescimento do
mercado de produtos de base bioldgica, dentre eles os acidos carboxilicos. Estes acidos
sdo compostos quimicos muito importantes comercialmente, e sdo obtidos por meio
de processos quimicos, bioquimicos ou hibridos, podendo ser aplicados diretamente
em diferentes setores industriais, além de serem utilizados como blocos construtores
(building blocks) para obtencao de outros produtos.

Relatdrios para o desenvolvimento da bioeconomia elaborados por instituicdes de
renome como o Grupo de Especialistas da Unido Europeia, a Agéncia Internacional de
Energia (IEA), e o Laboratdério de Energias Renovaveis (NREL) do Departamento de Energia
Americano apontam uma série de acidos de relevancia estratégica capazes de serem
obtidos a partir da biomassa lignocelulésica, dentre eles os acidos 3-hidroxipropiénico,
itaconico, fumarico e malico (Werpy; Peterson, 2004; Newton et al., 2017; De Jong et al.,
2020).

O acido 3-hidroxipropidnico (3-HP; C.H O,) € um alfa hidroxiacido, ainda em fase
de desenvolvimento industrial, sobre o qual recai uma grande expectativa como
intermedidrio do acido acrilico, um mondmero de polimeros de grande consumo pela
sociedade. Além disso, também pode ser intermediario de polimeros biodegradaveis
- os poli-hidroxialcanoatos - e de 1,3-propanodiol (Wang et al., 2016).

O acido itaconico (C.HO,) e o acido fumarico (C,H,0,) sdo produtos das vias
metabdlicas dos microrganismos, especificamente do ciclo de Krebs, e sdo intermedidrios
da porcdo oxidativa do ciclo dos acidos tricarboxilicos. Ambos os dcidos estavam entre
os 12 principais building blocks derivados de biomassa com aplicagdes que se estendem
desde quimica fina até farmacéutica (Jimenez-Quero et al., 2017).

O 4acido fumarico tem propriedades acidulantes, preservativas e flavorizantes para
aplicacdo em industria alimenticia. Também é usado como mono6mero para producdo
de polimeros e agente de colagem acido em industrias de papel e celulose (Araji et al.,
2017). Ja o 4cido itaconico tem importancia industrial pelo seu potencial de substituir
o acido acrilico e metacrilico em razao da semelhanca estrutural das trés estruturas
(Robert; Friebel, 2016).

O acido malico (C,H.0,) também é um intermediario no ciclo de Krebs e foi classificado
como uma das principais moléculas-alvo de processos bioquimicos, sendo alvo de
diversas pesquisas para otimizar condi¢cdes de producdo (Trichez et al., 2018). Sendo
enantiomericamente puro, o acido L-mdlico é desejavel para aplicagcdes nas industrias
alimenticia, farmacéutica e de polimeros. Embora a bioconversao de fumarato a malato
seja um processo industrial estabelecido, ndo ha um processo comercial estabelecido
para a producdo de acido L-madlico a partir de substrato sacarineo, o que tornaria o
método biotecnoldgico de producdo do acido mdlico economicamente mais vidvel
(Hronska; Michalikova; Rosenberg, 2017).

Diante da relevancia estratégica desses acidos, o presente trabalho teve como
objetivo identificar os microrganismos mais citados em documentos cientificos e de
patentes para producdo de acido 3-hidroxipropionico, acido itacénico, acido fumarico
e acido mdlico. Em posse dessas informacgdes, oportunidades poderdo ser criadas para
os microrganismos da Colecdo de Microrganismos e Microalgas Aplicados a Agroenergia
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e Biorrefinarias — CMMAABIo, visando o desenvolvimento de novas tecnologias de
producdo destes acidos em futuros projetos de Pesquisa, Desenvolvimento e Inovagao.

Material e Métodos

As buscas foram realizadas em documentos cientificos e patentarios, recuperados nas
bases de dados Web of Science (WoS) e Derwent Innovation Index (Dll), respectivamente,
empregando os termos listados na Tabela 1 no campo “tépico”. Aos termos das buscas
foram associados operadores booleanos e caracteres curingas para aumentar a
quantidade de documentos recuperados. A busca de documentos patentarios, agregou-
-se também a Classificacdo Internacional de Patente (CIP) C12P, associadas a processos
bioquimicos, para captar todos os documentos referenciados. O intervalo temporal
escolhido foi entre de janeiro de 2008 a janeiro de 2020.

Os géneros e/ou as espécies dos microrganismos foram identificados por mineragdo
de palavras de resumos desses documentos, empregando o sistema Vantage Point®.

Tabela 1. Estratégia de busca para prospeccdo de microrganismos produtores dos acidos organicos de

interesse.

Nome Estratégia de busca (termos associados)
comum

do acido Microrganismos e

a . Sinonimos dos acidos organicos . Busca de patentes
organico processos envolvidos

“3-Hydroxypropanoic acid” or
3-HP “3-hydroxypropanoate” or “3-HPA” or
“3-Hydroxypropionic acid” or 3-HP

“fumaric acid” or fumarate or “trans-

Fumarico .. - i»
-Butenedioic acid AND
“itaconic acid” or itaconate or
“2-Methylenesuccinic acid” or enzym* OR ferment* AND
“Methylenebutanedioic acid” or yeast* or C12pP*
Itaconico or “Methylenesuccinic Acid” or fung*or bacteri* or
“Propylenedicarboxylic acid” or microrganism$

“2-methylidenebutanedioic acid” or
“2-Propene-1,2-dicarboxylic acid”
“malic acid” or malate or

Malico “2-hydroxysuccinic acid” or
“2-hydroxybutanedioic acid”

Resultados e Discussao

A Tabela 2 apresenta as quantidades de documentos recuperados por meio das
estratégias de buscas apresentadas na se¢do anterior, incluindo as raz8es de patente/
artigo, em ordem crescente.

A razdo numérica entre quantidades de documentos patentdrios e cientificos
recuperadas em uma busca suscita o estagio de maturidade de tecnologias existentes no
mercado-alvo. Tal relagdo decorre do aspecto tecnolégico de uma patente e a relacao de
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uma publicacdo a atividades cientificas (Quintella et al., 2011). Partindo dessa premissa,
a predominancia de documentos patentdrias em relacdao aos cientificos denotam alta
maturidade de tecnologias bioquimicas associadas aos quatro acidos organicos em
analise, principalmente para o acido itaconico.

Tabela 2. Quantidade de documentos recuperados e proporgdo patente/artigo.

22::2:;::;5 Documentos cientificos  Razdo patente/artigo
3-HP 302 271 1,11
Malico 4732 3299 1,43
Fumarico 2371 1609 1,47
Itaconico 624 322 1,93

Nas proximas tabelas, as bactérias e os fungos (leveduriformes e filamentosos)
produtores dos 4cidos de interesse estardo grifados em amarelo e em azul,
respectivamente.

A Tabela 3 apresenta os microrganismos associados a producdo de acido 3-HP e
o respectivo niumero de ocorréncia nos documentos cientificos e patentarios. A
busca bibliométrica recuperou 4 microrganismos, enquanto a patentométrica 54,
dos quais somente os 14 mais citados estdo apresentados. Verificou-se que todos os
microrganismos recuperados na pesquisa bibliométrica estdo presentes também nos
documentos de patente, mesmo que somente em termos de género.

Tabela 3. Microrganismos prospectados em documentos patentdrios e bibliograficos sobre producdo de
acido 3-HP.

Documentos Cientificos Documentos Patentarios

Nimero de Numero de

Aot Microrganismo a . Microrganismo
ocorréncias ocorréncias

29 Klebsiella pneumoniae 95 Escherichia coli
21 Escherichia coli 94 Escherichia sp.
13 Lactobacillus reuteri 62 Saccharomyces sp.
12 Saccharomyces cerevisiae 43 Pseudomonas sp.
39 Bacillus sp.
37 Klebsiella sp.
37 S. cerevisiae
35 Candida sp.
35 Clostridium sp.
33 Pichia sp.
30 Corynebacterium sp.
25 Kluyveromyces sp.
21 Salmonella sp.

20 Lactobacillus sp.
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Percebe-se que Escherichia coli € um dos microrganismos mais usados na produgao
de acido 3-HP, com quantidade importante de citacdes em trabalhos cientificos e em
documentos de patente. Essa bactéria é utilizada como uma biofabrica celular para
expressao heterdloga deste acido, assim como de varios outros bioprodutos.

ATabela4 apresenta os microrganismos associados a obtencao de dcido malico citados
na literatura cientifica e patentaria. A busca bibliométrica recuperou 28 microrganismos,
enquanto a patentométrica, 22. Serdo apresentados os dez mais citados em ambos os
tipos de documentos recuperados.

Para o acido madlico, existe uma grande diversidade de microrganismos produtores
dentre bactérias, leveduras e fungos filamentosos tanto na pesquisa bibliométrica quanto
patentométrica, embora os géneros Escherichia e Aspergillus tenham quantidades
significativas de documentos relatados. A bactéria Oenococcus oeni, mais citada da
pesquisa bibliométrica, é o microrganismo responsavel pela conversao de acido malico
em acido latico no processo de fermentag¢ao maloldctico, tornando o vinho menos acido
e mais palatavel (Fahimi; Brandam; Taillandier, 2014).

Tabela 4. Microrganismos prospectados em documentos patentarios e bibliograficos sobre produgdo de

acido malico.

Numero de . . Ndmero de . .

ocorréncias Microrganismo ocorréncias Microrganismo
66 Oenococcus oeni 36 Escherichia coli
62 Saccharomyces cerevisiae 29 Bacillus sp.
43 Escherichia coli 29 Escherichia sp.
33 Aureobasidium pullulans 27 Saccharomyces sp.
27 Lactobacillus plantarum 24 Lactobacillus sp.
22 Schizosaccharomyces pombe 19 Aspergillus sp.
19 Rhodobacter sphaeroides 11 Aspergillus niger
16 Yarrowia lipolytica 11 Clostridium sp.
15 Bacillus subtilis 11 Corynebacterium sp.
10 Aspergillus oryzae 11 Pichia sp.

A Tabela 5 apresenta os microrganismos e o numero de documentos relacionados
com a obtengado de acido fumarico citados na literatura cientifica e patentaria. A busca
bibliométrica recuperou 10 microrganismos, enquanto a patentométrica 75, embora
somente os 21 mais recorrentes estejam apresentados na tabela.

Da mesma forma que o acido 3-HP, Escherichia coli recombinante também é um
dos microrganismos mais usados na obtencdo de acido fumarico, com cenario similar
em documentos cientificos e patentdrios. No entanto, os outros microrganismos mais
citados em cada tipo de documento diferem de forma consideravel, o que leva a crer
gue ha cenarios distintos, com maior ou menor maturidade tecnoldgica, embora todos
0s microrganismos prospectados na pesquisa bibliométrica também tenham sido
identificados na pesquisa patentométrica (dados parcialmente mostrados), ao menos
em relagdo ao género, exceto Desulfovibrio sp.
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Tabela 5. Microrganismos prospectados em documentos patentdrios e bibliograficos sobre producéo de

acido fumarico.

Documentos Cientificos Documentos Patentarios

Nimero de Numero de

n . Microrganismo - Microrganismo
ocorréncias ocorréncias

44 Rhizopus oryzae 200 Escherichia coli
32 Escherichia coli 89 Lactobacillus sp.
19 Saccharomyces cerevisiae 88 Pichia sp.
13 Geobacter sulfurreducens 80 Aspergillus sp.
11 Geobacter sp. 78 Clostridium sp.
10 Shewanella sp. 75 Pseudomonas sp.
8 Rhizopus arrhizus 74 Corynebacterium sp.
7 Aspergillus oryzae 73 Kluyveromyces sp.
6 Desulfovibrio sp. 66 Lactococcus sp.
5 Yarrowia lipolytica 56 Candida sp.
55 Rhizopus sp.
55 Y. lipolytica
45 Rhodococcus sp.
36 Debaryomyces sp.
34 Schizosaccharomyces sp.
29 Cupriavidus sp.
27 Streptomyces sp.
26 Klebsiella sp.
26 Salmonella sp.
25 Enterobacter sp.
25 Zymomonas sp.

A Tabela 6 apresenta os microrganismos associados a producao de acido itaconico
citados na literatura cientifica e patentaria. A busca bibliométrica recuperou 5
microrganismos, enquanto a patentométrica, 45, porém somente os 17 mais
representativos estdao mostrados.

Diferentemente dos resultados relatados para os acidos 3-HP e fumarico em que
predominava a ocorréncia de bactérias, principalmente em relacdo a patentes, para
o dacido itacénico predominam no aspecto cientifico e tecnolégico fungos do género
Aspergillus sp., significativamente pela espécie A. terreus. Este resultado é corroborado
por Nemestéthy et al. (2020), que afirmam que A. terreus é uma linhagem eficiente para
produgdo de 4cido itaconico por sistemas de fermentacdo submersa.
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Tabela 6. Microrganismos prospectados em documentos patentdrios e bibliograficos sobre producéo de

acido itaconico.

Documentos Cientificos Documentos Patentarios

Nimero de Numero de

. . Microrganismo a . Microrganismo
ocorréncias ocorréncias

53 Aspergillus terreus 64 Aspergillus sp
13 Ustilago maydis 60 Saccharomyces sp.
10 Escherichia coli 46 Bacillus sp.
9 Aspergillus niger 45 Escherichia sp.
5 Yarrowia lipolytica 45 Sacchoromyces cerevisiae
42 Candida sp.
39 Pichia sp.
36 E. coli
35 Trichoderma sp.
31 Yarrowia sp.
26 Kluyveromyces sp.
25 Corynebacterium sp.
24 Clostridium sp.
24 Fusarium sp.
21 Lactobacillus sp.
21 Schizosaccharomyces sp.
20 Pseudomonas sp.
Conclusoées

A aplicacdo das ferramentas de prospeccdo tecnoldgica permitiu a identificacdo de
diversos microrganismos envolvidos na producdo bioquimica de acidos 3-HP, fumadrico,
itaconico e mdlico. Hd predominio de bactérias para a producdo de acidos 3-HP e
fumadrico, de fungos para a produgdo de acido itaconico e equilibrio entre bactérias
e fungos para acido madlico. Essa diversidade cria oportunidades de bioprospecgdo e
agregacado de valor a Colecdo de Microrganismos e Microalgas Aplicados a Agroenergia e
Biorrefinarias — CMMAABIo, que podem ser avaliados em futuros projetos de Pesquisa,
Desenvolvimento e Inovacdo da Embrapa.
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Atividade antioxidante de extratos
hidroalcodlicos obtidos de diferentes
biomassas lignoceluldsicas

Raquel Bombarda Campanha?, Jessika Layane da Cruz Rocha?, Andrea Samara
da Silva Moraes?®, Patricia Abrdo Oliveira Molinari*, Simone Mendong¢a®

Resumo

Aincorporacgao dos principios da quimica verde nos processos produtivos é imprescindivel
para o desenvolvimento sustentavel. Produzir biocombustiveis e quimicos com alto valor
agregado de forma integrada vai de encontro a crescente demanda da bioeconomia.
Neste sentido, o objetivo do trabalho foi produzir extratos fluido ricos em compostos
bioativos a partir de uma biomassa lignoceluldsica selecionada com base sua atividade
bioldgica e perfil quimico, paralelamente a producdo de energia ou biocombustivel.
As matérias-primas utilizadas neste estudo foram: sorgo biomassa (Sorghum bicolor),
casca de soja (Glycine max), casca de algodao (Gossypium hirsutum), casca de semente
de algodao (Gossypium hirsutum), casca de coco verde (Cocos nucifera), palhada de
cana-de-agucar (Saccharum officinarum), capim setdria (Setaria sphacelata) e cana-
-do-reino (Arundo donax). Os extratos hidroalcodlicos dessas matérias-primas foram
caracterizados quanto ao teor de fendis e flavonoides totais e a atividade antioxidante
foi avaliada através dos métodos de sequestro de radical livre (DPPH e ABTS), poder de
reducdo do ferro (FRAP) e pelo sistema de cooxidagdo do B-caroteno/acido linoleico. Os
resultados obtidos para o teor de fendis totais variaram de 23+1 a 13843 ug EAG/mg
de extrato seco, sendo que o extrato que apresentou maior teor de fendlicos totais
foi o de casca de semente de algoddo. Para o método de DPPH e ABTS os resultados
obtidos para a casca da semente do algod3ao e casca de algodao foram os maiores, mais
préximos ao do extrato de alecrim. Fato que se repetiu na avaliacao pelo método FRAP.
As outras biomassas tiveram atividade antioxidante bastante inferior. Na avaliagdo que
considera a a¢do na protecao de material lipidico, os extratos de casca de algoddo e de
sorgo, tiveram as maiores atividades antioxidante.

Palavras-chave: bioeconomia, compostos bioativos, residuos agroindustriais, TEAC.

Introducao

De acordo com a Farmacopeia Brasileira, extratos fluidos sdo preparacdes liquidas
obtidas de drogas vegetais ou animais por extracdao com um liquido apropriado (Brasil,
2010). Extratos vegetais sdao cada vez mais incorporados a formulacdes cosméticas,
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e a adicdo destes ocorre devido as atividades clinicas atribuidas aos mesmos, como
atividade antioxidante, atividade anti-inflamatdria e antienvelhecimento.

Os antioxidantes desempenham um papel importante na inibicao e eliminacao de
radicais livres. Esta propriedade dos extratos pode ser explorada tanto para o efeito in
vivo (protecdo aos seres humanos prevenindo o envelhecimento dos érgaos, o cancer,
a disfuncdo imunoldgica e outras doencas que estdao intimamente relacionadas com o
dano oxidativo em células induzidas por radicais livres (Zhang et al., 2011)) quanto como
na prevencao de deterioracao de formula¢des cosméticas, alimenticias ou de biodiesel.

Existe uma tendéncia de substituicao dos antioxidantes sintéticos como hidroxianisole
butilado (BHA), o hidroxitolueno butilado (BHT) e a tert-butilhidroquinona (TBHQ)
por antioxidantes naturais, formados principalmente de metabdlitos secundarios de
plantas. Grande parte dos antioxidantes naturais sdo compostos fendlicos, em particular
os flavonoides e os acidos hidroxicinamicos (Balasundran et al., 2006).

Em decorréncia da grande diversidade quimica existente, em especial entre os
compostos fendlicos, varios ensaios tém sido desenvolvidos para avaliacdo da capacidade
antioxidante de amostras. Sendo os mais populares o 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-
-6-sulfonato) (ABTS), o 2,2- difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) e o ferric reducing antioxidant
power (FRAP). Estes ensaios diferem em relagdo ao mecanismo de acdo, as espécies
alvo, as condicBes reacionais e na forma como os resultados sdo expressos (Oliveira et
al., 2009).

A determina¢do da capacidade sequestrante do radical ABTS* estd baseada na
habilidade dos antioxidantes em capturar este radical, causando decréscimo da
absorbancia. O radical é obtido a partir de um precursor, o acido 2,2’-azino-bis-3-
-etilbenzotiazolina-6-sulfénico, composto croméforo estdvel e solivel em meios
organicos e aquosos (Torres et al., 2017). O DPPH é um radical livre estavel que em
metanol possui uma absorcdo caracteristica a 518 nm de cor roxa. Na presenca de
sequestradores de radicais, que fornecem atomos de hidrogénio ou doam elétron, a
forma reduzida do radical é acompanhada pela perda da cor (Sanchez, 2017). O principio
do método FRAP ¢é baseado na produc¢do do ion Fe?* a partir da redugdo do ion Fe*,
encontrado no complexo 2,4,6- tripiridil-s-triazina (TPTZ) na presenca de antioxidantes.
Esta propriedade indica que os compostos antioxidantes sdo doadores de elétrons e
podem reduzir os intermediarios oxidados do processo de peroxidacao lipidica, de forma
que possam atuar como antioxidantes primarios e secundarios (Ghahremani-Majd;
Dashti, 2015). Outro teste antioxidante usado neste estudo baseia-se na perda da cor
amarela do B-caroteno devido a sua reacdo com os produtos da oxidacdo do acido
linoleico em uma emuls3o. A avaliagdo do sistema B-caroteno/acido linoleico determina
a capacidade de uma amostra de proteger um substrato lipidico da oxidacdo (Duarte-
-Almeida et al., 2006).

Produzir biocombustiveis e quimicos com alto valor agregado de forma integrada,
dentro do conceito de biorrefinarias, foi a motivagdo deste trabalho. A producao de
extrato bioativos poderia ser inserida como um processo preliminar antes da producao
do etanol de segunda geragdo ou cogeracao, integrado assim ao processo de producao
de biocombustiveis. As matérias-primas utilizadas neste estudo foram: sorgo biomassa
(Sorghum bicolor), casca de soja (Glycine max), casca de algodado (Gossypium hirsutum),
cascade semente de algodao (Gossypium hirsutum), casca de coco verde (Cocos nucifera),
palhada de cana-de-acgucar (Saccharum officinarum), capim setaria (Setaria sphacelata) e
cana-do-reino (Arundo donax). Estas biomassas foram selecionadas por estarem ligadas
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diretamente a cadeia agroenergética para a producdo de biocombustiveis/energia ou
serem residuos gerados em outras cadeias, mas que possuem potencial para a producao
de energia.

Material e Métodos

Material

O presente trabalho utilizou extratos hidroalcoélicos liofilizados obtidos a partir das
seguintes biomassas: casca de algod3ao e casca de semente de algoddo doados pela
empresa Dual (Campo Novo do Parecis-MT), palhada de cana-de-aglcar da empresa
Jales Machado (Goianésia-GO), casca de coco verde (CEASA de Brasilia-DF) e casca de
soja (Cooperativa Agricola do Rio Preto, localizada em Planaltina-DF); e plantas inteiras:
setdria e arundo coletados em dreas experimentais da Embrapa Agroenergia no Distrito
Federal e sorgo da Embrapa Milho e Sorgo (Sete Lagoas-MG). Um extrato comercial de
alecrim foi usado como referéncia.

Quantificacao de Fendis Totais

A quantificacdo de fendis totais foi realizada através do método de Folin-Ciocalteu
com adaptacbes de Waterhouse (2002). Os extratos foram solubilizados em etanol
80:20 (v/v) em diferentes concentragdes. Em tubos de ensaio foi pipetado 100 pL de
cada extrato, em triplicata, adicionados 7mL de 4gua deionizada e 500 pL de reagente
de Folin-Ciocalteu, apds um periodo minimo de 1 minuto e maximo de 8 minutos foi
adicionado 1,5 mL de carbonato de sddio 20%. Os tubos foram deixados ao abrigo da
luz por 2h antes da leitura da absorbancia a 765 nm em espectrofotometro. A curva
de calibragao foi feita com acido gdlico nas concentragées: 10, 100, 200, 300, 400 e
500 pg/mL. Os resultados foram expressos como pg de acido gélico/mg de extrato.

Quantificacao de Flavonoides Totais

A quantificagdo de flavonoides totais foi realizada de acordo com metodologia descrita
por Siatka e Kasparova (2010). Os extratos foram solubilizados em etanol 80:20 (v/v)
em diferentes concentragdes. Em tubos de ensaio foi pipetado 1 mL de cada extrato,
em triplicata, adicionados 100 pL de solugdo reativa de cloreto de aluminio 2% (p/v)
e 1,4 mL de acido acético 5% em metanol (v/v). Os tubos foram deixados ao abrigo da
luz por 30 minutos antes da leitura da absorbancia a 425 nm em espectrofotometro.
A curva de calibragao foi feita com quercetina nas concentrag¢des: 1, 10, 20, 30, 40 e
50 pug/mL. Os resultados foram expressos como ug de quercetina/mg de extrato.

Atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical
2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS**)

O ensaio avalia a capacidade que os extratos possuem de sequestrar o radical ABTS"*
foi realizado conforme descrito por Re et al. (1999) com modificacbes. Os extratos
foram solubilizados em etanol 80:20 (v/v) em diferentes concentracdes. A solu¢do do
radical catidbnico ABTS™* foi preparada com 5 mL da solucdo estoque de ABTS (acido
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2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonico)) a 7 mM e 88 pL da solucdo de
persulfato de potassio a 140 mM, mantida ao abrigo de luz por 16 horas, a temperatura
ambiente. Apds esse periodo, uma aliquota da solucdo foi diluida em metanol até obter
absorbancia de 0,70 £ 0,05 a 734 nm. Em microplaca de 96 pogos, foram pipetados 20 pL
de cada extrato, em triplicata, e adicionados 280 pL de radical ABTS™*. A microplaca foi
deixada por 6 minutos ao abrigo de luz antes da leitura da absorbancia a 734 nm em
espectrofotometro. Os resultados foram expressos em pg de trolox/mg de extrato e,
para isso, foi feita uma curva de calibragcdao com Trolox nas concentragdes: 1, 2,5, 5, 25 e
50 pug/mL.

Atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical 2,2
- difenil-1-picrilhidrazila (DPPH)

O método foi realizado conforme descrito por Pires et al. (2017) com modificac¢des.
Os extratos foram solubilizados em etanol 80:20 (v/v) em diferentes concentragdes.
Em microplaca de 96 pocgos, foram pipetados 22 pL de cada extrato, em sextuplicata, e
adicionados 200 pL de solucdo de DPPH a 0,06 mg/mL. A microplaca foi deixada por 30
minutos ao abrigo de luz antes da leitura da absorbancia a 518 nm em espectrofotometro.
Os resultados foram expressos em g de trolox/mg de extrato e, para isso, foi feita uma
curva de calibragdo com Trolox nas concentragdes: 20, 65, 110, 155 e 200 pg/mL.

Atividade antioxidante pelo método de reduc¢ao do ion férrico
(FRAP)

O ensaio foi realizado conforme descrito por Benzie e Strain (1996) com modificag¢des.
Os extratos foram solubilizados em etanol 80:20 (v/v) em diferentes concentragdes.
A solugdo reagente FRAP foi preparada com 50 mL de tampado acetato de sédio 0,3 M
pH 3,6, 5 mLde solugdao TPTZ 10 mM (em HCI 40 mM) e 5 mL de solugao de cloreto férrico
20 mM. Em microtubos de 2 mL, foram pipetados 30 uL de cada extrato, em triplicata,
90 ulL de dgua deionizada e 900 uL de reagente FRAP. Apds agitagdo, trés aliquotas de
200 uL foram transferidas de cada microtubo para microplaca de 96 pogos. A microplaca
foi incubada a 37 °C por 30 minutos ao abrigo de luz antes da leitura da absorbancia a
595 nm em espectrofotometro. Os resultados foram expressos em pug de trolox/mg de
extrato e, para isso, foi feita uma curva de calibragao Trolox nas concentragdes: 25, 50,
100, 200 e 400 pg/mL.

Atividade antioxidante pelo sistema de cooxidacao do
B-caroteno/acido linoleico

Esse método foi adaptado do estudo publicado por Duarte-Almeida et al. (2006).
Os extratos foram solubilizados em etanol 80:20 (v/v) a 1 mg/mL. Para o preparo da
mistura reativa, adicionou-se 80 pL de acido linoleico, 1600 uL de Tween 20, 1000 pL
de solucdo de B-caroteno a 2 mg/mL em cloroférmio e 5 mL de cloroférmio. A mistura
foi submetida a completa evaporacdo do cloroférmio em rotaevaporador. Adicionou-se
agua previamente saturada com oxigénio até a mistura apresentar absorbancia entre
0,6 e 0,7 em 470 nm. Em microplaca de 96 pocos foram 10 uL de cada extrato, em
pelo menos quadruplicata, e adicionados de 250 pL de mistura reativa. A microplaca
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foi incubada a 502C por 2 horas ao abrigo de luz, a leitura da absorbancia a 470 nm
em espectrofotometro foi registrada no inicio (tempo inicial) e apds os 120 minutos
de reacdo (tempo final). Os resultados foram expressos como porcentagem de inibicdo
da oxidacdo, calculada em relacdo ao decaimento da absorbancia do controle (etanol
80:20), que deve ser menor que 0,2 de absorbancia para ser considerado que houve
100% de oxidagao, apds 120 min de reagao.

Analise Estatistica

Todos os ensaios foram realizados em no minimo triplicata certificando-se que o
coeficiente de variagdo das replicatas analiticas fosse menor que 5%, além disso, foi
assegurado que o R? da regressdo linear das curvas padrdo tivesse valor préximo a 1.
Os dados foram avaliados pelo emprego software Microsoft Excel (2016), abrangendo
a analise descritiva dos dados pela analise de variancia por ANOVA e comparagao de
médias pelo teste Tukey (p<0,05).

Resultados e Discussao

Diversos estudos comprovaram a atividade antioxidante do alecrim na forma natural
e sob a forma de extrato, sendo considerado uma das plantas que apresenta maior
poder antioxidante (Basaga et al., 1997; Almeida-Doria; Regitano-D’Arce, 2000; Ramalho;
Jorge, 2006). Por esse fato, extrato de alecrim comercial foi utilizado como referéncia
em todas as analises realizadas com os extratos estudados no presente trabalho.

Os resultados da quantificacdo de fendis totais estdao apresentados na Figura 1la.
Como era esperado, o extrato de alecrim possui o maior teor de fendis totais, seguido
pelo extrato de casca de semente de algodao, casca de algodao e casca de coco verde
(13843, 10843 e 77+2 pg de acido galico/mg de extrato, respectivamente), enquanto
gue a casca de soja foi o extrato com o menor teor de compostos fendlicos totais
(23+1 pg de acido galico/mg de extrato).
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Figura 1. Teor de (a) fendis totais e (b) flavonoides totais dos extratos hidroalcodlicos estudados. Letras iguais, dentro

de cada método, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05).
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A quantificacdo de flavonoides totais (Figura 1b) mostrou que, entre os extratos
estudados, o de setaria teve o maior valor para esse parametro (11,38+0,14 ug de
quercetina/mg de extrato), o teor de flavonoides totais do extrato de sorgo encontrado
estava abaixo do limite de quantificacdo do método usado.

A avaliacdo da atividade antioxidante esta apresentada na Figura 2. Os resultados
obtidos pelos métodos ABTS, DPPH e FRAP expressam o resultado em equivalentes de
Trolox, que permite a comparacao direta de resultados executados em laboratérios com
diferentes ajustes metodoldgicos.
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Figura 2. Atividade Antioxidante pelos métodos: (a) ABTS, (b) DPPH, (c) FRAP e (d) sistema B-caroteno/écido linoleico.

Letras diferentes, dentro de cada método, apresentam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (p<0,05).

A Figura 2a mostra que pelo método ABTS os extratos de casca de semente de
algodao e casca de algodao foram, apesar de menores, 0s que apresentaram atividade
antioxidante mais préxima ao do alecrim, enquanto os outros extratos avaliados
apresentaram valores bem abaixo desses. Um perfil muito préximo foi obtido com o
método DPPH (Figura 2b), onde o extrato de alecrim apresentou a maior atividade,
seguido por casca de semente de algodao e casca de algodao, respectivamente, e o
extrato de casca de coco verde aparece se destacando levemente dos extratos com
valores mais baixos. Com o método ABTS pode-se medir a atividade de substancias
com natureza hidrofilica e lipofilica, fator limitante no ensaio de DPPH, que apresenta
pouca reprodutibilidade para substancias com natureza hidrofilica (Rufino et al., 2007).
As capacidades antioxidantes obtidas pelo método FRAP (Figura 2c), apesar de seguir
o mesmo perfil daqueles encontrados com os métodos ABTS e DPPH, apresentaram
maiores diferencas entre os extratos estudados e o alecrim. Em comparagao ao
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observado nos outros métodos, pelo sistema B-caroteno/acido linoleico foi possivel
observar a mudanca no perfil da atividade antioxidante (Figura 2d) dos extratos, de
modo que o extrato de casca de algodao apresentou valor mais préximo ao alecrim
seguido pelo sorgo, e os extratos de casca de coco verde e palhada de cana de agucar
tiveram os valores mais baixos. O método de cooxida¢do do B-caroteno/acido linoleico
permite a avaliacdo da atividade de uma amostra ou composto ao proteger um substrato
lipidico da oxidagdo, enquanto que métodos como o de inibicdo de radicais DPPH, por
exemplo, baseiam-se na transferéncia de elétrons de um composto antioxidante para
um oxidante (Duarte-Almeida et al., 2006), fato que explica a mudanca no perfil das
atividades antioxidantes observadas.

Os polifendis compreendem o maior grupo dentre os compostos bioativos nos
vegetais, sendo subdivididos em classes, de acordo com a estrutura quimica de cada
substancia. Os flavonoides formam uma das classes mais importantes quanto a atividades
bioativas. No entanto, apesar da atividade antioxidante dos extratos avaliados guardar
relacdo com o teor de fendis totais, isto ndo ocorre com o teor de flavonoides. Indicando
gue possivelmente esta ndo é a classe de fendis responsavel pela acdao antioxidante.

Conclusao

Dentre as biomassas estudadas, as que apresentaram melhor atividade antioxidante
foram casca de semente algodao, casca de algod3ao e casca de coco-verde. Os métodos
de avaliacdo antioxidante que se baseiam em captura de radicais livres ou poder redutor
tiveram comportamentos similares, esses resultados estao de acordo com o encontrado
na quantificacdo de fendis totais. No entanto, no teste que avaliou a protecao de material
lipidico contra a oxidacdo, a casca de algoddo é que teve destacada acdo antioxidante.
Apesar de apresentar o maior teor de flavonoides totais, a setdria ndo se sobressaiu em
nenhum dos testes antioxidantes realizados.
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Avaliacao do perfil metabdlico de
extratos aquosos e hidroalcoodlicos
de sementes de Crotalaria spp.

Rodrigo Wesley Nascimento de Melo?, Larissa Andreani Carvalho?, José
Anténio de Aquino Ribeiro®, Clenilson Martins Rodrigues*

Resumo

Extratos vegetais sdo utilizados ha milénios em diversas aplicacdes, entre as quais
destacam-se seu uso medicinal, como inseticidas naturais, antifungicos e antioxidantes
dentre outros Cada vez mais se buscam alternativas naturais ao uso de produtos derivados
daindustria quimica, e para tanto é necessaria a prospeccao de extratos com metabdlitos
secunddrios ativos para estas aplicagcdes. O género Crotalaria possui em torno de 600
espécies e é encontrado na Africa, india, México e Brasil. Este trabalho buscou avaliar
dois métodos de extracdo dos metabdlitos das sementes de Crotalaria spectabilis,
Crotalaria breviflora, Crotalaria juncea e Crotalaria ochroleuca, e identificar de maneira
preditiva, nesses mesmos extratos, os metabdlitos secunddrios que os compdem. Foram
investigados dois métodos de extracao, em triplicata, para cada biomassa. Um usando
meio hidroalcodlico (etanol/dgua/acido acético 7,00/2,95/0,05%) e outro usando meio
aquoso. AvaliacOes do perfil cromatografico foram realizados por meio de cromatografia
de ultra-alta eficiéncia (UHPLC) com o sistema UPLC Acquity H-Class acoplado ao detector
de arranjos de fotodiodos (PDA) com varredura na faixa espectral de 200-400 nm.
Para todas as biomassas avaliadas a extragdo em meio aquoso apresentou o maior
rendimento, entretanto as extracdes em meio hidroalcodlico também apresentaram
rendimentos satisfatérios. De acordo com os dados cromatograficos e espectrais dos
extratos de C. Spectabilis foi atribuida a provavel ocorréncia de aminodcidos, alcaloides,
derivados da fenilalanina, flavonoides, flavonas e derivados do acido hidroxicindmico. Os
dados cromatograficos e espectrais dos extratos de C. breviflora indicaram a presenca
de aminoacidos, alcaloides, flavonoides e derivados do acido hidroxicindmico. J& nos
extratos de C. Juncea observou-se dados espectrais que corroboraram com a presenca
aminoacidos, flavonoides, alcaloides, derivados de fenilalanina e derivados de acido
hidroxicinamico. Por fim, para os extratos de C. ochroleuca observou-se a provavel
ocorréncia de alcaloides, derivados de acido hidroxicindmico, flavonas e flavonoides.

Palavras-chave: metabdlitos secunddrios, crotaldria, métodos de extracdo.
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Introducao

Extratos vegetais sdo utilizados hd milénios e nas mais variadas aplicacbes, entre
as quais destacam-se o seu uso medicinal, como inseticidas naturais, antifungicos e
antioxidantes. A utilizacdo em grande escala e de forma indiscriminada de produtos
sintéticos, derivados da industria quimica, tém ocasionado riscos a saude humana,
animal e ao meio ambiente, sendo notdria a busca por seus respectivos substituintes
menos nocivos. Assim, ha grande interesse na prospeccao de substancias quimicas de
origem renovavel que apresentem atividade farmacoldgica, antifungica, inseticida, entre
outras.

Crotalaria é um género que pertence a familia Fabaceae e que possui em torno de
600 espécies, podendo ser encontrada na Africa, india, México e Brasil (Scupinari et
al.,, 2020). Essas plantas também apresentam grande producdo de biomassa verde e
capacidade de fixacdo de nitrogénio atmosférico (Gardiano et al., 2010). Tanto as folhas
guanto as sementes de Crotalaria apresentam alcaloides pirrolizidinicos (APs), sendo
a monocrotalina o principal AP encontrado nas plantas desse género (Gardiano et al.,
2010; Barreto et al., 2006). Esse composto apresenta alta toxicidade a vertebrados e,
com isso, acredita-se que produza metabdlitos secunddrios com potencial utilizacdo
inseticida em culturas agricolas (Wang et al., 2002).

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a preparacdo de extratos aquosos
e hidroalcodlicos de sementes de Crotalaria spectabilis, Crotalaria breviflora, Crotalaria
juncea e Crotalaria ochroleuca, visando o alcance do maximo de rendimento de seus
extrativos, bem como propor a identificacdo de classes de metabdlitos secundarios para
viabilizar a estratégia de aplicacdo desses extratos em estudos futuros.

Material e Métodos

Sementes de C. spectabilis, C. breviflora, C. juncea e C. ochroleuca (Sementes Pirai
Ltda) foram secas em estufa a 40°C até peso constante. Em seguida, as sementes foram
moidas em moinho analitico portatil e tamisadas em agitador eletromagnético utilizando
peneiras com tamanho de malha de 850, 425, 300 e 250 um. Particulas menores que
250 um também foram coletadas. A fracdo de 425 um foi selecionada para os ensaios
de extracdo devido a maior quantidade apresentada de material ao final da tamisacao.
Em seguida, cada uma das amostras passou por processos de extragdo em meio aquoso
e hidroalcodlico, conforme detalhado a seguir. As atividades envolvendo a C. breviflora,
por ser espécie nativa, foram registradas no SisGen sob o nUmero A832F15.

Agitacao em solucao hidroalcodlica

Quantidade conhecida de biomassa (aprox. 10 g) foi mantida sob agitacdo por 48 h
a temperatura ambiente em frasco fechado de 500 mL contendo 215 mL de solucdo
de etanol/agua/acido acético 7,00/2,95/0,05%. Decorridas as 48 h, o contetido do
frasco foi centrifugado e filtrado a vacuo, o sobrenadante foi reservado e a fracdo sdlida
restante foi novamente transferida para frasco fechado na presenca de nova aliquota
de 215 mL de solucdo hidroalcodlica, onde permaneceu sob agitacdo a temperatura
ambiente por mais 24 h. O conteudo do frasco foi novamente centrifugado e filtrado a
vacuo e o sobrenadante desta etapa foi agregado ao sobrenadante anterior. Em seguida,
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o sobrenadante final foi rotaevaporado para a retirada do etanol, congelado e liofilizado.
A massa resultante do processo de liofilizacdao foi utilizada para a determinacao
do rendimento da extracdo. Este procedimento foi realizado em triplicata para cada
biomassa estudada.

Refluxo em solugao aquosa

Quantidade conhecida de biomassa (aprox. 10 g) foi adicionada a um baldo de fundo
redondo de 500 mL. Em seguida, foi adicionada uma barra magnética e 430 mL de
agua destilada ao baldo. Este baldo foi acoplado a um condensador e colocado em
banho de 6leo a 100°C, onde permaneceu sob agitacdo magnética por 1 h. Apds este
periodo, a agitacdo foi interrompida, o extrato foi centrifugado e o sobrenadante foi
filtrado a vacuo. A fracdo liquida foi congelada, liofilizada e pesada para a determinacgao
do rendimento da extracdo. Este procedimento foi realizado em triplicata para cada
biomassa estudada.

Analise cromatografica

As amostras foram analisadas por cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia
(UHPLC) em um cromatégrafo a liquido UPLC Acquity H-Class acoplado ao detector de
arranjo de fotodiodos (PDA) com varredura na faixa espectral de 200-400 nm.

O extrato seco de cada uma das amostras foi preparado na concentra¢dao de
30 mg/mL em agua:acetonitrila (1:1). Apds esse preparo em béquer de 25 mL, todas
as amostras ficaram em banho ultrassonico por 15 min e depois foram transferidas
para tubos falcon onde foram centrifugadas por 10 min a 9000 rpm. Por fim, as
amostras preparadas tiveram o sobrenadante filtrado em membrana omnipore de PTFE
hidrolifilico com 0,22 um de poro. Aliquotas de 1 pL das amostras foram injetadas nas
seguintes condigdes:

e Coluna Acquity UPLC HSST3 1,8 um, 2,1 x 150 mm;
e Temperatura da coluna: 40°C;
e Modo de eluicdo: gradiente (Tabela 1);

e Fase movel - Solvente A: HZO/O,l% acido trifluoracético (TFA); Solvente B:
Acetonitrila/0,1% TFA.

Tabela 1. Gradiente de eluicdo empregado na analise por UHPLC-PDA dos
compostos quimicos presentes nos extratos obtidos.

Tempo (min) Fluxo (mL/min) %A %B
Inicial 0.400 100 0
5.00 0.400 100 0
30.00 0.400 75 25
32.00 0.400 50 50
33.00 0.400 0 100
35.00 0.400 0 100
35.01 0.400 100 0

45.00 0.400 100 0
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Resultados e Discussao

A Tabela 2 apresenta os rendimentos de extratos brutos obtidos para cada biomassa
pelos métodos de extracao utilizados.

Tabela 2. Rendimentos para as extracdes hidroalcodlica e aquosa das sementes de crotaladria obtidos em

triplicata.
Biomassa Rendimento/Agitacdo Rendimento/Refluxo aquoso
hidroalcodlica (%) (%)
C. spectabilis 21,42 +0,45 31,45+0,71
C. breviflora 26,02 £ 0,65 31,16 £ 0,60
C. juncea 21,74 £ 0,25 50,61 £ 0,72
C. ochroleuca 15,47 + 0,28 31,48 £ 0,86

Os valores de rendimento obtidos demonstram que o processo de extracdo por
refluxo aquoso fornece maior quantidade de extrato bruto para todas as biomassas
avaliadas. Porém as extracdes realizadas por processo com agitacdo hidroalcodlica
também resultam em rendimento satisfatorio.

A identificacdo da classe de metabdlitos secundarios encontrados nos extratos
aquosos e hidroalcodlicos foi realizada de forma putativa utilizando a técnica de
cromatografialiquida de ultra-alta eficiéncia (UHPLC) acoplada com detector de arranjo de
fotodiodos (PDA) por meio da avaliacdo dos espectros de UV dos principais picos eluidos
nos cromatogramas das amostras e também a partir da correlacdo de dados publicados
na literatura para o género Crotalaria. De forma geral, foi possivel verificar a presenca
de alcaloides (que tém sido relacionados aos efeitos toxicos para fitonematoides),
flavonoides (que possuem atividades antioxidantes e anti-inflamatdrias), derivados do
acido hidroxicinamico (com atividade antioxidante) e aminodcidos que contém grupos
cromoforos em sua estrutura.

A Figura 1 apresenta os cromatogramas em 254 nm para os extratos brutos
de sementes de C. spectabilis. Os picos eluidos em t, = 1,638 min (para agitacdo
hidroalcodlica, Fig. 1A) e t = 1,634 min (para refluxo aquoso, Fig. 1B) foram atribuidos a
presenca de aminoacidos contendo grupamentos cromoforos, que absorvem na regido
do UV apresentando uma banda intensa em 263 nm seguida de um ombro. Espectros
com uma banda intensa na regido de 259 nm, indicando a presenca de alcaloides,
foram identificados em ¢ = 1,708 e 1,693 min para os extratos hidroalcodlico e aquoso,
respectivamente. Picos eluidos entre t, = 9,330 e 9,620 min apresentam espectros de
UV indicativos de substancias contendo fenilalanina (banda de intensidade média em
257 nm) e guanosina (maximo de absor¢do em 255 nm com ombro em 280 nm). Os
picos relacionados a presenca de flavonoide (t = 21,876 min), flavona (t, = 24,188 min)
e derivados do &cido hidroxicindmico (tempos de retengdo em t, = 24,357, 25,227 e
26,129 min) foram facilmente identificados no cromatograma do extrato bruto obtido
via agitacdo hidroalcodlica. Para o extrato bruto aquoso estes picos de eluicdo ou ndo
estavam presentes, ou apresentaram baixa intensidade.
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Figura 1. Perfis cromatogréficos dos extratos brutos de C. spectabilis obtidos pelo processo de agitagdo hidroalcodlica
(A) e refluxo aquoso (B) processados em 254 nm.

Os cromatogramas em 254 nm para os extratos brutos de sementes de C. breviflora
estdo apresentados na Figura 2. Os picos eluidos em t = 1,638 min (para agitacdo
hidroalcodlica, Fig. 2A) e t = 1,634 min (para refluxo aquoso, Fig. 2B), a exemplo do
exposto para os extratos de C. spectabilis, foram atribuidos a presenca de aminodcidos.
A presenca de compostos com absorcdo UV indicativa de alcaloides foi identificada em
t. = 1,709 e 1,697 min para os extratos hidroalcodlico e aquoso, respectivamente. Os
picos eluidos em t_= 19,080 min (agita¢do hidroalcodlica) e t, = 19,172 min (refluxo
aquoso) apresentam espectro de UV compativel com o espectro de flavonoides, com
maximos de absor¢do em 257 e 353 nm. Derivados do acido hidroxicindmico, com uma
banda de maximo de absorc¢do intensa em 288 nm e um ombro em 230 nm, eluiram em
t. = 19,260 min, 26,753-26,835 min, 27,651 min e 31,198-31,206 min, tanto para o
extrato bruto hidroalcodlico quanto para o aquoso.
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Figura 2. Perfis cromatograficos dos extratos brutos de C. breviflora obtidos pelo processo de agitagdo hidroalcodlica
(A) e refluxo aquoso (B) processados em 254 nm.
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A Figura 3 apresenta os cromatogramas em 254 nm para os extratos brutos de
sementes de C. juncea. Novamente, foram observados picos com espectro de absor¢ao
UV compativel com a presenca de aminoacidos (em t = 1,638 min para o extrato
hidroalcodlico e t, = 1,639 min para o extrato aquoso). O extrato bruto aquoso (Fig.
3B) apresentou um pico eluido em t = 1,686 min com espectro UV indicativo de
alcaloide, enquanto o extrato bruto hidroalcodlico (Fig. 3A) possui um pico em
tR = 1,703 com espectro de UV tipico de substancias contendo fenilalanina. Demais
picos relacionados a presenca de substancias contendo fenilalanina foram observados
em 9,330-9,342 min. O nucleotideo guanosina também foi identificado em picos
eluidos em t_= 9,620 min. Picos relacionados a presenca de flavonoide (tempos de
retencdo em 19,073 e 19,632 min) foram identificados nos cromatogramas dos dois
extratos brutos, bem como a presenca de um aminodcido eluido em 20,640 min. Por
fim, o extrato bruto hidroalcodlico apresenta ainda a indicacdo da presenca de
derivados de acido hidroxicinamico em tR = 26,909 min e t_= 30,545 min. Estes picos
ndo foram observados para o extrato bruto aquoso.
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Figura 3. Perfis cromatograficos dos extratos brutos de C. juncea obtidos pelo processo de agitagao hidroalcodlica (A)

e refluxo aquoso (B) processados em 254 nm.

Por fim, os cromatogramas em 254 nm para os extratos brutos de sementes de C.
ochroleuca estao apresentados na Figura 4. Em compara¢dao com os extratos brutos das
demais sementes de crotalaria, os extratos da variedade ochroleuca apresentaram uma
maior quantidade de picos eluidos e maior presenca de alcaloides. Espectros de UV
compativeis com a presenca de alcaloides foram observados para picos nos tempos de
retencdo de 1,805, 2,307, 7,965 e 10,206 minutos para o extrato bruto hidroalcodlico
(Fig. 4A) e em 1,075, 1,693, 1,780 e 2,299 minutos para o extrato bruto aquoso (Fig. 4B).
O extrato bruto obtido a partir de refluxo aquoso ainda apresentou picos indicativos da
presenga de substancia como a fenilalanina (t, = 9,307 e 10,192 min) e do nucleotideo
guanosina (t, = 9,619 min). Diversos picos, para ambos os extratos, puderam ser
correlacionados com a presenca de derivados do acido hidroxicinamico, nos seguintes
tempos de retencdo: 20,333, 28,107 e 30,767 min para o extrato hidroalcodlico; 19,339,
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20,427 e 28,202 min para o extrato aquoso. Finalmente, espectros de UV indicativos da
presenca de flavonas e flavonoides foram observados para os picos eluidos em 22,785,
25,371, 27,258, 29,277 e 32,732 min (para o extrato hidroalcodlico) e em 7,957, 22,873,
27,350 e 29,362 min (para o extrato aquoso).
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Figura 4. Perfis cromatograficos dos extratos brutos de C. ochroleuca obtidos pelo processo de agitagdo hidroalcodlica

(A) e refluxo aquoso (B) processados em 254 nm.

Conclusao

Dentre os perfis comparativos obtidos para os dois modelos de extracao, apenas os
perfis de C. spectabilis demonstraram diferenca significativa entre a composi¢do quimica
apresentada nos cromatogramas dos extratos de agitacdo hidroalcodlica e refluxo
aquoso. A partir dos dados cromatograficos e espectrais dos extratos de C. spectabilis foi
atribuida a provavel ocorréncia de aminoacidos, alcaloides e derivados da fenilalanina.
Porém, a presenca de flavonoides, flavonas e derivados do dacido hidroxicindmico
foram observados apenas nos extratos hidroalcodlicos. Os dados cromatograficos e
espectrais referentes aos extratos hidroalcodlico e aquoso de C. breviflora indicaram a
presenca de aminodcidos, alcaloides, flavonoides e derivados do acido hidroxicinamico.
Tanto os extratos hidroalcodlico e aquoso de C. juncea também apresentaram dados
cromatograficos e espectrais que apontaram a ocorréncia de aminodcidos e flavonoides.
Jd no extrato hidroalcodlico de C. juncea observou-se de forma mais acentuada a
ocorréncia de alguns aminoacidos, provavelmente derivados da fenilalanina, além de
derivados do acido hidroxicinamico. Além disso, a ocorréncia de alcaloides foi notada
apenas em seu extrato aquoso. Por fim, para os extratos hidroalcodlico e aquoso de C.
ochroleuca observou-se maior nimero de picos cromatograficos separados ao longo
da analise, sendo estes associados a uma maior ocorréncia de alcaloides. Quando
comparada as demais espécies, C. ochroleuca também apresentou indicios da presenca
de derivados do acido hidroxicinamico, flavonas e flavonoides.
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Efeito de nanoparticulas de
carbono fluorescentes (Krill A32) no
crescimento da microalga Chlorella
sorokiniana Embrapa| LBA#39
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Resumo

As microalgas sdo organismos fotossintetizantes de elevado interesse biotecnoldgico.
Visando ao aumento da producdo de sua biomassa e bioprodutos derivados, muitas
estratégias sdo desenvolvidas e citadas na literatura. Uma abordagem promissora é o
uso de nanoparticulas de carbono fluorescentes. Neste trabalho, investigou-se o efeito
de diversas concentra¢cdes do Cdot Krill A32 no crescimento da microalga Chlorella
sorokiniana Embrapa| LBA#39 cultivada em microplacas de 96 pogos. As concentragdes
avaliadas foram: 0, 10, 50, 100, 150, 300 e 600 ng/L; 10, 50, 100, 150, 300 e 600 pg/L; e
10, 50, 100, 150, 300 e 600 mg/L. A 50 ng/L o Cdot promoveu aumento do crescimento
da microalga em 6%, sendo que as demais concentracdes ndo promoveram alteracdes
estatisticamente significativas ou acarretaram em diminuicdo do crescimento da
microalga, provavelmente devido a inducdo de estresse oxidativo.

Palavras-chave: microalga, Chlorella sorokiniana, nanoparticulas de carbono
fluorescentes, curva de crescimento.

Introducao

Microalga é um termo genérico usado para se referir a um grupo diverso de
microrganismos fotossintéticos que sdo os principais produtores da vida na Terra (Singh
et al., 2015). S3o organismos ubiquos, encontrados em oceanos, dguas doces, fontes
termais, lagos salgados e na superficie de todos os tipos de solo (Tomaselli, 2004). Estes
microrganismos sdo interessantes do ponto de vista biotecnolégico por apresentarem
estrutura relativamente simples, produzirem biomassa e grande variedade de
metabdlitos, fixarem gas carboOnico durante seu crescimento e apresentarem maior
produtividade por metro quadrado do que outras culturas, sem competir com terras
destinadas a agricultura. Além disso, a dgua doce pode ser economizada no cultivo de
microalgas, usando-se agua de residuo ou dgua salgada (Schenk et al, 2008). Em termos
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de aplicacbes biotecnoldgicas, a biomassa microalgal e seus derivados podem ser
utilizados para diversos fins, dentre eles: producao de biocombustiveis, biofertilizantes,
alimentacdo animal, suplementacdo humana, nutracéuticos, pigmentos naturais e
cosméticos (Gupta et al., 2013).

No entanto, a producdao de biomassa microalgal em grandes escalas ainda enfrenta
alguns gargalos que precisam ser solucionados para garantir sua viabilidade econémica.
Nesse sentido, pesquisas atuais com microalgas envolvem: a sele¢dao ou bioengenharia
de cepas altamente produtivas; o desenvolvimento de sistemas de cultivo de microalgas
aprimorados; a reduc¢do do custo dos meios de cultivo; o aumento da produtividade de
biomassa; e o desenvolvimento de novas tecnologias de colheita da biomassa produzida
(Fernandez et al., 2019). Com base nesse cendrio, alguns estudos demonstram que
o0 uso de nanoparticulas fluorescentes pode resultar em aumento da eficiéncia no
crescimento de microalgas, destacando-se como uma possibilidade promissora para
atingir a viabilidade econ6mica desse tipo de cultura.

As nanoparticulas de carbono, também conhecidas por pontos quanticos de carbono,
CQD (do inglés, carbon quantum dots) ou Cdots, sdo pequenas estruturas esféricas
com diametro variando entre 1 e 100 nm (Dias, 2015). Os Cdots emitem fluorescéncia
guando excitados com determinados comprimentos de onda, caracteristica que os torna
interessantes para o estudo com microalgas, as quais utilizam energia fotoquimica para
o processo de fotossintese.

O presente trabalho avaliou o efeito dos Cdots Krill A32 no crescimento da microalga
Chlorella sorokiniana Embrapa|LBA#39 cultivada em microplacas de 96 pocgos. Partiu-
-se da hipotese de que as nanoparticulas promoveriam aumento do crescimento da
microalga, com base em dois principais mecanismos propostos na literatura: 1) os
fotons de fluorescéncia emitidos pelas nanoparticulas seriam usados na fotossintese
pelas microalgas, aumentando a eficiéncia desse processo metabdlico; 2) o processo de
degradacao das nanoparticulas de carbono forneceriam substrato para o crescimento,
alterando o metabolismo para o foto-heterotréfico.

Material e Métodos

Preparo do pré-indculo da microalga Chlorella sorokiniana Embrapa|LBA#39: em
condicOes estéreis, adicionou-se 15 mL de cultivo de microalga em 135 mL de meio
BG11, em Erlenmeyer de 250 mL. O Erlenmeyer foi incubado em shaker a 25 °C, 110 rpm,
4000 lux, fotoperiodo 12:12h, durante 7 dias.

Uma solugdo de 1,2 g/L de Cdots foi preparada, pesando-se 120 mg de Cdots em
po e diluindo o conteldo para um volume final de 100 mL com meio BG11, em baldo
volumétrico. Esta solucdo foi filtrada em filtro de 0,22 um e autoclavada antes de ser
adicionada ao cultivo com microalga.

A fim de se avaliar o efeito de diversas concentra¢des de Cdots no crescimento da
microalga C. sorokiniana Embrapa | LBA#39, o cultivo foi realizado em microplacas de 96
pocos. Para tal, adicionou-se em cada poco o pré-inéculo, a solucdo de Cdots e o meio
BG11. As concentragdes finais de Cdots foram: 0, 10, 50, 100, 150, 300 e 600 ng/L; 10,
50, 100, 150, 300 e 600 pg/L; e 10, 50, 100, 150, 300 e 600 mg/L; avolumados para
100 pL com meio BG11. Ademais, adicionou-se mais 100 pL de pré-indculo, totalizando
200 pL por poco. Foram preparadas desta maneira 3 placas e cada concentragao foi
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testada em triplicata dentro de uma mesma placa, resultando em 9 réplicas de cada
concentracao avaliada. Também foram preparadas outras 3 placas com as mesmas
concentragdes finais de Cdots, mas sem a adi¢do das microalgas, a fim de acompanhar
a variacdo na absorbancia a 750 nm das solucdes de Cdots expostas a luz. Neste caso,
0s 200 plL foram completados com meio BG11, sem a adicdo de pré-inéculo. As placas
foram incubadas a 25 °C, 4000 lux, fotoperiodo 12:12h, durante 21 dias. Periodicamente,
o crescimento da microalga C. sorokiniana Embrapa|LBA#39 foi acompanhado pela
leitura em espectrofotometro a 750 nm.

Resultados e Discussao

O crescimento da microalga C. sorokiniana Embrapa|LBA#39 na presenca de Cdots
foi acompanhado durante 21 dias e as curvas de crescimento sdo apresentadas nas
figuras 1, 2 e 3.
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© de crescimento da
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0 5 10 15 20
Tempo (dias)
—&— Sem DOT —o— 10 ng/L —0— 50 ng/L 100 ng/L
—e— 150 ng/L —e— 300 ng/L —e— 600 ng/L
1,2
£ 1
c Figura 2. Curvas
E 0,8 de crescimento da
© 06 microalga C. sorokiniana
[8)
S ! Embrapa|LBA#39 na
'g 0,4 presencga de Cdots em
é concentragdes finais
0,2
e L Y 4 de 0, 10, 50, 100, 150,
0 s 300 e 600 pg/L.
0 5 10 15 20
Tempo (dias)
e Sem DOT g 10 pg/L g 50 Ug/L 100 pg/L

ey 150 pg/L g 300 pg/L 600 pg/L

83

A
]
c

2
(%]

'W

=
o
S

o




BIOMASSA PARA USO INDUSTRIAL

Figura 3. Curvas

de crescimento da
microalga C. sorokiniana
Embrapa|LBA#39 na
presenca de Cdots em
concentragdes finais

de 0, 10, 50, 100, 150,

300 e 600 mg/L.
0 5 10 15 20
Tempo (dias)
—e— Sem DOT —0— 10 mg/L —o— 50 mg/L 100 mg/L
—e— 150 mg/L —e— 300 mg/L —e— 600 mg/L

A partir da observagao das Figuras 1 a 3 é possivel verificar que o crescimento da
microalga é muito semelhante com concentragdes de Cdots nas ordens de ng/L e pg/L,
com leve aumento observado para as concentragdes de 50 ng/L e 600 pg/L. Ja para a
ordem de mg/L, observou-se diminui¢do do crescimento com o aumento da concentragdo
de Cdot. Para verificar se as variagdes observadas sao estatisticamente significativas,
realizou-se uma ANOVA de um fator com nivel de significancia de 5% seguida de teste de
Tukey, para o 9° dia de cultivo (final da fase exponencial de crescimento). Os resultados
das analises estatisticas sdo apresentados nas Figuras 4, 5 e 6.

1,05

b
a.b
a
a
a.c
c
| '
0,8 .

0,
Sem DOT 10 ng/fL 50 ngfL 100 ng/L 150 ng/L 300 ng/L 500 ng/L
ConcentragZo de cDOT A3Z

=]
o
n

Absorb@ncia 750 nm
(=]
w

=]
o

Figura 4. Crescimento da microalga C. sorokiniana Embrapa|LBA#39 no 9° dia de cultivo, na presen¢a de Cdots em
concentragdes finais de 0, 10, 50, 100, 150, 300 e 600 ng/L. Letras iguais ndo diferem estatisticamente, enquanto
letras diferentes diferem com nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
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Figura 5. Crescimento da microalga C. sorokiniana Embrapa|LBA#39 no 9° dia de cultivo, na presenca de Cdots em
concentragdes finais de 0, 10, 50, 100, 150, 300 e 600 ug/L. Letras iguais ndo diferem estatisticamente, enquanto
letras diferentes diferem com nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
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Figura 6. Crescimento da microalga C. sorokiniana Embrapa|LBA#39 no 9° dia de cultivo, na presen¢a de Cdots em
concentracgdes finais de 0, 10, 50, 100, 150, 300 e 600 mg/L. Letras iguais ndo diferem estatisticamente, enquanto
letras diferentes diferem com nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

E possivel observar que apenas a concentragdo de 50 ng/L promoveu aumento
estatisticamente significativo no crescimento da microalga, sendo este aumento da
ordem de, aproximadamente, 6%. As demais concentragdes nao influenciaram no
crescimento ou promoveram diminuicdao no crescimento da microalga, possivelmente
pela inducdo de estresse oxidativo.
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Consideragoes Finais

Os Cdots sao uma maneira promissora de aumentar o crescimento de microalgas. No
presente estudo, foram avaliados os efeitos de diversas concentracdes do Cdot Krill A32
no crescimento da microalga Chlorella sorokiniana Embrapa|LBA#39. A concentragdo
de 50 ng/L promoveu incremento de 6% no crescimento da microalga. Experimentos
complementares em escalas maiores serdo efetuados para validar este incremento e
avaliar o mecanismo envolvido neste fendmeno.

n .
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Daniela Fldvia Machado Turati*, Lorena Costa Garcia Calsing®

Resumo

Sdo reportados os procedimentos realizados com o objetivo de caracterizar os
morfotipos obtidos de col6nias de microalgas isoladadas em meio de cultura tendo
como fonte principal de Nitrogénio o nitrato (meio BG11) ou amonio (meio BGUF). Estes
isolados resultaram do crescimento de microalgas coletadas de lagoas ou pocas de dgua
ao longo da Estrada Parque Pantanal, no Mato Grosso do Sul, em viagem realizada em
11 de novembro de 2019. Apds crescimento inicial em meio liquido, amostras foram
riscadas em placas com meios semissolidos, com posterior repicagem de col6nias
selecionadas ao acaso para novo crescimento em meio liquido. Entdo, fracdes de 1 mL
foram separadas, tratadas com solucdo fixadora (2,5% glutaraldeido em 0,1M cacodilato
de sédio, pH 7,2) e montadas em laminulas, para observa¢do em Microscépio Optico
Axiolmage 72, marca Zeiss, em contraste de interferéncia diferencial. As microalgas
presentes foram registradas digitalmente, usando-se camera digital 1cC3 e o software
Zen-Zeiss, avaliando-se os descritores morfoldgicos visiveis de nucleo, estrutura do talo,
forma e cor. A fotodocumentacdo das microalgas isoladas resultou numa variedade
significativa de morfotipos, com predominancia de formas cocoides ou assemelhadas,
em detrimento de formas filamentosas. Tal resultado indica que é necessario cuidado
nos procedimentos iniciais de selecdo para ndo serem isolados apenas microalgas de um
macrogrupo especifico, limitando-se o enriquecimento da diversidade de algas numa
colecdo de diferentes espécies.

Palavras-chave: biodiversidade, microalgas cocoides, microalgas filamentosas,
microscopia de contraste, morfotipos.

Introducao

Microalgas sdao organismos fotossintéticos que crescem em ambientes Umidos
(rios, lagos, mares ou solos) e tem potencial econébmico para a sua utilizacdio em
varios bioprodutos como dleos combustiveis, producdo de pigmentos, formulacdes
cosmeéticas, racdo animal e suplementos alimentares (Khan et al., 2018). As microalgas
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englobam organismos de dois super-reinos procariontes e eucariontes, por isso a
classificacdo taxondmica acurada dos individuos deve ser multidisciplinar atendendo a
critérios minimos de caracteristicas morfolégicas, composicdo bioquimica (pigmentos
e cloroplastos), ultraestrutura celular (disposi¢cdo dos tilacoides), ciclo de vida, tipo de
reproducdo e dados de sequéncias gendmicas por técnicas de biologia molecular.

A colecdo de microalgas do Laboratério de Biotecnologia de Algas da Embrapa
Agroenergia foi iniciada em 2012 (Brasil; Garcia, 2016) e conta atualmente com 24
acessos cadastrados no Banco de Microrganismos e Microalgas Aplicados a Agroenergia
e Biorrefinarias no Portal Alelo (http://alelo.cenargen.embrapa.br/). Estes acessos
foram inicialmente isolados de varios biomas brasileiros, como Pantanal, Amazonia,
Mata Atlantica e Cerrados, os quais foram caracterizados por biologia molecular ou por
morfologia para designacdo taxonOmica possibilitando assim o seu registro no banco
e a sua utilizacdo em estudos para producdo de biomassa e metabdlitos de interesse,
visando o desenvolvimento de bioprodutos.

A colecdo é mantida atualizada, por repicagem e limpeza de manutenc¢ao das cepas
armazenadas, bem como aumentada, por troca com outras cole¢des ou por coletas
proprias. Neste trabalho s3ao apresentados resultados iniciais de estudos morfolégicos
de um grupo de cepas isoladas a partir de viagem de coleta realizada em 2019, visando
avaliar o potencial de cepas individuais para inclusao na colegdo e estudos posteriores.

O objetivo deste trabalho é produzir informacgdes preliminares sobre acessos isolados
através de fotodocumentacao diferencial, para facilitar o reconhecimento e andlise dos
principais descritores morfoldgicos individuais para auxiliar sua posterior classificacao
taxondmica.

Material e Métodos

Em viagem de coleta realizada no dia 11 de novembro de 2019, foram coletadas,
principalmente, ao longo da Estrada Parque do Pantanal (rodovias MS 184 e MS 228),
amostras de dgua de lagoas ou pocas de dgua a beira da estrada, cerca de 50 mL de
agua, que foram armazenadas em tubos Falcon. Para cada local de foram anotadas as
coordenadas geograficas (Tabela 1), obtidas usando-se aplicativo interno de telefone
celular.

Os tubos com as amostras foram armazenados em caixa de isopor e transportados
para a Embrapa Agroenergia, onde amostras de 5 mL foram dispostas em tubos de
ensaio fechados contendo 50 mL de meio de crescimento BG11, como descrito por Allen
e Steiner (1968), ou meio de crescimento BGUF, como descrito em Ribeiro et al. (2020),
respectivamente. Posteriormente, observando-se turbidez do meio e outros sinais
caracteristicos de crescimento de algas, especialmente a coloracado esverdeada, fez-se de
repicagem de cada um dos tubos para placas contendo os mesmos meios semissélidos,
pelo acréscimo de Agar. Apds o crescimento de colonias individuais nas placas, um total
de 40 col6nias (20 do meio BGUF e 20 do meio BG11) foi escolhido, sendo repicadas
novamente nos respectivos meios liquidos, para conservacao e analises posteriores.
De forma geral, os procedimentos de isolamento e crescimento das amostras seguiram
aqueles preconizados nos trabalhos apresentados na obra de Andersen (2005).

Das 40 amostras obtidas, 1 mL foi colhido apds agitacdo do meio respectivo e disposto
em Ependorf para avaliagdes microscdpicas, apds processo inicial de fixacdo e montagem
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das laminas. Para tal, foram retirados 200 uL de amostra e colocados em 400 ulL de
solucdo fixadora (2,5% glutaraldeido em 0,1M cacodilato de sddio, pH 7,2), por 24h a
49C. Apdés uma centrifugacao rapida a solugao fixadora foi trocada por tampao 0,05M
de cacodilato de sddio, pH 7,2, montando-se rapidamente as laminas com glicerol 25%
sob laminulas pré-lavadas. As laminas foram entdo avaliadas utilizando-se o Microscépio
6ptico Axiolmage Z2 da marca Zeiss, em contraste de interferéncia diferencial. Durante as
observagdes, as microalgas presentes foram registradas digitalmente, usando-se cdmera
digital 1cC3 e o software Zen-Zeiss. Foram avaliados para os descritores morfoldgicos
visiveis de nucleo, estrutura do talo, forma e cor, segundo Bellinger e Sigee (2010) e
Andrade e Colozzi Filho (2014), utilizando-se os seguintes critérios:

I. Nducleo
A. Presente (eucarioto).
B. Ausente (procarioto).
[I. Estrutura do talo
A. Talo unicelular
i. Imovel: auséncia de flagelos.
ii. Movel: flagelado (geralmente 2).
B. Talo colonial
i. Cenobial: nimero de individuos e forma de col6nia definidos.
ii. Tetraspdrica: numero de individuos e forma da col6nia indefinidos.
C. Talo multicelular
i. Filamentoso (filamento unitario ou soldado a outros).
ii. Parenquimatoso (tecido mais ou menos compacto).
lll. Forma principal
A. Cocoide — célula arredondada ou esférica.
Ovoide/elipsoide — esférica ovalada simétrica.
Obovoide — oval com uma extremidade mais larga e a outra afilada.
Cilindrica — forma de cilindro que pode ser curto ou longo com extremidades
arredondadas.
Fusiforme — forma cilindrica alongada com as extremidades afuniladas.
Filamentosa — formato de fios.
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Resultados e Discussoes

As caracteristicas gerais das cepas observadas por microscopia, a partir de isolados
da viagem de coleta realizada ao longo da Estrada Parque Pantanal, no Mato Grosso do
Sul (Tabela 1) estdo dispostas na Tabela 2. De forma geral, verifica-se que predominaram
as formas cocoides ou caracteristicas de microalgas individuais (Tabela 2, Figura 1).
Apenas um isolado, o numero 9, apresentou forma filamentosa, muito embora fossem
observadas vdrias formas indicativas destes morfotipos de microalgas nas amostras
crescidas na primeira fase.

Tabela 1. Identificacdo das amostras e seus locais de coleta ao longo da Estrada Parque Pantanal, bem

como o meio de cultural do isolamento original. Coleta realizada em 11 de Novembro de 2019.

hITLERCE . DG Latitude Longitude Altitude (m)
amostra isolamento

1 BGUF 20; 27; 32.20000 55; 37, 17.37499 nd
2 BGUF 19; 28; 18.52139 57; 2;39.53969 99.55
3 BGUF 19; 28; 10.28250 57; 2; 40.00810 112.517
5 BGUF 20; 27; 32.20000 55; 37;17.3749 nd
6 BGUF 20; 14; 1.259799 56;22;52.05710 122
7 BGUF 20; 27; 16.74999 54; 35; 1.43160 580
8 BGUF 20; 27; 16.74999 54; 35; 1.43160 580
9 BGUF 20; 14; 1.259799 56;22;52.05710 122 "
10 BGUF 19; 23; 25.48759 57; 2; 59.36656 92,667 'g
11 BGUF 19; 23; 25.48759 57; 2; 59.36656 92,667 -8
15 BGUF 19; 28; 18.52139 57; 2; 39.53969 99.55 %
18 BGUF 19; 37; 14.94150 57; 2; 4.287099 98.44 &
23 BG11 20; 14; 1.259799 56;22;52.05710 122
24 BG11 20; 27; 32.20000 55; 37; 17.3749 nd
27 BG11 19; 28; 18.52139 57; 2; 39.53969 99.55
28 BG11 19; 37; 14.94150 57; 2; 4.287099 98.44
31 BG11 19; 23; 25.48759 57; 2; 59.36656 92,667
32 BG11 19; 15; 35.87919 57; 14; 1.00459 106.944
33 BG11 19; 15; 35.87919 57; 14; 1.00459 106.944
36 BG11 20; 4; 56.415099 56; 45; 17.2282 134,01
38 BG11 19; 15; 28.89860 57;9; 3.570500 112,575
39 BG11 19; 15; 27.22669 57, 18; 6.05489 95.776
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Tabela 2. Resumo dos descritores morfoldgicos observados nos isolados de microalgas.

Amostra Nucleo Estrutura do talo Cor do isolado
1 Presente Unicelular mével Cocoide Verde
2 Presente Unicelular imdvel Cocoide Verde
3 Presente Unicelular imével Cocoide Verde débil
5 Presente Unicelular imdvel Cocoide Verde débil
6 Presente Colonial cenobial Fusiforme Verde
7 Presente Unicelular imdvel Cocoide Verde
8 Presente Colonial cenobial Fusiforme Verde
9 Presente Multicelular filamentoso Filamentosa Pardo
10 nd Unicelular Cilindrica Verdestra
11 Presente Colonial cenobial Fusiforme Verde
15 Presente Colonial tetrasporica Cocoide Verde
18 Presente Colonial tetraspdrica(?) Elipsoide Verde
23 nd Unicelular Cilindrica Pardo
24 Presente Colonial tetrasporica(?) Elipsoide Verde
27 Presente Colonial cenobial Fusiforme Verde
28 nd Unicelular Cilindrica Pardo
31 nd Unicelular Cilindrica nd
32 Presente Colonial cenobial Fusiforme Verde
33 Presente Colonial tetrasporica Elipsoide Verde
36 Presente Colonial cenobial Fusiforme Verde
38 nd Unicelular Cilindrica Verde azulada
39 Presente Unicelular imdvel Cocoide Verde intenso

Devido a forma de isolamento, em meio liquido e posterior formacdo de colonias em
meio semissoélido, é de se esperar que as espécies com taxa de duplicacdo mais rapidas,
como as cocoides, predominem dentre os isolados. Isto, por um lado, é altamente
desejdvel, pois indica que estas espécies podem ser bastante competitivas, crescendo
rapidamente. Dependendo do seu conteido em metabdlitos de interesse e producado de
biomassa, podem ser de alto interesse para producdo massal (Coelho et al., 2019).

Por outro lado, as espécies filamentosas sdo mais dificeis de formarem col6nias em
meio semissélido. Com isto, dificilmente serdo selecionadas no tipo de procedimento
usado nesse estudo. Entretanto, elas possuem caracteristicas vantajosas relacionadas ao
seu morfotipo, pois sdo separadas e colhidas do meio do crescimento mais facilmente
e com menor custo do que células cocoides de menor didmetro e massa. Sabe-se que a
colheita de biomassa algal € um dos maiores impedimentos para o aproveitamento de
microalgas em escala industrial (Pragya et al., 2013).
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Figura 1. Fotodocumentagdo em contraste de interferéncia diferencial das microalgas isoladas.

Assim, neste estudo, de certa forma, foram privilegiadas as microalgas cocoides e
assemelhadas, sendo necessario buscarem-se formas alternativas de isolamento para
aumentar o numero de acessos de microalgas filamentosas.

O procedimento de fixagao das células com a técnica utilizada para observagao ao
microscopio se mostrou bastante favoravel para a fase de isolamento e caracterizagao
inicial, pois manteve as caracteristicas basicas das cepas, permitindo observagdes
com boa riqueza de detalhes. As informagbes microscdpicas coletadas constituem
informagdes importantes dos acessos isolados, suficientes para o preenchimento dos
principais descritores morfoldgicos individuais, sendo Uteis para fomentar a classificagdo
taxonomica dos candidatos a cadastro no Banco AleloMicro de microalgas. Desta forma,
a colecao de algas da Embrapa Agroenergia estd sendo enriquecida com estes novos
representantes da biodiversidade brasileira, abrindo-se o leque de opg¢des de espécies
para estudos posteriores nos diversos campos de aplicagdo biotecnoldgica destes
microrganismos.
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Conclusoes

A fotodocumentacdo de isolados de microalgas coletados em lagoas ou pocas
de dgua da regido do Pantanal por microscopia de contraste mostrou variedade de
morfotipos, com nivel de detalhes que permitira diferenciacdo entre isolados e posterior
classificacdo de géneros ou espécies.

O método de cultivo inicial em meio liquido e selecdo de colonias crescidas por
repique em meio semissoélido favorece a sele¢dao de formas cocoides ou assemelhadas,
em detrimento de formas filamentosas.
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Uso de concentrador solar para
secagem de bagaco de cana-de-agucar
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Resumo

O setor sucroalcooleiro energético fornece importantes produtos como o acucar, o
alcool combustivel e a bioeletricidade. A bioeletricidade é a energia elétrica gerada
a partir da queima do bagaco de cana-de-acgucar. Assim, o bagaco é uma importante
biomassa para uso industrial responsavel por mover as usinas e ser comercializada
como eletricidade. Apesar do bagaco de cana ter um papel muito importante na matriz
energética nacional, normalmente essa biomassa é conduzida as caldeiras com alto
teor de umidade, acarretando em perda de eficiéncia no processo de cogeracdo. Este
trabalho propde o uso de concentrador solar para a secagem do bagaco de cana-de-
-acucar, a fim de aumentar a eficiéncia de cogeracdo. Para tanto, um concentrador solar
de 1 m? foi utilizado para aquecer um forno ventilado. A massa, a temperatura interna,
a temperatura externa e a poténcia solar foram medidas. Os resultados mostram que o
teor de umidade do bagaco industrial é de 42,72%. Os melhores resultados mostraram
que é possivel remover 82% da umidade inicial de 100 g de bagaco de cana-de-acgucar
apos 45 minutos de exposicdo ao sol.

Palavras-chave: bagaco de cana-de-agucar, concentrador solar, energia heliotérmica,
cogeragdo de energia, secagem.

Introducao

A matriz energética nacional tem elevada contribuicdo de fontes de energia
renovaveis. Em 2017, dentre as fontes de energia renovaveis, os produtos de cana-de-
-agUcar tiveram a maior contribuicao, de 17,0%, seguido da energia hidraulica (12,0%),
lenha e carvao vegetal (8,0%), lixivia (3,0%), biodiesel (1,1%) e outras fontes (1,8%),
totalizando 42,9% da reparti¢cdo da oferta interna de energia (Bem, 2018).

Como exposto, o setor sucroalcooleiro energético tem grande importancia para a
geracdo de energia no Brasil, pois, além do agucar alimentar, este setor produz o alcool
anidro e alcool hidratado, tdo como a bioeletricidade, que é gerada a partir da queima
do bagaco de cana-de-agucar nas usinas.

Assim, o bagaco de cana é uma importante biomassa de uso industrial. No entanto,
o bagaco possui elevado teor de umidade quando gerado e conduzido as caldeiras —em
média a composi¢do do bagaco é 50% de 4dgua, 48% fibras e 2% solidos soluveis (Lobo,
2013) —, o que ocasiona uma perda de eficiéncia das caldeiras. Da mesma forma, a
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umidade traz problemas para a armazenagem do bagaco, pois o material pode sofrer
ataques microbiolégicos e apodrecimento devido a presenca de agua.

Uma possibilidade de aumentar a e eficiéncia de cogeracao de energia do bagaco de
cana-de-acgucar é secar este material. Entretanto, é importante ressaltar que processos
industriais de secagem apresentam elevado consumo energético pois para tanto é
necessario calor e fluxo de gas seco.

Uma alternativa para a secagem de biomassa, sem consumo intensivo de energia é a
utilizacdo da energia solar radiante para aquecer e secar o bagaco.

Raios solares podem ser concentrados pelo uso de espelhos a fim de gerar calor.
Os raios sdao concentrados em um receptor, que aquece e utiliza a energia térmica para
diversos fins como: aquecimento de agua, purificacdo de agua por destilacao, geracao
de energia elétrica, conducao de reagdes quimicas, etc.

O concentrador solar é uma tecnologia bastante desenvolvida, entretanto, o Brasil
nao utiliza amplamente esta forma de energia apesar do seu grande potencial (Pereira,
2017). A irradiacdo solar no Brasil permite o aproveitamento da energia heliotérmica
em todo o territério, a ndo ser em eventos como o inverno no Sul, sendo que as regides
mais proximas do equador podem aproveitar melhor esta forma de energia.

Existem diversos exemplos de estudos internacionais que propdem a aplicacdo da
energia heliotérmica para geracdo direta de energia elétrica nas torres solares (solar
power towers), tdo como propostas para aumento de eficiéncia de usinas termoelétricas
(Keck et al., 2017). Exemplos interessantes de tratamentos e/ou transformagdes da
biomassa foram encontrados na literatura para a gaseificacdo de biomassa (Miiller et
al., 2017) e reforma de biogds (Agrafiotis et al., 2014). Entretanto, ndo foi encontrado
na literatura o emprego de concentradores solares para densificacdo energética da
biomassa, como no processo de secagem, torrefacdo e carvoejamento do bagaco de
cana-de-agucar.

Deste modo, este artigo tem como objetivo a utilizacdo de concentradores solares
para a secagem do bagaco de cana-de-aglcar, gerando uma biomassa agroindustrial
beneficiada. Para tanto foi utilizando um concentrador solar de 1 m?, acoplado a um
forno de secagem com fluxo de gds. A massa, a temperatura interna, a temperatura
externa e a irradiagao solar foram monitoradas ao longo tempo.

Material e Métodos

O bagaco de cana-de-acgucar (Saccharum officinarum L.) foi gentilmente doado pela
Empresa AlBioma (Usina Jalles Machado) (Goianésia, GO) para a realizacdo da pesquisa.
Amostras de bagaco foram pesadas, colocadas em bandejas metalicas e colocadas em
estufa com circulacdo forcada de ar a 105 °C. Apds 24 horas a massa das amostras foram
novamente medidas para determinar o seu teor de umidade.

Para o estudo de densificagcdo energética do bagaco de cana-de-agucar, foi utilizado
um concentrador solar construido com 25 espelhos planos de 200 x 200 x 4 mm. A
Figura 1 mostra fotografias do concentrador solar construido com materiais baratos
e acessiveis comercialmente como: espelhos, compensado maritimo, barras de aco
de perfil quadrado, perfil “L” e perfil chato, rodas com travas, parafusos com porcas,
chapa de aco fina, cola para espelhos, chapa de aco fina, lona de plastico e tinta para
acabamento.
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Figura 1. Fotografias mostrando (a) o concentrador solar e (b) o forno de secagem. O concentrador possui as seguintes

partes (1) base movel, (2) painel mdvel com 25 espelhos de 20 x 20 cm e (3) suporte para o forno. O forno possui: (4)

uma tampa metalica, (5) trés entradas de gas e (6) saidas de gas.

A construcdo do concentrador solar nao é o foco principal deste trabalho, ainda assim
ressalta-se que esta construgao deve ser deve ser realizada por profissional serralheiro e
soldador e consultando documentos apropriados. Os operadores do concentrador solar
devem passar protetor solar e usar éculos escuros.

Para a determinacdo de eficiéncia do concentrador foi usado um receptor de
aluminio com massa de 597 g contendo 1820 g de agua destilada, resultando em um
corpo de capacidade térmica (C) de 8175 J/°C, considerando o calor especifico (c) do
aluminio de 0,92 ) /g.°C e c da dgua de 4,19 J/g.°C

A Figura 1b mostra o forno de secagem. O forno foi construido a partir de panela de
aluminio recoberta com teflon, que teve o seu fundo perfurado, para possibilitar a vazao
do gds. Uma tela foi alocada no fundo do recipiente para evitar perda do bagaco e em
parafuso metalico foi usado para fechar o forno. Para a entrada de gas, trés tubulagdes
foram colocadas na parte do forno que fica exposta a reflexdao do sol. Um fluxo de ar
comprimido foi obtido a partir de 0,5 bar de pressao antes das tubulagdes, com fluxo
dentro do reator estimado em cerca de 100 L/min.

A irradiagao solar foi medida com o piranémetro InstruFiber, modelo MES-200, com
dados registrados a cada segundo. Para tanto o sensor de irradiacdo foi acoplado ao
concentrador solar de forma a ficar apontado diretamente para o sol.

A temperatura externa foi monitorada com termémetro infravermelho, medindo a
temperatura na lateral do forno e no receptor.

Resultados e Discussao

O bagaco de cana-de-agucar utilizado neste trabalho apresentou teor de umidade
médio de 42,47% com desvio padrao de 0,23%.
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A Figura 2 apresenta o grafico utilizado para a determinacdao de eficiéncia do
concentrador.

65 I 1000
M_ E
60 | Inicio: 15:06:30 de 2 de setembro de 2020 - 800 S
M T LM l.....l...l- <
m® - L 600 5
55 L 8
L 400 o
) Irradiagéo N g
= 7] [
g " m Temperatura [ 2% 5
-§ ..lI. - . g
o 45- e -
Q. |
£ "
[} n
— 40 =
[ ]
[ ]
354 "
| |
" 1,3 °C/min
07 C = 8200 J/°C
T y T T T T T T T
10 20 30 40 50

Tempo (min)

Figura 2. Grafico utilizado para a determinagdo de eficiéncia do sistema. Os quadrados pretos representam a
temperatura de 1830 g de agua em recipiente de aluminio de 597 g, registrada ao longo do tempo de exposi¢do ao

sol, em concentrador solar de 1 m2. A irradiagdo solar é mostrada em vermelho.

A Figura 2 mostra a evolugao da temperatura ao longo do tempo de exposicao
do reator ao sol utilizando o concentrador de 1 m?. A temperatura sobe e atinge um
platdé de temperatura maxima de 59 °C a partir de 39 minutos de exposi¢cdao. Quando
a temperatura chega 59 °C o sistema entra em equilibrio, onde a energia fornecida ao
sistema é a mesma energia perdida para o ambiente. A irradia¢do solar variou pouco,
entre 800 a 1000 W/m?, com o clima ensolarado. A irradiacdo solar decresceu ao longo
do tempo, como é esperado para este horario.

A regido entre 30 e 33 minutos foi escolhida por apresentar alto aquecimento, de
1,3 °C /min e irradiagdo solar média de 929 W/m?. No caso ideal, com 100% de eficiéncia,
a poténcia de 929 W (55740 J/min) aqueceria um corpo de 8200 J/°C a 6,8 °C /min.
Assim, neste experimento o sistema apresentou maxima de eficiéncia de 19%.

Considerando todo o tempo para chegar ao plato, partindo de 30 °C e chegando
a 59 °C apds 39 minutos, tem-se a taxa de aquecimento de 0,74 °C/min. Obtendo-se
eficiéncia de 10,7%, com irradiagdo média de 943 W/m?.

A Figura 3 mostra graficos representando a perda de umidade do bagaco de cana-de-
-agucar, a irradiacdo solar, em conjunto com temperatura lateral e da fonte de calor do
forno de secagem (receptor de luz).
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Figura 3. Experimento de secagem de bagaco de cana-de-acucar utilizando concentrador solar de 1 m?. (a) Massa
inicial igual a 200 g de bagaco, comegando as 14:49 de 16 de setembro de 2020. (b) Massa inicial igual a 100 g de
bagaco, comegando as 10:58 de 17 de setembro de 2020. Os graficos mostram a irradiagdo solar, a temperatura na

lateral do forno, a temperatura no receptor e massa da amostra.

A irradiacdo solar permaneceu acima de 1000 W/m? durante os experimentos,
entretanto, quedas bruscas de irradiacdo sdo observadas devido a presenga de
nuvens. A temperatura da lateral do forno varia com a irradiagdo solar, diminuindo nos
momentos nublados. A temperatura do receptor sobe rapidamente quando exposto ao
sol, chegando a 200 °C em alguns momentos.

Maior taxa de perda de massa ocorre no inicio do experimento. O experimento
com 200 g de bagaco resulta em 70% da massa inicial apds 70 minutos de exposi¢ao. O
experimento com 100 g de bagaco resulta em 65% da massa inicial apds 45 minutos de
exposicao.

Maior perda de umidade foi obtida utilizando pequenas quantidades de bagaco de
cana-de-acgucar. Utilizando 100 g de bagaco foi possivel obter 65 gramas de material
apods 45 minutos de exposicdao ao sol. Considerando que essa perda de massa ocorre
pela evaporagdao da dgua, fomos removidos 82% da umidade do material, visto que a
amostra inicial possui 42,72% de dgua. Com quantidades maiores de bagaco, a secagem
ocorre de forma heterogénea, sendo que a regido mais préxima a fonte de calor seca
primeiro.

Conclusao

O concentrador solar apresenta eficiéncia maxima de 19% para transformar
irradiacao solar em calor.

Foi possivel remover 82 % da umidade de 100 g de bagaco de cana apds 45 minutos
de exposicdo ao sol, com fluxo de ar comprimido de 100 L/min em concentrador solar
de 1 m2. Estes resultados demonstram que é possivel remover umidade do bagaco de
cana-de-acucar utilizando concentrador solar, gerando um combustivel sélido de maior
densidade energética.

98

A
]
c

2
(%]

.lh

=
o
S

a




BIOMASSA PARA USO INDUSTRIAL

Agradecimentos

Os autores agradecem a Juarez Silva pela montagem do concentrador solar.

Esta pesquisa foi financiada pela Fundacdao de Apoio a Pesquisa do Distrito Federal
(FAP-DF), Processo 0193.001631/2017 — TOA 1628/2017.

O bagaco de cana-de-agucar utilizado neste trabalho foi gentilmente cedido pela
Empresa AlBioma.

Referéncias

AGRAFIOTIS, C.; STORK, H.; ROEB, M.; SATTLER, C. Solar thermal reforming of methane feedstocks for hydrogen and
syngas production — A review. Renewable and Sustainable Energy Reviews, v. 29, p. 656-682, 2014.

BEN. Balango Energético Nacional 2018, Disponivel em: <https://ben.epe.gov.br/> Acesso em agosto de 2020.

KECK, T.; BALZ, M.; BLUMENTHAL, Y. Large is Beautiful — Progress of HelioFocus 500 m2 Dish. Energy Procedia, v. 69,
p. 1597-1602, 2015.

LOBO, C. S. A importancia da cogerac¢do utilizando bagaco de cana-de-agticar como forma de diversificagdo da
matriz elétrica. 2013. 113 f. Escola Politécnica da Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro. Orientadora: Carmen Lucia Tancredo Borges. (Mudar essa ref.)

MULLER, F.; POZOVIL, P; EYK, P. J.; VILLARRAZO, A.; HAUETER, P.; WIECKERT, C.; NATHAN, G. J.; STEINFELD. A
pressurized high-flux solar reactor for the efficient thermochemical gasification of carbonaceous feedstock. Fuel, v.
193, p. 432-443, 2017.

PEREIRA, E. P.; MARTINS, F. R.; GONCALVES, A. R.; COSTA, R. S.; FRANCISCO J. LOPES de LIMA, F. J. L.; RUTHER, R.; de
ABREU, S. L. ; TIEPOLO, G. M.; PEREIRA, S. L.; de SOUZA J. G. Atlas brasileiro de energia solar. S3o José dos Campos,
SP. Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais, 2.ed. 2017. 80 p.

99

ionais

n
(]
=
o
S
o







b

BIOTECNOLOGIA
INDUSTRIAL

<




Analise filogenética e expressao
heterdéloga de uma xilose isomerase
bacteriana em Saccharomyces cerevisiae

Gabriel de Souza Colomba?, Isis Viana Mendes?, Betulia de Morais Souto?,
Nddia Parachin?, Joéo Ricardo Almeida®, Betania Ferraz Quirino®

Resumo

A crise climatica atual pressiona a substituicdo das fontes de energia de origem fdssil
por alternativas sustentdveis. Nesse cenario, o bioetanol de segunda geracao, produzido
pela levedura Saccharomyces cerevisiae a partir da fermentagdo de acgucares presentes
na biomassa lignocelulésica de restos agricolas, representa uma alternativa para a
gasolina. Porém, uma fracdo desta biomassa é composta por pentoses, como a xilose,
incapazes de serem metabolizadas pela S. cerevisiae. A inser¢cdao de uma via metabdlica
para conversao direta da xilose em xilulose, um intermedidrio da via das pentose-fosfato
quando fosforilada, por meio da enzima xilose isomerase, permite o consumo deste
acucar por S. cerevisiae, possibilitando um melhor aproveitamento da lignocelulose
para producgdo de bioetanol. Contudo, poucas xilose isomerases foram satisfatoriamente
expressas em S. cerevisiae. Neste trabalho, uma nova xilose isomerase, nomeada Xy1,
identificada em uma biblioteca metagenémica de rimen de cabras brasileiras, permitiu
o consumo de xilose por uma cepa de S. cerevisiae, denominada LXB. No entanto, houve
alta variacdo no crescimento médio desta cepa. Uma arvore filogenética inferida com
sequéncias codificadoras para xilose isomerases de fungos e bactérias evidenciou a
origem bacteriana da Xy1, devido a maior proximidade evolutiva a xilose isomerases de
bactérias do filo Firmicutes. A variacdao no crescimento da LXB pode estar relacionada
a problemas pds-traducionais da enzima bacteriana quando expressa em S. cerevisiae.
Portanto, estudos adicionais da Xyl sdo necessdarios para elucidar e corrigir os fatores
que impedem o uso desta enzima para a producado de bioetanol de segunda geracao.

Palavras-chave: xilose isomerase, Saccharomyces cerevisiae, bioetanol, Firmicutes.

Introducao

A crescente crise climatica atual, derivada dos constantes impactos ambientais
antropogénicos, como a queima de combustiveis fésseis, um dos principais fatores que
impulsionam o aquecimento global, tém representado uma ameaca real para o futuro da
humanidade (Easterling et al., 2000; Coumou; Rahmstorf, 2012; Al-Ghussain, 2019). Logo,
a necessidade para o uso de alternativas sustentaveis nos diversos setores industriais
tem se tornado cada vez mais evidente. Nesse contexto, o uso de biocombustiveis como
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substituto aos combustiveis fosseis representa uma solugdo promissora para suprir
a demanda global de energia, especialmente para o transporte (Alalwan; Alminshid;
Aljaafari, 2019). Entre estes, o bioetanol de segunda geracdo, produzido a partir da
fermentacdo de aglcares presentes na biomassa lignoceluldsica de restos agricolas pela
levedura Saccharomyces cerevisiae, destaca-se por ser a principal alternativa sustentdvel
para a gasolina, especialmente por evitar conflitos de uso com biomassa derivada de
planta¢des para consumo, como acontece com o bioetanol de primeira geracao (Rulli et
al., 2016; Alalwan; Alminshid; Aljaafari, 2019).

No entanto, uma vez que a levedura S. cerevisiae é incapaz de metabolizar pentoses,
como a xilose, presente em relativa abundancia na fracao hemiceluldsica da biomassa
lignoceluldsica (Isikgor; Becer, 2015), esta fracdo ndo é aproveitada adequadamente
para a producdo de bioetanol. Desde entdo, esforcos de engenharia metabdlica tém
sido realizados para a criacao de cepas de S. cerevisiae capazes de converter xilose em
xilulose, implementando uma via de oxirreducao, utilizando as enzimas xilose redutase
(XR) seguida da xilose desidrogenase (XDH), ou uma via direta utilizando a enzima xilose
isomerase (XI). A xilulose é, em seguida, convertida no intermedidrio da via das pentose-
fosfato: xilulose-5-fosfato, pela xiluloquinase, uma enzima ja presente em S. cerevisiae
(Jeffries, 2006; Cunha et al., 2019; Zhao et al., 2020). Porém, devido a problemas de
eficiéncia relacionados a um desequilibrio redox causado pela preferéncia distinta de
cofatores pelas enzimas da via oxirredutiva, tem-se optado a implementacdo da via
direta utilizando xilose isomerase. Entretanto, poucas xilose isomerases foram expressas
com sucesso em S. cerevisiae (Walfridsson, 1996; 2002; Kuyper et al., 2005; Brat; Boles;
Wiedmann, 2009; Madhavan et al., 2009; Hector et al., 2013).

Por meio de um screening funcional de uma biblioteca metagenémica de rimen de
cabras brasileiras, Mendes (2016) identificou um gene codificante para xilose isomerase
de origem bacteriana, o qual denominou de Xyl e, posteriormente, teve os cdédons
otimizados para expressdao em S. cerevisiae, sendo renomeado para XyBet. No presente
trabalho, os resultados da reavaliacao da filogenia do gene Xy1 e a expressao funcional
do gene XyBet em S. cerevisiae, por meio do cultivo em meio com xilose como Unica
fonte de carbono, sdo apresentados.

Material e Métodos

Analise filogenética do gene Xy1/XyBet

A sequéncia de aminoacidos deduzida do gene Xy1 foi comparada com sequéncias
presentes no banco de dados RefSeq (Oleary et al., 2015) do NCBI usando a ferramenta
blastp (Madden; Tatusov; Zhang, 1996), para identificar sequéncias similares codificantes
para xilose isomerases de outros organismos. No mesmo banco de dados, para fins
de comparacao, foram também coletadas sequéncias pertencentes a organismos dos
filos Proteobacteria, Bacteroidetes e Actinobacteria e do reino Fungi, assim como
sequéncias de xilose isomerases com atividade funcional confirmada em S. cerevisiae.
Com essas sequéncias, uma arvore filogenética foi inferida no programa MEGAX (Kumar
et al., 2018) utilizando o método de probabilidade maxima (Maximum likelihood) e o
modelo baseado em matriz JTT (Jones; Taylor; Thornton, 1992), apds alinhamento das
sequéncias pelo algoritmo MUSCLE (Edgar, 2004).
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Transformacao da cepa LC-7 de Saccharomyces cerevisiae

Para a expressao heterdloga do gene XyBet em S. cerevisiae, foi utilizada a cepa
LC-7, desenvolvida por engenharia evolutiva em um trabalho de mestrado realizado
na Embrapa Agroenergia (Paes, 2015). O gene XyBet foi inserido no vetor plasmidial
nao integrativo p424GPD (Mumberg; Miller; Funk, 1995). No mesmo vetor, o gene
xylA de Piromyces sp. foi usado como controle positivo. O vetor vazio foi usado como
controle negativo. A transformacao da levedura foi conduzida segundo o protocolo de
Gietz e Schiestl (2007) com LiAc/ssDNA/PEG e os transformantes foram cultivados em
meio solido YNB (1,7 g/L YNB Sigma®, 5 g/L (NH,),SO,, 15 g/L agar) suplementado com
30 g/L de glicose e 100 mg/L de uracila para recuperagdo das células. As placas foram
incubadas por 48 horas a 30° C. A capacidade de crescimento em meio com xilose como
Unica fonte de carbono foi confirmada pelo cultivo em meio YNB suplementado com
40 g/L de xilose, 100 mg/L de uracila e 15 g/L agar a 30° C. As cepas transformadas
foram renomeadas para LXB (LC-7 + p424GPD-XyBet), LXP (LC-7 + p424GPD-xylA de
Piromyces sp.) e LP4G (LC-7 + p424GPD).

Expressao funcional do gene XyBet em Saccharomyces
cerevisiae

Para avaliacdo quantitativa do crescimento em meio com xilose como Unica fonte
de carbono, as cepas LC-7 de S. cerevisiae transformadas foram inicialmente cultivadas
em meio sélido YNB suplementado com 20 g/L de glicose, 100 mg/mL uracil e 15 g/L de
agar. As placas foram incubadas por 3 dias a 30° C. Trés col6nias de cada cepa foram
selecionadas e inoculadas separadamente em tubos de ensaio estéreis de 50 mL
contendo 10 mL de meio liquido YNB 2X suplementado com 20 g/L de glicose e xilose e
100 mg/L de uracila. Os tubos foram incubados a 30° C e 200 rpm por aproximadamente
3 dias. As células foram lavadas com agua destilada esteril e inoculadas a OD,, = 0,5
inicial em 40 mL de meio YNB suplementado com 40 g/L de xilose, 100 mg/L de uracila
e tampao ftalato de potassio pH 5,5 em frascos erlenmeyers de 250 mL, incubados a
30° C e sob 200 rpm de agitacdo. Foram retiradas amostras de cada ponto da curva de
crescimento para quantificagdo do crescimento por absorbancia em OD, .

Resultados e Discussao

Foram coletadas, ao todo, 57 sequéncias de aminoacidos referentes a xilose
isomerases bacterianas e fungicas para montagem da arvore filogenética comparativa.
Evidenciando sua origem bacteriana, o gene Xy1 localizou-se inserido, como um grupo
irmdo, em um clado composto por xilose isomerases de organismos do filo Firmicutes
(Figura 1), o qual é representado por bactérias gram-positivas de solo capazes de
utilizar diferentes fontes de carbono, como pentoses, hexoses e polissacarideos
complexos, como xilana (Gu et al., 2010; Sharmin et al., 2010; Zhao et al., 2020). E
interessante notar que a primeira xilose isomerase de um membro do filo Firmicutes,
Lachnoclostridium phytofermentans (Brat; Boles; Wiedmann, 2009), encontra-se como
grupo externo ao clado formado, majoritariamente, por membros do filo Bacteroidetes,
no qual também estdo incluidas as xilose isomerases de Piromyces sp., Orpinomyces sp.
e Prevotella ruminicola, todas com atividade funcional em S. cerevisiae (Kuyper et al.,

103

Graduandos



VI Encontro de Pesquisa e Inovagdo da Embrapa Agroenergia: Anais 104

2005; Madhavan et al., 2009; Hector et al., 2013). Possivelmente, a atividade funcional
da primeira em S. cerevisiae deriva de sua proximidade evolutiva com as ultimas, ou
vice-versa.

30— WP 005654109.1 xylose isomerase Bacteroides stercoris
WP 007218456.1 xylose isomerase Bacteroides cellulosilyticus
WP 005675918.1 xylose isomerase Bacteroides caccae Bacteroides
WP 005777710.1 xylose isomerase Bacteroides fragilis
ACA65427.1 xylose isomerase Orpinomyces sp. ukk1 . .
100 CAB76571.1 xylose isomerase Piromyces sp. E2 } NeocaH\mastlgaceae
WP 005846615.1 xylose isomerase Prevotella dentalis —
AGL34957.1 xylose isomerase Prevotella ruminicola
WP 004343452.1 xylose isomerase Prevotella buccae Prevotella
100 WP 005635242.1 xylose isomerase Parabacteroides merdae
WP 008147386.1 xylose isomerase Parabacteroides johnsonii
WP 006801274.1 xylose isomerase Dysgonomonas gadei Bacteroidales
WP 006842491.1 xylose isomerase Dysgonomonas mossii
\WP 008201154.1 xylose isomerase Algoriphagus machipongonensis
% 3 WP 012238060.1 xylose isomerase Sorangium cellulosum
WP 012914629.1 xylose isomerase Xanthomonas albilineans

WP 012199251.1 xylose isomerase Lachnoclostridium phytofermentans
WP 130362790.1 xylose isomerase Serratia grimesii -
WP 151216944.1 xylose isomerase Citrobacter braakii
WP 086958933.1 xylose isomerase Vibrio casei
WP 122408060.1 xylose isomerase Bradyrhizobium vignae
WP 011338767.1 xylose isomerase Rhodobacter sphagroides
WP 136685118.1 xylose isomerase Rhodobacter xinxiangensis
WP 134681134.1 xylose isomerase Paracoccus ravus
— WP 077120443.1 xylose isomerase Agrobacterium rosae

100 - WP 1129561231 xylose isomerase Agrobacterium tumefaciens

XP 031022391.1 xylose isomerase Synchytrium microbalum

53— WP 043375634.1 xylose isomerase Streptomyces luteus

Proteobacteria

WP 037742977 1 xylose isomerase Streptomyces mirabilis
WP 033251106.1 xylose isomerase Kitasatospora phosalacinea
WP 035839822.1 xylose isomerase Kitasatospora azatica
WP 0408233251 xylose isomerase Nocardia jiangiensis Actinobacteria
WP 043450968.1 xylose isomerase Pseudarthrobacter phenanthrenivorans
WP 014441152.1 xylose isomerase Actinoplanes missouriensis
WP 023359224.1 xylose isomerase Actinoplanes friuliensis
63— WP 030439763.1 xylose isomerase Actinoplanes subtropicus
WP 014677651.1 xylose isomerase Thermus thermophilus

Xy1
r ¥u WP 025705881.1 xylose isomerase Pagnibacillus graminis
3 WP 133385053.1 xylose isomerase Paenibacillus amylolyticus
— WP 041895444.1 xylose isomerase Clostridium beijerinckii
WP 101877449.1 xylose isomerase Lachnoclostridium edouardi
g — WP 007048694.1 xylose isomerase Subdoligranulum variabile
EE[ WP (76780484.1 xylose L fium ph
WP 055156869.1 xylose isomerase Coprococcus comes
s6 — WP 109748326.1 xylose isomerase Murimonas intestini
7~ WP 109730579.1 xylose isomerase Faecalicatena orotica
% +WP 025656229.1 xylose isomerase Hungatella hathewayi
o8 WP 055154671.1 xylose isomerase Faecalicatena contorta B
XP 018175439.1 xylose isomerase Purpureacillium lilacinum

6 XP 025357742.1 xylose isomerase-like protein Meira miltonrushii
I 49‘5'——': XP 025597796.1 xylose isomerase-like protein Tilletiopsis washingtonensis
XP 014654477.1 xylose isomerase-like protein Moesziomyces antarcticus .
% XP 026629242.1 xylose isomerase-like protein Aspergillus welwitschiae Fungl
E‘—i XP 028484981.1 xylose isomerase-like protein Byssochlamys spectabilis
% —— XP008096004.1 xylose isomerase-like TIM barrel Colletotrichum graminicola M1.001

89— XP 024745837.1 xylose isomerase-like protein Trichoderma citrinoviride

Firmicutes

Figura 1. Arvore filogenética construida com 57 xilose isomerases bacterianas e flngicas. Também foram incluidas
xiloses isomerase com atividade funcional confirmada em Saccharomyces cerevisiae (Walfridsson, 1996; Kuyper et
al., 2005; Brat; Boles; Wiedmann, 2009; Madhavan et al., 2009; Hector et al., 2013). A posi¢do do gene Xyl encontra-
se destacada em negrito. A porcentagem de arvores em que os taxons associados se agruparam encontra-se proxima
aos ramos. Foi utilizada o método de Probabilidade Méaxima (Maximum Likelihood) (Jones; Taylor; Thornton, 1992)

para inferéncia da arvore filogenética no programa MEGAX (Kumar et al., 2018)

Apds confirmacgao da transformacdo da LC-7, a capacidade de crescimento das cepas
LXB e LXP em meio sélido com xilose como unica fonte de carbono foi confirmada apds
cerca de 14 dias, com um maior crescimento para a LXP em relagdo a LXB. Nao foi
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observado crescimento pela LP4G, como esperado para estas condi¢des. A avaliacao
guantitativa do crescimento em meio com xilose como Unica fonte de carbono
apresentou resultados similares, visto que tanto a LXP quanto a LXB apresentaram
crescimento, novamente com a primeira apresentando um crescimento mais rapido em
comparagdo a ultima. Porém, pode-se observar tanto uma maior variabilidade de
crescimento entre as réplicas de cada cepa. O controle-positivo LXP apresentou um
crescimento mais homogéneo, com baixa variacao das réplicas em relagdo ao crescimento
médio (s312h = 0,268), enquanto a LXB, no decorrer do experimento, apresentou uma
variagdo crescente (s, , = 2,253), devido ao baixo crescimento de uma das réplicas em
comparagdo as outras (Figura 2A). Em um segundo experimento subsequente, sob as
mesmas condic¢des, foi observado um crescimento similar para ambas as cepas, porém,
desta vez, duas réplicas da LXB apresentaram baixo crescimento, o que resultou em uma
reducdo considerdvel da média de crescimento, assim como um alto desvio-padrao ao
final do periodo de cultivo (s,,, = 3,069) (Figura 2B).
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Figura 2. Curvas de crescimento do cultivo em triplicata das cepas LXB, LXP e LP4G em meio suplementado com
40 g/L de xilose, 100 mg/mL de uracila e tampao ftalato de potassio pH 5,5 1X, por um periodo de 312 horas. A:
Primeiro experimento. B: Segundo experimento. Barras de erro indicam desvio-padrdo de crescimento médio para

cada ponto amostral.
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Visto que ambas as cepas-controle (LXP e LP4G) apresentaram o resultado esperado
(crescimento do controle positivo LXP e auséncia de crescimento do controle negativo
LP4G) nos dois experimentos realizados, o que reduz suspeitas de erros experimentais,
pressupde-se que a variabilidade no crescimento médio da LXB deriva de uma
instabilidade inerente a xilose isomerase codificada pelo gene XyBet, uma vez que o
principal fator que diferencia cada cepa é o gene que possuem. Nesse caso, a falta
de um crescimento satisfatorio de algumas das réplicas da LXB seria um indicativo de
problemas pds-traducionais na enzima codificada pelo gene XyBet em S. cerevisiae,
porém insuficientes para impedir o crescimento da cepa em meio com xilose como
Unica fonte de carbono, uma vez que atividade funcional foi observada.

Em um dos primeiros trabalhos sobre esse tema, Sarthy et al. (1987) buscou expressar
a xilose isomerase de Escherichia coli em S. cerevisiae, utilizando cepas e vetores
diferentes, porém nenhum transformante foi capaz de crescer em meio com xilose
como Unica fonte de carbono. Andlises subsequentes indicaram que os transformantes
produziam a enzima, porém a maior parte estaria em uma forma particulada e, portanto,
inativa. Outras hipdteses foram levantadas pelos autores para explicar a inatividade da
enzima expressa por S. cerevisiae, porém a mais provavel é o dobramento incorreto da
enzima, considerando o trabalho de outros autores que também buscaram a expressao
heteréloga de enzimas bacterianas em S. cerevisiae (Gardonyi et al., 2003; Xia et al.,
2016a).

Sabe-se que o complexo de chaperonas composto pela proteina GroEL e o cofator
GroES, presente em bactérias, mitocondrias e cloroplastos, é responsavel por garantir o
correto dobramento proteico nesses sistemas bioldgicos (Xia et al., 2016b). A auséncia
deste complexo em eucariotos poderia ser a causa para a inatividade de enzimas
bacterianas expressas em S. cerevisiae e outros eucariotos. O trabalho de Xia et al. (2016a)
corroborou com esta hipdtese, demonstrando que a co-expressdao do sistema GroEl-
GroES da cepa BL21 de Escherichia coliem S. cerevisiae, junto a uma xilose isomerase da
mesma cepa de E. coli, permitiu a expressao funcional da enzima pela levedura. Devido
a origem bacteriana do gene Xy1/XyBet, possivelmente a mesma hipdtese explique a
falta de um crescimento médio satisfatério da LXB nos experimentos realizados.

Conclusao

Neste trabalho, a expressao funcional de uma nova xilose isomerase bacteriana em
S. cerevisiae foi apresentada. Ainda que uma alta variacdo tenha sido observada para
o crescimento médio da LXB em meio com xilose como uUnica fonte de carbono, os
resultados indicam que a xilose isomerase codificada pelo gene Xy1/XyBet possibilita o
consumo de xilose pela levedura. Estudos adicionais sobre as caracteristicas bioquimicas
desta enzima sdo necessarios para elucidar os fatores responsdveis pela alta variacdo
observada e obter uma atividade funcional satisfatéria para producdo de bioetanol
de segunda geracdo. Possivelmente, modificacdes adicionais na cepa de S. cerevisiae
também sejam necessdrias para atingir este objetivo.
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Aprimoramento de um
processo enzimatico para a
sintese de acido gliconico
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Resumo

Atualmente, o 4cido gliconico é produzido industrialmente pela oxidacdo microbiana de
glicose. Entretanto, esse processo encontra-se em vias de ser substituido pelo processo
enzimatico, o qual vem sendo fortemente investigado pela comunidade cientifica,
visando melhorar os parametros de produgdo por meio, principalmente, de engenharia
das enzimas e ajustes das condi¢des operacionais do processo. O objetivo deste estudo
foi aprimorar o processo de producao de acido gliconico usando uma rota enzimatica
e glicose com elevado grau de pureza como substrato. A glicose oxidase de Aspergillus
niger foi utilizada como enzima modelo. Foram avaliados os efeitos da concentracao
inicial de glicose, da presenca de peroxidase e da aeragdo do meio reacional. A
concentragdo inicial de glicose variou de 10 g/L a 100 g/L nos ensaios de sintese. As
rea¢Oes foram realizadas em microplaca utilizando um volume de trabalho de 110 pL.
O melhor resultado alcangado foi obtido usando uma concentragao inicial de glicose de
100 g/L em sistema aerado apds 72 horas de reac¢do, sendo atingido um rendimento
de aproximadamente 92%, equivalente a uma concentragdo de acido gliconico de
101,8 g/L. A adicdo da peroxidase provocou uma redu¢do no rendimento de sintese,
provavelmente pela acdo dessa enzima complexada ao peréxido de hidrogénio sobre a
glicose oxidase.

Palavras-chave: glicose oxidase, acido xilénico, xilose.

Introducao

O 4cido gliconico é um acido poli-hidroxicarboxilico que pode ser produzido a
partir de biomassa lignoceluldsica. Este acido organico possui inUmeras aplicacdes,
principalmente nas industrias de construcdo civil, quimica, farmacéutica e de alimentos.
Atualmente, o acido gliconico é produzido industrialmente pela oxidacdo microbiana de
glicose. Entretanto, esse processo encontra-se em vias de ser substituido pelo processo
enzimatico, o qual vem sendo fortemente investigado pela comunidade cientifica a
fim de aumentar o desempenho das enzimas por meio da engenharia destas, além de
ajustes nas condicdes operacionais (Mano, 2019).
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As trés principais varidveis para a obtencdo de solugdes com elevada concentragao
de acido gliconico sdo a concentracao inicial de glicose, a aeracdo e a adicao de uma
peroxidase ao meio reacional. Dados da literatura indicam que concentragdes de
glicose de até 324 g/L podem ser utilizados e atingir conversGes quase completas
em dacido gliconico por meio da rota enzimatica (Mu et al., 2019). Entretanto, valores
convencionalmente utilizados sdo de aproximadamente 220 g/L de glicose inicial (Pal et
al., 2016). Isto ocorre provavelmente em funcao do grau de pureza da glicose utilizada,
guanto mais impureza, menor a quantidade de glicose oferecida ao reator, entretanto,
glicose com elevado grau de pureza pode elevar o custo do produto final. A saturacao do
meio reacional com oxigénio pode aumentar a atividade de glicose oxidase em até 100%
(Dados de propriedade e descricdo da enzima retirado da pédgina do fornecedor, Sigma-
-Aldrich). Por ultimo, a adicdo de uma peroxidase se faz necessdria para a remogao
de perdxido de hidrogénio, o qual é um coproduto da rea¢dao e se acumula no meio
causando a inativacdo de glicose oxidase (Malikkides, 1982; Pezzoti, 2006).

Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito da concentracao inicial de glicose,
assim como comparar meios reacionais aerados com meios nao aerados, e contendo
ou ndo uma peroxidase. Isto foi realizado para aumentar o rendimento de oxida¢ao da
glicose e, consequentemente, a concentragdo final de acido gliconico por meio de um
processo enzimatico.

Material e Métodos

Sintese de acido gliconico em microplaca

Solucdes de glicose (PA) com concentragdes de 10, 50 ou 100 g/L foram preparadas em
tampao citrato 0,1 M e pH 5, e foram utilizadas como substrato. Uma solu¢do de 100 g/L
da glicose oxidase de Aspergillus niger da marca Sigma-Aldrich (100.000 unidades/g de
sélido, sem adicdo de oxigénio), foi preparada em tampao citrato 0,1 M e pH 5. A reacdo
foi realizada em microplaca PCR 96 pogos e utilizou-se a propor¢ao de 100 ulL da solugao
de glicose para 10 plL da solucdo de glicose oxidase. Para o branco do substrato, foram
utilizados 110 uL da solugao de xilose. Para o branco da enzima, foram usados 10 pL da
glicose oxidase e 100 uL do tampao. Todas as reagdes foram realizadas em triplicata. A
microplaca foi selada com um filme plastico e mantida em um termociclador para que a
reacao ocorresse sob a temperatura de 35 °C em diferentes intervalos de tempo.

Para avaliar o efeito de adi¢cdo de uma peroxidase de “horsehadish”, da marca Sigma-
-Aldrich, ao meio reacional, um ensaio idéntico ao descrito acima (com concentracao
inicial de glicose de 100 g/L) foi realizado, entretanto, substituindo os 10 pL da solugdo
de glicose oxidase por 10 uL de uma mistura de glicose oxidase e peroxidase, ambas em
uma concentra¢do de 50 g/L.

Sintese de acido gliconico em reator encamisado

Para realizar o ensaio de sintese de dacido gliconico em um sistema aerado, foi
necessario o uso de um reator encamisado com capacidade para 100 mL. Nesse reator,
20 mL de meio reacional foram adicionados, mantendo as mesmas proporgdes entre
os componentes utilizados na microplaca. Ar comprimido foi borbulhado nesse sistema
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a fim de manter a concentracdao de oxigénio suficientemente alta no meio reacional
para a acao de glicose oxidase. A entrada de ar no reator foi ajustada para a maxima
guantidade possivel, sem que o liquido no reator fosse empurrado para fora deste. Este
experimento visou apenas uma comparagao entre sistema aerado e ndo aerado.

Monitoramento do avan¢o da reacao

O acido gliconico produzido foi quantificado indiretamente pela quantificacdo do
consumo de glicose por meio do método do acido dinitrosalisilico (DNS), ligeiramente
modificado (Miller, 1959). Em cada um dos poc¢os de uma microplaca, foram adicionados
20 pL de amostra do meio reacional e 40 pL de tampao citrato. Em seguida 120 plL da
solucdo de DNS foi adicionado, a placa foi selada e mantida em termociclador por 10
minutos a 95 °C. Ao final da reacdo com DNS, uma aliquota de 36 pL de cada amostra
foi transferida para uma microplaca, adequada para leitura espectrofotométrica,
contendo 160 plL de dgua em cada pogo. As misturas foram homogeneizadas e a leitura
de absorbancia foi realizada a 540 nm. Os valores de absorbancia foram convertidos em
concentragao de glicose por meio de uma curva de calibracdo, previamente construida.

Resultados e Discussao

A reacao de sintese de acido gliconico, catalisada por glicose oxidase, ocorre segundo
0 esquema apresentado abaixo:
= Acido glicénico

Glicose + Oxigénio

(CEH1206) + Peroxido de hidrogénio

(02) (C6H1207) (H202)

Opcionalmente, uma peroxidase pode ser adicionada ao meio reacional para
degradar o perdxido de hidrogénio formado, o qual causa a degradacdo a glicose
oxidase quando a concentra¢do deste no meio é elevada. O esquema reacional para a
degradacao de perodxido de hidrogénio pela peroxidase é:

Peréxido de hidrogénio (1202 - Agua + Oxigénio

(H20) (02)

A glicose consumida na reacdo de sintese de acido gliconico foi quantificada pelo
método DNS e os valores de concentragdo de glicose (g/L) foram calculados utilizando a
seguinte equacdo da reta (Equacdo 1):

Concentragdo de glicose (g/L) = 13,914xAbs,, - 0,4064 (1)

O rendimento de sintese de acido gliconico foi calculado de acordo com a equacgdo
abaixo (Equagdo 2).

Rendimento (%) = (([Glicose inicial] — [Glicose final])/[Glicose inicial])*100 (2)

Os resultados de sintese obtidos para os diferentes ensaios sdo apresentados na
Figura 1.
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Figura 1. Dados da conversdo de glicose em dcido gliconico por meio de processo enzimatico, utilizando diferentes
concentragdes iniciais de glicose em microplaca (A-C) e utilizando concentragéo inicial de glicose de 100 g/L em reator
encamisado (D) aerado (colunas verdes) e ndo aerado (coluna rosa, ensaio realizado em microplaca).

Os resultados para a sintese de acido gliconico, na auséncia de peroxidase e de
aeragdo, indicam uma sensivel desaceleracdao da velocidade de reagao quando a
concentragdo de acido glicbnico no meio reacional atinge aproximadamente 40 g/L.
Isso é evidenciado pela conversdo obtida apds 26 horas no sistema com 50 g/L inicial
de glicose que atingiu conversao de 73% (Figura 1B), equivalente a aproximadamente
40 g/L, enquanto no sistema contendo 100 g/L inicial de glicose (Figura 1C), a conversido
foi de aproximadamente 40%, equivalente a uma concentragao de acido glicbnico
de 44 g/L. E possivel que ao atingir aproximadamente 40 g/L de acido glicdnico, a
concentragdo de perdxido de hidrogénio (~8 g/L) seja suficientemente elevada, a ponto
de causar a inativagao da enzima. Também é possivel que a concentragao de oxigénio no
meio reacional tenha atingido niveis muito baixos e por isso a reagao foi desacelerada.

Na Figura 1D é possivel comparar o desempenho de dois sistemas reacionais com
concentragdo inicial de glicose de 100 g/L, sendo um sistema aerado (barra verde) e
outro sistema sem aeragao (barra rosa). Observa-se que a conversdo atingida no sistema
aerado (58,8%) é significativamente superior a do sistema sem aerag¢do (39,9%), apos
intervalos de reac¢do similares (18 e 21 horas). Também ¢é possivel observar elevada
taxa de conversdo (91,6%) do sistema contendo 100 g/L inicial de glicose apds 72 horas
de reagao. Essa elevada taxa de conversdao, mesmo apds um longo tempo de reagdo
(72 horas) é justificada pela elevada concentracdo da enzima no meio reacional
(~1 g da preparagdao enzimatica para 10 g de substrato). Vale ressaltar que os dados
representados na coluna rosa da Figura 1D foi realizado em microplaca, enquanto os
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demais dados desta figura foram obtidos em reatores encamisados. Entretanto, como a
enzima principal para este sistema reacional (glicose oxidase) esta na forma soltvel, um
efeito direto da agitacdao sobre a acao desta enzima nao é significativo, mas é possivel
gue a agitacdao mecanica utilizada nos reatores encamisados aumente a concentra¢ao
de oxigénio no meio e indiretamente favoreca a reacao. Novos ensaios deverdo ser
realizados para confirmar esta hipdtese.

Visando atingir elevadas taxas de conversao em sistemas com elevada concentragao
inicial de glicose e usando baixa concentracao de glicose oxidase, foi realizado um ensaio
aerado contendo peroxidase de “horsehadish”no meio reacional. Entretanto, mesmo
apo6s 72 horas de reagdo, a conversao foi de apenas 35,9%. Isto pode ter ocorrido devido
a inativacdo da glicose oxidase pela a¢do oxidativa do complexo peroxidase-perdxido de
hidrogénio. Novos ensaios empregando catalase serdo realizados, a fim de aumentar
a taxa de conversdo em intervalo de tempo o mais curto possivel, visto que longos
intervalos de tempo ndo sdo atrativos do ponto de vista industrial, principalmente para
meios reacionais contendo elevada concentracao de aglcar em baixas temperaturas,
pois ha o risco de contaminacgao bioldgica.

O melhor resultado alcancado nesse estudo permitiu a obtencdo de uma solucao de
acido gliconico com concentragdo de 102 g/L, partindo de uma concentragdo inicial de
glicose de 100 g/L. Esse resultado ainda esta distante daqueles obtidos em processos
industriais que empregam concentragdo inicial de glicose de 220 g/L (Pal et al., 2016),
e mais distante ainda daqueles que empregam enzimas engenheiradas, 324 g/L (Mu
et al., 2019). Entretanto, acredita-se que com os ajustes nas concentracdes de catalase
e glicose oxidase, juntamente com os ajustes de aerag¢dao e concentracao inicial de
glicose, sera possivel atingir niveis competitivos de producdo de acido glicbnico quando
comparados aos processos industriais utilizados atualmente.

Consideragoes Finais

O processo industrial de produgdo de acido gliconico que atualmente ocorre por rota
microbiana pode, em um futuro préximo, ser realizado por rota enzimatica. Apesar de
promissor, o processo enzimatico ainda necessita de vdrios aprimoramentos para que
seja bem estabelecido industrialmente. Alguns dos desafios desse novo processo envolve
ndo somente o aprimoramento de enzimas, mas também de condi¢des operacionais e
da utilizacao de glicose proveniente de fontes alternativas ao amido e sacarose.

Neste estudo, buscou-se inicialmente aprimorar as condi¢gdes operacionais de sintese
de acido gliconico utilizando glicose PA (para andlise), mas futuramente, pretende-se
substituir a glicose pura por glicose obtida a partir de residuos agroindustriais.
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Caracterizacao de Potencial Xilanase
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Resumo

Xilanases sdo enzimas que catalisam a hidrélise da ligacdo glicosidica B-(1,4) da
cadeia linear da xilana, um dos principais polissacarideos estruturais das células vegetais
e o segundo mais abundante na natureza. Bactérias e fungos sdo eficientes produtores
de enzimas xilanoliticas, sendo assim nesse trabalho genes de potenciais xilanases
da colecdao de microrganismos da Embrapa Agroenergia foram clonados em cepas de
Escherichia coli Tuner DE3 por meio do plasmideo pET21a. Oriundo de Paenibacillus sp.
o gene P_X6 foi expresso em E. coli e destacou-se pela atividade da enzima produzida
sobre xilana. A proteina P_X6 apresenta 39,65 kDa de massa molecular, tendo o gene
qgue a codifica 1.023 pares de bases. A atividade enzimatica de P_X6 foi avaliada nos
substratos sintéticos pNPG, pNPGal, pNPC, pNPaG e pNPX e nos naturais xilana,
celobiose, maltose, lactose, salicina e xilobiose. Posto isso, apds 72 horas de expressao,
concentracdo da amostra e purificacdo por cromatografia de afinidade, verificou-se
a presenca de atividade enzimatica em pNPX, pNPC e em xilana. A P_X6 se mostrou
promissora por apresentar alta atividade em xilana de faia.

Palavras-chave: xilanases, xilana, genoma, bioquimica e aplica¢do industrial.

Introducao

A hemicelulose é o segundo polissacarideo mais comum na natureza, compondo
cerca de um terco da biomassa lignocelulésica (Saha, 2003). Trata-se de um
polimero heterogéneo agrupado em quatro classes: xiloglucanos, xilanas, mananos e
glucomananos e B-glucanos (Scheller; Ulvskov, 2010). A bioconversao de xilana tem
recebido cada vez mais atengdo, tendo em vista suas aplicagdes em processos industriais
com a sintese organica de produtos de valor agregado a partir da hemicelulose (Malgas
et al., 2019; Nieto-Dominguez et al., 2019).

A hidrdlise enzimatica de polissacarideos surgiu como uma tecnologia proeminente
para conversdo de biomassa lignoceluldésica em mon6meros de aglcar e posteriormente
em produto com valor agregado (Dyk; Pletschke, 2012). As xilanases sdao importantes
enzimas hidroliticas responsaveis pela clivagem da ligacdo glicosidica B-(1,4) da cadeia
linear da xilana, gerando xilo-oligossacarideos curtos como, por exemplo, a xilobiose
(Irfan et al., 2016; Motta; Andrade; Sant, 2013; Rennie; Scheller, 2014). A grande maioria
das xilanases utilizadas na industria sdo produzidas por microrganismos como bactérias
e fungos (Choi; Han; Kim, 2015).
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As xilanases microbianas apresentam ampla aceitagdo no mercado de enzimas
industriais, movimentando cerca de 200 a 300 milhdes de délares anuais (Leisola et al.,
2011). Dessa forma, despertam cada vez mais o interesse pelo potencial biotecnolégico
para aplicacdo em escala industrial que possuem (Burlacu; Cornea; Israel-Roming,
2016). Algumas dessas aplicagdes, por exemplo, sdo a clarificacdo de sucos ou cervejas,
panificacdo, amolecimento e branqueamento de frutas para polpas, processamento
de tabaco, extracdo de dleos vegetais, recuperacdo de fibras téxteis, bioconversao
de residuos agricolas e producdo de dlcool de segunda geracdo (Kumar et al., 2017;
Kumar; Pratyoosh, 2018; Shah; Charlton; Kim, 2017). Porém, cada processo requer
enzimas ativas em condicOes diferentes. Logo, é necessdario antes da comercializacao a
determinacao de parametros que identifiquem o potencial que cada enzima apresenta
em termos de aplicagdo industrial. Para isso é realizada a caracterizagdo, ou seja, a
especificacdo de seu pH dtimo, temperatura 6tima, estabilidade e parametros cinéticos.

Nesse contexto, este trabalho propde a otimizacao da expressao e a caracterizagao
bioquimica de uma potencial xilanase selecionada da biodiversidade microbiana
brasileira, visando determinar seu potencial para aplicacao industrial.

Material e Métodos

Selecao do clone a ser trabalhado

Cinco cepas de Escherichia coli Tuner DE3 transformadas com o plasmideo pET21a
e contendo os genes de potenciais xilanases (B1096 GH11-1, F43 GH10-2, P_X6, A_
X1 e A _X2) foram obtidas. A origem dos genes B1096 GH11-1 e F43 GH10-2 foi do
transcriptoma de um fungo, P_X6 do genoma de Paenibacillus sp. e A_X1 e A_X2 do
genoma de Arthrobacter.

As cepas foram estriadas em placas com meio LB agar estéril com 200 pg/mL
de ampicilina e dessa forma permaneceram na estufa por 24 horas a 37 °C. Apds o
crescimento das col6nias em placas, para a expressao dos genes clonados, foi realizado
um protocolo de autoinducdo, no qual as células foram primeiramente crescidas em
meio MDAG (Studier, 2014) a 37 °C overnight e depois inoculadas em meio ZYM5052
(Studier, 2005) a 37 °C overnight, e a 20 °C por 48 horas. Apds realizar a autoinducdo, os
clones foram avaliados quanto a sua atividade em xilana de faia. Para isso foram testados
tanto o sobrenadante quanto o pellet da inducado, sonicado. A atividade enzimatica foi
feita com 5 pl de tampdo MES pH 6,0, 25 pl de xilana 6% (p/v) e 20 pl do sobrenadante
retirado de cada amostra. Os meios reacionais foram colocados em uma placa de PCR
e incubados em termociclador por 20 minutos a 50° C. Em seguida, foi adicionado
120 pl de DNS seguido de incubag¢do por mais 10 minutos no termociclador a 99° C. As
amostras foram transferidas para uma placa de elisa de fundo chato e foi feita a leitura
da absorbancia a 540 nm. Uma curva padrao de xilose foi utilizada para quantificagdo da
atividade enzimatica.

Expressao de P_X6 em E. coli

Tendo em vista a continuidade dos testes de atividade com o clone P_X6 foi
realizada uma nova produgdao em maior quantidade. Logo foi feito um pré-inéculo em
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5 mL de meio minimo de crescimento MDAG (Studier, 2014), com 5 pL de ampicilina
200 pg/mL. Para o controle negativo em bioensaios, foi utilizada uma cepa de E. coli
Tuner com pET21a vazio e, para controle positivo, foi usado o clone Xnd01, que possui
comprovada atividade em xilana. As amostras foram incubadas a 37 °C, 300 rpm,
overnight. A partir do pré-inéculo foi realizado um inéculo de 300 mL de meio
ZYM 5052 (Studier, 2005) com ampicilina a 200 pg/mL. A amostra foi incubada a 37 °C
overnight e 20 °C por 48 horas.

Concentracao, purificacao e quantificacao proteica em amostras
contendo P_X6

Apds a expressdao da proteina conforme descrito anteriormente, a amostra
produzida (300 mL) teve o sobrenadante coletado e levado ao concentrador Amicon
Stirred Cells 200 mL. O sobrenadante foi concentrado para 50 mL por meio de uma
membrana de 10 kDa.

A purificacdo da xilanase P_X6 foi feita usando o sistema de purificacdo de proteinas
AKTA PURE (GE Healthcare Life Sciences). O método utilizado foi de cromatografia por
afinidade utilizando a coluna GE His-trap HP 5 mL e os tampdes Lew e Lew 300 mM
imidazol para elui¢do (segundo o protocolo descrito no manual da Protino Ni-TED/IDA).

Apos purificagdo, o grau de pureza de P_X6 foi determinado em gel SDS PAGE 12%, no
qual a amostra purificada, o extrato bruto e as fragdes coletadas na purificacdo (passado
e lavado) foram submetidos a eletroforese com uma corrente constante de 30 mA.

A concentragdo proteica na fracdo coletada apds corrida cromatografica, que
continha atividade catalitica de P_X6 foi medida utilizando o Kit Pierce ™ BCA Protein
Assay conforme o protocolo do fabricante (ThermoFisher Scientific).

Teste de atividade da P_X6 em derivados de pNP

Foram utilizados diferentes substratos sintéticos derivados de para-Nitrofenol (pNP)
paraavaliaraatividade enzimatica, sendo eles pNPC(p-nitrofenil-B-D-celobiosideo), pNPX
(p-nitrofenil-B-D-xylopiranosideo), pNPG (p-nitrofenil-B-D-glucopiranosideo), pNPaG
(p-nitrofenil-a-D-glucopiranosideo) e pNPGal (p-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo).
Esses substratos foram preparados a uma concentragao final de 50 mM.

Com cada substrato foi realizado o teste de atividade enzimatica em triplicata. Logo,
foi adicionado em pogos de uma placa de PCR 10 pl de cada substrato, 5 ul da amostra
purificada de P_X6, 10 pl de tampao MES e 75 ul de dgua deionizada em sistema Milli-Q.
As reacgoOes foram incubadas no termociclador por 15 minutos a 50 °C, em seguida foi
adicionado 100 pl de carbonato de sédio 1M e coletado 190 pl de cada pogo para
leitura a 405 nm no espectrofotometro. Os valores de absorbancia foram convertidos
em concentragdes de pNP usando uma curva de calibragao previamente construida. As
concentracdes de pNP determinadas em cada amostra foram utilizadas para o célculo da
atividade enzimdtica. Uma unidade de atividade (1 Ul) foi definida como a quantidade
de enzima capaz de liberar 1 pmol/min nas condig¢des utilizadas nesse estudo.

Teste de atividade da P_X6 em substratos naturais

O teste foi realizado com os substratos celobiose, maltose, lactose, salicina e
xilobiose preparados a 150 mM e xilana 4% (p/v). Foi feito em triplicata com a adicdo
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de 15 pl do substrato, 20 ul de P_X6, 30 pl de tampdao MES 0,5M e 100 ul de agua
deionizada em sistema milli-Q em cada pogo. A reacao foi incubada no termociclador
por 30 minutos a 50° C e em seguida a 95° C por 10 minutos. Em seguida, foi adicionado
150 ul de glicose monorreagente do kit Bioclin e a reacdao permaneceu no termociclador
por mais 10 minutos a 37° C. As amostras foram coletadas e a absorbancia avaliada no
espectrofotometro em 505 nm.

O teste de atividade enzimdtica de P_X6 em xilana de faia ocorreu conforme descrito
no tépico ‘Selecao do clone a ser trabalhado’.

Resultados e Discussao

Selecao do clone com maior potencial para hidrdlise de xilana

Apds analise das atividades hidroliticas em xilana catalisada pelas enzimas obtidas
da expressdo dos 5 clones (GH11-1, F43 GH10-2, P_X6, A_X1 e A_X2) avaliados nesse
estudo, foi possivel verificar que o clone E. coli pET21a com inserto P_X6 apresentou
maior atividade enzimatica em xilana, quando comparado aos demais clones. Logo, esse
clone foi selecionado para prosseguir com a expressao dessa enzima para caracterizagao.
Para esse clone, a enzima é secretada para fora da célula, ou seja, pode ser extraida
diretamente do sobrenadante do cultivo, o que facilita o processo de purificacdo e
elimina a necessidade de sonicar as células como ocorre frequentemente em E. coli.

Purificacao de P_X6

Apds a passagem do sobrenadante, previamente concentrado, do cultivo de E. coli
contendo a proteina P_X6 no AKTA PURE (GE Healthcare Life Sciences) para a purificagao,
foram coletadas duas fragdes compreendidas entre dois intervalos de tempos da corrida
cromatografica, ou seja, regides do cromatograma em que foram observadas fragdes de
absorcdo referente a proteinas. Essas fragdes foram submetidas a andlise em gel de SDS
PAGE 12%, dessa forma verificou-se que na primeira coletada (B1) varias proteinas
indesejdveis estavam presentes, contudo, na segunda (C2) foi possivel obter a proteina
P_X6 pura, conforme mostra a Figura 1.

EEE P L BlLE2 M kDa

Figura 1. Andlise eletroforética em gel de poliacrilamida
12% das fragdes coletadas apds a purificagdo de P_X6
no AKTA PURE (GE Healthcare Life Sciences). A banda
na altura de 40 kDa indica que a proteina foi purificada
conforme o esperado. E.B: extrato bruto, P: passado, L:
lavado, M: marcador de massa molecular “Page Ruler
Prestained Protein Ladder” da Thermo Scientific.
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Teste de atividade enzimatica da P_X6 em derivados de pNP

Por meio da quantificacdo proteica realizada com o Kit BCA Protein Assay, obteve-se
um total de 0,12 pg/uL de P_X6 purificada, viabilizando o inicio dos testes de atividade
enzimatica em substratos sintéticos e naturais. O primeiro a ser feito foi o teste em
derivados de pNP.

Como observado na Figura 2, a potencial xilanase P_X6 demonstrou alta atividade
em pNPC (p-nitrofenil-B-D-celobiosideo) e pNPX (p-nitrofenil-B-D-xylopiranosideo) e
nenhuma atividade em pNPG (p-nitrofenil-B-D-glucopiranosideo), pNPaG (p-nitrofenil-
a-D-glucopiranosideo) e pNPGal (p-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo). Tal atividade é
caracteristica de celobio-hidrolases (pNPC) e B-xilosidases, logo é provdvel que a
hidrélise de derivados de pNP possa ser atribuida a mais de uma especificidade da
potencial P_X6.

Graduandos
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Figura 2. Teste de atividade enzimatica da P_X6 em derivados de pNP sendo eles: pNPG (p-nitrofenil-B-D-
glucopiranosideo), pNPGal (p-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo), pNPC (p-nitrofenil-B-D-Celobiosideo), pNPX
(p-nitrofenil-B-D-xylopiranosideo) e pNPaG (p-nitrofenil-a -D-glucopiranosideo). O desvio padrao foi calculado com

base em triplicatas.

Teste de atividade da P_X6 em substratos naturais

Por fim, foi realizado o teste nos substratos naturais maltose, celobiose, lactose,
salicina, xilobiose e xilana. Porém foi observado atividade apenas em xilana de faia,
conforme o protocolo utilizado no inicio para selecdo dos clones. Foi constatado que a
P_X6 apresenta atividade catalitica semelhante a do controle positivo GH10-1 (Xnd01),
com atividade enzimatica de 21, 1957 U/mg. Portanto, P_X6, deve atuar como xilanase.
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Conclusao

A enzima P_X6 originada de Paenibacillus sp. foi produzida de forma heterdloga em
E. coli. Esta enzima possui atividade em diferentes substratos, mas atua principalmente
como uma xilanase. Novos ensaios estdo em andamento para prosseguir com a
caracterizacao bioquimica da P_X6.
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Resumo

O mercado industrial de enzimas cresce em bilhdes de ddlares todos os anos de acordo
com a empresa Business Communication Company Research (BCC), pois as enzimas
desempenham papel importante na catdlise de muitas rea¢des quimicas em processos
industriais. As B-glicosidases desempenham uma posicdo importante no mercado de
enzimas, devida a sua alta versatilidade, criando a possibilidade de imergi-las em muitas
areas do mercado. Em projetos anteriores da Embrapa Agroenergia, foram construidas
bibliotecas metagendmicas e genomas de microrganismos da biodiversidade brasileira
foram sequenciados. A partir dessas bibliotecas foi possivel fazer triagens funcionais
na busca de atividade B-glicosidase. Alguns dos genes encontrados foram expressos
em Escherichia coli, entretanto, ainda é necessdrio realizar as etapas de selecdo das
B-glicosidases com mais atividade e posteriormente sua purificacdo e caracterizacao
bioquimica. Neste trabalho, uma das B-glicosidases estudadas apresenta alta atividade
sobre o substrato sintético pNPG (p-nitrofenil-8-D-glucopiranosideo), podendo ser
eficiente no processo de degradacdo de celulose. Apds as etapas de expressdo e
purificacdo, a enzima estudada foi submetida a teste de atividade em substratos
naturais, como celobiose, e ndo apresentou resultados significativos. Uma hipdtese,
para estes resultados é a baixa concentracdo proteica obtida na expressdo, sendo
insuficiente para atuacdo da enzima sobre os substratos. Ou, é possivel que tenha se
passado muito tempo desde o final da expressdo, até a etapa dos testes de atividade,
levando a degradacdo da P_B12 ou a perda de atividade da enzima.

Palavras-chave: 3-glicosidase, expressao, celulose, aplicagdo industrial.

Introducao

No mercado industrial, existem rea¢des quimicas que levam um determinado tempo
a serem realizadas, porém, com a adi¢cdo de enzimas especificas, o tempo da reagdo pode
ser reduzido. Além de diminuir o tempo de reagdo, as enzimas criam a possibilidade
de operar as reagdes em condigdes mais amenas, com uma excepcional seletividade
do produto e produzindo menor toxicidade ambiental e fisioldgica (Chapman et al.,
2018). De acordo com a empresa Business Communication Company Research (BCC), o
mercado de enzimas pode crescer de USS5.5 bilhdes em 2018 para USS7.0 bilhdes em
2023, com uma taxa de crescimento anual composta de 4.9% para o mesmo periodo.
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As B-glicosidases (EC 3.2.1.21) ocupam um espa¢o importante no mercado de
enzimas, devido a possibilidade de usa-las em muitas areas do mercado. Uma delas é a
producdo de biocombustiveis de segunda geracao a partir da degradacdo da celulose.
Entdo, para que haja a conversdao da celulose em glicose, existe um processo de
degradacao que envolve diferentes classes de enzima: as endoglucanases, exoglucanases
e B-glicosidases (Singhania et al., 2017). As B-glicosidases atuam na etapa final da
conversao da biomassa lignoceluldsica, hidrolisando residuos terminais B-D-glicosil ndao
redutores de dissacarideos como celobiose, convertendo-os em B-D-glicose (Hendriks,
Zeeman, 2009).

Em projetos anteriores da Embrapa Agroenergia, foram construidas bibliotecas
metagendmicas e genomas de microrganismos da biodiversidade brasileira foram
sequenciados. A partir dessas bibliotecas foi possivel fazer triagens funcionais na busca de
atividade B-glicosidase. Alguns dos genes encontrados foram expressos em Escherichia
coli, entretanto, ainda é necessario realizar as etapas de sele¢do das B-glicosidases com
mais atividade e posteriormente sua purificagdo e caracterizacao bioquimica.

A determinacdo dos diversos parametros bioquimicos é o primeiro passo para se
identificar possiveis aplicagcdes industriais, uma vez que cada processo tem caracteristicas
distintas. Dessa forma, neste trabalho foram realizadas as expressdes de B-glicosidases,
para futuramente purifica-las e caracteriza-las bioquimicamente visando determinar
seu potencial para aplicacdo industrial.

Material e Métodos

Expressao heterdloga

A metodologia escolhida para a expressao de proteinas heterélogas em E. coli foi o
protocolo de autoinducdo. Esta metodologia foi desenvolvida por Studier et al. (1990).
Foi utilizada a linhagem TunerDE3 e o vetor pET21a(+) para expressao de proteinas
heterdlogas. Foi produzido 70 mL do meio MDAG-135 descrito por Studier et al (2014)
para o pré-inéculo dividido em 7 tubos de 50 mL (um tubo para cada clone e controle)
com ampicilina na concentragdo final de 200 pg/mL. O pré-inéculo foi incubado em
shaker overnight a 37 °C e 300 rpm.

Depois, foi produzido 70 mL de meio ZYM-5052 descrito por Studier et al (2005) para
um inéculo nas mesmas condicdes e foram de incubado em shaker overnight a 37 °C e
300 rpm. Em seguida, os tubos foram centrifugados por 20 minutos a 3000 xg e 4 °C,
para separar o pellet do sobrenadante. Os sobrenadantes foram submetidos a um teste
de atividade com o substrato pNPG (p-nitrofenil-B-D-glucopiranosideo) para aferir qual
dos clones tinha mais atividade neste substrato e purificar a primeira B-glicosidase.
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Atividade enzimatica

O teste de atividade enzimatica foi realizado montando uma reacdao com 10 uL de
tampdo MES 50 mM pH 6.0, 5 uL de pNPG (p-nitrofenil-8-D-glucopriranosideo) e 85 uL
de sobrenadante (produto da expressao). Montada a reacdo, o material foi incubado a
50 °C por 20 minutos em termociclador. Depois, adicionou-se 100 pL de CaCO, 1ImM,
para interromper a reacao. O produto das reacdes foi transferido para uma microplaca
de fundo chato e lido em espectrofotdmetro a 405 nm. Como controle positivo foi usado
a B-glicosidase BGL11, que ja foi caracterizada em projetos anteriores da Embrapa
Agroenergia, e como controle negativo foi usado um clone com o vetor pET21a(+) vazio.

Expressao em larga escala

Em uma producdo em maior escala da P_B12, o pré-indculo e o inéculo foram feitos
conforme ja descrito no item 2.1, porém o volume final de cultivo foi de 200 mL para
obtenc¢do de maior quantidade proteica no sobrenadante. Os indculos foram incubados
em shaker por 24 horas a 300 RPM e 37 °C e depois por 48 horas a 300 RPM e 20 °C. Apds
a producdo, as amostras foram passadas para tubos de 250 mL e foram centrifugados
por 20 minutos a 3000 xg e 4 °C para a coleta do sobrenadante.

Purificacao e quantificacao

A purificacdo foi feita usando coluna GE His-trap HP 5 mL (GEHealthcare) e com
tampdGes LEW e LEW com Imidazol 300 mM (Seguindo o manual da Protino Ni-TED/IDA).
O tampdo LEW usado foi composto por: (1) NaH,PO, (fosfato de potassio), concentragao
final de 50 mM; (2) NaCl (cloreto de sddio), concentragao final de 300 mM; e (3) dgua
milliQ. O processo foi realizado no equipamento Akta Pure (GEHealthcare).

Apds purificacdo da B-glicosidase de interesse, o grau de pureza da enzima foi
analisado em gel SDS PAGE 12%. A concentragdo da enzima purificada foi calculada
utilizando o nanodrop (Thermo Fisher Scientific) em Protein A280 ou utilizando o kit de
quantificacdo BCATM Protein Assay Kit conforme indicagdes do fabricante.

Resultados

Confirmacgao da atividade dos clones de E. coli em pNPG

Algumas potenciais B-glicosidases clonadas em E. coli foram selecionadas para serem
expressas pelo método de autoindugdo descrito por Studier et al. (1990). Cinco clones
foram selecionados para a expressdao, mais um controle negativo e um controle positivo.
Apds a producdo e mensuragdo da atividade enzimatica em pNPG foi possivel observar
que o clone referente a potencial B-glicosidase P_B12 apresentou a maior absorbancia
ao avaliar o sobrenadante, indicando que a proteina estava sendo expressa e liberada
para o meio extracelular, conforme mostrado na Tabela 1.

O clone escolhido para prosseguir com a produgao em maior escala foi o clone E. coli
pET21a P_B12, devida a alta absorbancia que essa enzima apresentou diante das outras
enzimas no teste de atividade.
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Tabela 1. Avaliagdo da presenca de atividade enzimatica apds autoindugdo em meio de cultura descrito
por Studier, FW. et al. (1990), por 24 horas a 37 °C e 48 horas a 20 °C. O ensaio foi feito com o substrato
pNPG (p-nitrofenil-8-D-glucopiranosideo). No controle negativo foi usado um clone com o vetor pET21a(+)
vazio. No controle positivo foi usado uma B-glicosidase ja caracterizada, denominada BGL11.

Enzimas Absorbancia 405 nm

Controle Negativo 0,131
Controle Positivo 1,970
A _B2 0,234 w0
C_BS8 0,140 'g
G11-33 0,132 =
P_B12 3,422 -c'é
E_08-24¢% 2,881 o

Purificagao por afinidade e SDS-PAGE 12%

Ap0ds a producdo da potencial B-glicosidase P_B12, o sobrenadante foi submetido ao
AKTA Pure para ser purificado, fazendo uso da coluna GE His-trap HP de 5 mL. Na Figura
1, é mostrado o cromatograma da purificagdo. Acredita-se que o pico indicado com a
seta vermelha sejam outras proteinas indesejaveis e a proteina de interesse esteja entre
0s pontos marcados com as setas azuis.

PB12_Histrap SmL _100mL_direto na coluna_linear 400mM 17 10 19 de verdade 001

may

-

Figura 1. Perfil cromatografico de purificagdo por afinidade em AKTA Pure da enzima P_B12 apds produg¢do de 200
mL de sobrenadante. A linha azul (UV1_280) indica a absorbadncia medida a 280 nm. A linha laranja (Cond) indica a

condutividade dos tampdes. A linha verde (Conc B) indica a concentragdo do tampao Lew com Imidazol.

A P_B12 possui um tamanho aproximado de 51,43 kDa e, apds a sua purificagao, foi
feito um gel de SDS PAGE 12% para confirmar sua presenga, como mostrado na Figura
2. Por meio da andlise eletroforética é possivel perceber que no pico indicado com a
seta vermelha (pog¢o V) houve eluicdo de muitas proteinas que ndo sao a proteina de
interesse, por outro lado, nos picos indicados com as setas azuis (pogo A), é possivel
observar uma banda na altura de 55 kDa que indica ser a P_B12 pura.
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O gel de SDS PAGE 12% produzido mostra indicios de que a P_B12 esta presente e
purificada, porém, foi feita uma quantificacdo com BCATM Protein Assay Kit e, ao final
do experimento ndo havia quantidade suficiente de proteina pura.

Também foram feitos ensaios enzimaticos com substratos sintéticos (pNPG, pNPGal,
pNPC, pNPaG e pNPX) e e naturais (celobiose, maltose, lactose, 1,4 B-D-xilobiose) para
aferir a atividade da P_B12, contudo, ela ndo apresentou atividade nesses substratos.

M EB L P A v

kDa

~250

~130
~100
- | ~70
~55

Figura 2. Gel de SDS PAGE 12% referente a
purificagdo da potencial PB-glicosidase P_B12.
No gel, a letra “M” indica o marcador PageRuler
Prestained Protein, as letras “EB” indicam o
extrato bruto, a letra “L” indica o lavado, a letra
“P” indica o passado, a letra “A” indica as setas

6ol azuis da Figura 1 e a letra “V” indica o pico com a

seta vermelha da Figura 1.

Uma das hipdteses levantadas para estes resultados, é que talvez tenha passado
muito tempo desde o final da expressdo, até a etapa dos testes de atividade, levando
a degradacdo da P_B12 ou a perda de atividade da enzima. Outra hipdtese, é a baixa
concentracdo proteica obtida na expressao, sendo insuficiente para atuacdo da enzima
sobre os substratos.

Conclusao

Cinco clones foram escolhidos para terem sua atividade enzimatica testada. Apds
o teste, as reacdes foram lidas em espectrofotometro e a P_B12 apresentou a maior
absorbancia, sendo assim, o clone com maior atividade enzimatica para o substrato
pPNPG (p-nitrofenil-8-D-glucopiranosideo). A enzima possivelmente foi purificada, porém,
a quantidade de proteina obtida na expressao nao foi suficiente para montar um ensaio
enzimatico que fosse capaz de degradar os substratos sintéticos e naturais. Assim, ndao
foi possivel fazer uma caracterizagdo bioquimica da P_B12. A maior meta do projeto é
obter uma enzima com alto valor biotecnolégico e caracterizada bioquimicamente. Para
isso, é necessario realizar mais testes e otimizar as expressdes, para que seja possivel
obter uma maior concentracdo de proteinas e o ensaio enzimatico seja mais eficiente.
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Expressao heterologa de uma
B-glicosidase de Chryseobacterium sp.
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Resumo

As enzimas sdo utilizadas em muitas dreas da industria para se conseguir, como
resultado da reacdo, um produto especifico ou melhorar a qualidade do produto final.
As B-glicosidases sdo um exemplo disso, possuindo aplicacdo em diferentes dareas
industriais como naindustria alimenticia e na conversdo de biomassa, podendo ser usada
individualmente ou associada a outras enzimas. No presente estudo uma B-glicosidase
triada do genoma de Chryseobacterium sp. foi nomeada de C-B1, transformada em
Escherichia coli TunerDE3 no vetor pET21a(+) e expressa utilizando o método de
autoinducdo. Apds a sua expressao, C-B1 foi purificada usando coluna GE His-trap HP
5 mL (GEHealthcare) no sistema de purificacdo de proteinas AKTA Pure, tendo a pureza
desta enzima sido comprovada por meio de eletroforese em gel SDS PAGE 12% das
fracOes proteicas coletadas. A fracdo que continha a proteina pura foi submetida a
analise para determinacdo da concentracdo proteica usando o Kit BCA ProteinAssay
(Pierce) e a atividade enzimdatica da mesma foi testada nos substratos sintéticos pNPG
(p-nitrofenil-B-D-glucopiranosideo), pNPaG (p-nitrofenil-a-D-glucopiranosideo),
pPNPC (p-nitrofenil-B-D-celobiose), pNPX (p-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo), pNPGal
(p-nitrofenil-a-D-glucopyranosideo), e nos substratos naturais celobiose, maltose,
lactose e salicina. C-B1 mostrou atividade em pNPG, pNPX, pNPGal, celobiose e salicina,
mostrando sua versatilidade para uso industrial, pois sua atividade indica sua atuacao
como B-glicosidase, B-xilosidase, B-galactosidase, o que demonstra que a enzima pode
ser usada para diferentes processos, para a obtencdo de diferentes produtos.

Palavras-chave: B-glicosidase, expressdo heterdloga, purificacdo enzimatica.

Introducao

Enzimas sdo catalisadores bioldgicos que modificam a velocidade de uma reagao
quimica, tornando-a mais rapida. Elas realizam essa funcdo em organismos vivos,
porém também podem ser extraidas das células e utilizadas com diferentes propdsitos,
alguns com grande importancia industrial (Robinson, 2015). Enzimas possuem grande
potencial para utilizagdo industrial, pois quando comparada com processos quimicos
convencionais elas trazem varios beneficios como, por exemplo, uma reduc¢do na geragao
de subprodutos quimicos e téxicos, além de elevar a qualidade final dos produtos
(Arbige; Shetty; Chotani, 2019).
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As B-glicosidases sdao enzimas com grande importancia bioldgica, fazendo a hidrélise
de ligagdes glicosidicas e liberando os residuos glicosideos terminas nao redutores de
glicosideos e oligossacarideos. Essas enzimas podem ser encontradas em diferentes
organismos na natureza atuando em diferentes fungdes bioldgicas. As B-glicosidases
podem ser utilizadas em diferentes areas da industria. Uma das suas aplica¢des é na
industria alimenticia, pois algumas possuem a capacidade de hidrolisar precursores de
sabor B-glicosidicos em alimentos e bebidas, melhorando assim o sabor desses produtos
e elevando sua qualidade final (Cairns; Esen, 2010).

Além de poderem melhorar o sabor de alimentos e bebidas B-glicosidases podem
ser utilizadas para melhorar o aroma de mostos e vinhos. Nestes produtos a propor¢ao
de constituintes glicosidicos é alta, sendo que quando encontrados nessa forma eles
sdo ndo volateis, ou seja, ndo emitem odor (Jesus lbarz et al., 2006). As B-glicosidases
podem ser utilizadas para hidrolisar esses precursores aromaticos liberando assim o
odor latente desses produtos, o que auxilia na producado de vinhos de alta qualidade
(Jesus lbarz et al., 2006; Loscos et al., 2010).

B-glicosidases também podem ser utilizadas em alimentos a base de soja para a
hidrodlise de isoflavonas, gerando agliconas. A soja € um componente alimenticio utilizado
em muitos alimentos e bebidas, mas as suas isoflavonas sé se encontram biodisponiveis
quando estdo em sua forma aglicosidica (agliconas). Assim, a utilizacdo de B-glicosidases
no processamento da soja pode elevar significativamente a qualidade nutricional destes
alimentos (Hati et al., 2015 apud Park Yk et al., 2002 ).

Estas enzimas também possuem grande importancia na degradacado da biomassa,
pois a hidrdlise enzimatica é uma das formas de se conseguir extrair a glicose desta.
A glicose extraida pode ser posteriormente utilizada para a conversao em etanol.
Para uma hidrdlise completa da biomassa sdo necessdrias enzimas distintas como
as celulases, que pela grande quantidade de celulose presente na biomassa sdo as
que possuem maior importancia (Singhania et al., 2013). As B-glicosidases hidrolisam
celodextrinas sollveis e celobiose em glicose, sendo que por conta da celobiose ser
um inibidor das celobiohidrolases e das endoglucanases o papel das B-glicosidases
é de grande importancia para garantir que todo o processo ocorra de forma eficaz
(Zhang; Zhang, 2013).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho é expressar, purificar e realizar testes de
atividade enzimatica em uma potencial B-glicosidase proveniente de Chryseobacterium
sp., dando inicio a sua caracterizacdao bioquimica por meio de teste de atividade em
diferentes substratos, tanto sintéticos como naturais.

Material e Métodos

Expressdo Heterdloga: A metodologia escolhida para a expressao da B-glicosidase em
E. coli foi o protocolo de autoindugdo. Esta metodologia foi desenvolvida por STUDIER
et al., 1990, para linhagens de E. coli DE3 lisogénicas como BL21(DE3) e B834(DE3),
que suplementam T7 RNA polimerase quando o promotor do lacUV5 é induzido em
combinacdo com os vetores pET de expressdo, nos quais a expressao é controlada
pelo promotor T7lac (Studier et al., 1990; Studier, 2005). O meio utilizado permite o
crescimento de células em alta densidade, com estabilidade do plasmideo e promove
uma autoinducdo da expressdo heterdloga em shaker. Assim, fica eliminada a indugao
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espontanea que ocorre em meios complexos (Grossman et al., 1998). Foi utilizada a
linhagem TunerDE3 e o vetor pET21a(+) para expressao de proteinas heterdlogas.

Uma cepa de E. coli contendo o plasmideo com a possivel B-glicosidase nomeada
de C-B1, estocada a — 80 °C foi utilizada para fazer um segundo estoque onde ela foi
cultivada em uma placa de Petri com meio LB Sélido e ampicilina a 200 pg/uL, onde
ficou overnight a 37 °C. Apds a cepa crescer na placa ela foi inoculada em um tubo
falcon de 50 mL contendo 3 mL de meio LB liquido e 3 uL de ampicilina, em seguida
foi mantida em um shaker overnight a 300 RPM e 37 °C. Deste inéculo foi-se colocado
em 2 microtubos, 360 uL como estoque da bactéria, nos microtubos também foram
colocados 24 pl de glicerol a 50 %, esses estoques foram congelados a -80 °C.

Do estoque foi usado 2 pL para fazer o pré-inéculo em 2 mL de meio MDAG-135 em
um falcon de 50 mL com 2 uL de ampicilina, o falcon foi colocado no shaker overnight
a 37 °C, 300 RPM. Do pré-inoculo 130 plL foram usados para se fazer o inéculo em 130
mL de meio ZYM 5052 em um erlenmeyer de 1 litro que foi colocado a 300 RPM, 37 °C
overnight e depois por 2 dias a 20 °C, 300 RPM. Depois disso o indculo foi centrifugado a
3000 xg por 10 minutos, o pellet foi descartado e o sobrenadante foi separado e filtrado
em um filtro de 0,45 nm para ser purificado.

A purificacdo foi feita no sistema de purificagdo de proteinas AKTA Pure com uma
coluna GE Histrap 5 ml, usando agua MilliQ, Tampao LEW, Tampao LEW com 300 nM de
imidazol.

Apods purificacdo da B-glicosidase, o grau de pureza da enzima foi analisado em gel
SDS PAGE 12%. A concentragdo da enzima purificada foi determinada usando o Kit BCA
ProteinAssay (Pierce).

Caracterizagcdo Bioquimica: Foram realizados ensaios com 10 pL dos substratos
sintéticos pNPG, pNPGal, pNPC, pNPaG e pNPX a 50 mM, 10 L de tampdo MES 0.5 M 5
KL da amostra contendo a enzima ou 5 plL da amostra contendo a enzima inativada por
fervura (ensaio controle) e 75 plL e de agua Milli-Q, foram incubados por 15 minutos a
50 °C, apds isso foi adicionado 100 uL de carbonato de sédio 1 M, foi coletado 190 plL e
lido em espectrofotometro a 405 nm. Dos substratos naturais foram testados celobiose,
maltose, lactose e salicina a 150 mM. Neste ensaio utilizou-se, 15 pL da solucdo de
substrato, 20 uL da solucdo de enzima, 30 pL de tampao MES 0,5 M e 35 uL de agua
Milli-Q, as misturas foram incubadas por 30 minutos a 50 °C e por mais 10 minutos a
95 °C, foi adicionado 150 pL de glicose monorreagente e incubado por mais 10 minutos
a 37 °C. Por fim, foi coletado 200 uL de cada amostra e a leitura de absorbancia foi
realizada em espectrofotometro a 505 nm para determinar a atividade especifica.

Resultados e Discussao

A cepa de E. coli foi usada para expressao da proteina C-B1 seguindo o método
de autoinducdo criado por Studier et al., 1990, resultando em 130 mL de indculo que
foi centrifugado e purificado, depois disso a proteina teve sua pureza comprovada por
eletroforese em gel SDS PAGE 12% (Figura 1).
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Figura 1. Gel de eletroforese SDS PAGE 12 %. Legenda: EB: Extrato Bruto (Indculo Filtrado antes da purificagdo); P:
Passado (Proteinas que ndo se ligaram a coluna GE Histrap durante a purificagdo); L: Lavado (Amostra resultante da
lavagem da coluna apds a passagem da amostra); B1: Pogo B1 da placa resultante da purificagdo; B5: Pogo B5 da
placa resultante da purificagdo; B11: Pogo B11 da placa resultante da purificagdo; C1: Pogo C1 da placa resultante
da purificagdo; M: Marcador PageRuler Plus da ThermoScientific, a imagem das bandas formadas pelo marcador se

encontram ao lado do gel.

A quantificacao foi feita usando o Kit BCA ProteinAssay (Pierce) onde a concentragdo
proteica medida foi de 0,130 pg/uL. Em seguida, a atividade enzimdtica foi testada
em diferentes substratos, tanto substratos sintéticos como naturais como mostram os
resultados na Figura 2.
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Figura 2. A. Atividade especifica da C-B1 em substratos sintéticos; B. Teste de atividade especifica da C-B1 em
substratos naturais.

Na Figura 2A observa-se que a C-B1 teve atividade de 7348,4 U/mg de atividade em
pNPG, 101 U/mg em pNPaG, 0 U/mg em pNPC, 7386,4 U/mg em pNPX e 1429,4 U/mg
em pNPGal. Enquanto na Figura 2B observa-se que a C-B1 teve atividade de 0,403 U/mg
em celobiose, 0 U/mg em maltose e lactose, e 0,844 U/mg em salicina.

A C-B1 demonstrou atividade em diferentes substratos. Isto é uma vantagem, pois
aumenta as possibilidades de seu uso em diferentes areas da industria, tendo ela
atividade em pNPG indicando sua atuagdao como uma B-glicosidase, em pNPX o que
indica que ela possui atividade como B-xilosidase, em pNPGal indicando atividade como
B-galactosidase. A enzima terd ainda sua atividade testada em xilobiose uma vez que
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ela possuiu atividade em pNPX. Além disso, a enzima também possui atividade nos
substratos naturais celobiose e salicina.

A enzima C-B1 até agora tem se apresentado como uma B-glicosidase bastante
promissora, com alta atividade em substratos como pNPG e celobiose. Ela também
apresentou alta atividade em salicina. Os produtos gerados pela salicina podem ser
utilizados na industria farmacéutica e estética.

Consideragoes Finais

No presente estudo uma B-glicosidase, nomeada de C-B1, que havia sido triada
de Chryseobacterium sp. e que teve seu gene transformado em E. coli, foi expressa
utilizando o método de autoinducdo (Studier et al., 1990). Apds a sua expressdo a enzima
foi purificada na coluna GE His-trap HP 5 mL (GEHealthcare), e teve sua purificacdo
acompanhada em gel SDS PAGE. Por fim, ela foi quantificada usando o Kit BCA
ProteinAssay (Pierce). A proteina purificada teve sua atividade testada em diferentes
substratos, tanto sintéticos como naturais. C-B1 mostrou alta atividade em pNPG, pNPX,
celobiose e salicina, demostrando que ha diferentes possibilidades para sua utilizacao
industrial.
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Sintese enzimatica de acido xilonico
utilizando glicose oxidase
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Resumo

O acido xilénico é uma das principais moléculas de alto valor agregado que podem ser
obtidas a partir de biomassa lignoceluldsica. Entretanto o processo de producdo deste
acido ainda precisa ser aprimorado para atender as exigéncias industriais, tais como alta
produtividade e rendimento, baixo custo de producdo e reducdo na geracado de residuos.
O objetivo deste estudo foi aprimorar em escala de bancada a producdo de acido
xilébnico por meio de rota enzimatica usando como substrato xilose PA (para analise)
e enzima comercial glicose oxidase, oriunda de Aspergillus niger. A fim de aumentar
a concentracdo de acido xilénico produzido, foram avaliadas diferentes concentracdes
iniciais de xilose (5 g/L a 100 g/L). Todas as reacdes foram realizadas em microplaca
de 96 pocos e um volume total de reacdo de 110 puL foi utilizado. A maior conversao
(92,8 %) foi atingida quando uma concentracdo inicial de xilose de 10 g/L foi utilizada.
Ao aumentar a concentragdo inicial de xilose para 100 g/L a conversdo foi de apenas
11,1%. Os resultados sugerem que a enzima pode ter sido inibida pelo substrato ou
pelo coproduto desta reacdo, o perdxido de hidrogénio. Além disso, a falta de aeracao
do meio reacional também desfavoreceu a acdo de glicose oxidase. Etapas posteriores
deste estudo irdo investigar o uso de peroxidases e aeracao do meio reacional a fim de
aumentar o rendimento de acido xilénico.

Palavras-chave: glicose oxidase, acido xilonico, xilose.

Introducao

O acido xilénico é uma das principais moléculas de alto valor agregado que podem
ser obtidas a partir de biomassa lignoceluldsica (Werpy; Petersen, 2004). Esta molécula
pode ser aplicada diretamente como dispersante em cimento, agente complexante ou
quelante de ions como o Zn, Fe, Cu e Ca, agente clarificante de poliolefinas, antibidtico,
aditivo para melhorar a absorgao de vitamina C, reducdao de acrilamida em alimentos
cozidos, branqueamento de téxteis, galvanoplastia, biopesticidas e como aditivos na
exploracdo de pogos de petrdleo (Zhou et al., 2015; Chun et al., 2006; Pezzotti; Therisod,
2006; Miller et al., 1994; Zamora et al., 2000; Toivari et al., 2012b; Buchert; Viikari
1988). Além disso, o acido xilénico pode ser utilizado como modificador ou precursor
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para a sintese de 1,2,4-butanotriol, copoliamidas, poliéster, hidrogel e etileno glicol
(Toivari et al., 2012a; Pezzotti; Therisod, 2006; Toivari et al., 2012b; Liu; Wang, 2012).

Atualmente, acido xilénico é produzido em pequena escala por meio de rota
microbiana (Toivari et al., 2012a), mas, assim como outros acidos ald6nicos, pode
também ser produzido por meio de processo eletroquimico (Toivari et al., 2012b;
Governo et al., 2004), oxidacdo quimica (Toivari et al., 2012b) ou enzimatico (Pezzotti;
Therisod, 2006; Toivari et al., 2012b). Para cada um desses processos, uma série de
obstaculos vem sendo superada ao longo das ultimas décadas. Algumas vantagens
relacionadas ao processo enzimatico envolvem o uso de condi¢cdes operacionais
suaves, baixo requerimento de energia, maior especificidade na obtenc¢do de produto,
possibilidade de uso de reator continuo, e reduzida quantidade de poluentes gerados
(Tomotani; Vitolo, 2007; Liu; Wang, 2007).

Apesar das vantagens supracitadas para processos enzimaticos, ainda existem
muitos desafios que devem ser vencidos a fim de tornar esses processos mais atrativos
industrialmente. Por exemplo, para oxidoredutases deve ser utilizada uma estratégia para
regeneracao de cofatores e, quando possivel, recuperar e reutilizar a enzima. Também
devem ser estabelecidas as condi¢des operacionais de tal forma que a concentra¢ao
de produto no meio reacional seja a maxima possivel. Uma das condi¢des operacionais
mais importantes a serem estabelecidas é a concentracao inicial do substrato, visto que
desse valor depende a concentracao final do produto. Nesse estudo, uma avaliagao
do efeito da concentragdo inicial de xilose foi realizada visando a obtencao de maximo
rendimento em acido xilonico.

Material e Métodos

Sintese de acido xilonico

A sintese de acido xilénico ocorre de acordo com a expressao baixo:

Xilose + Oxigénio

(C5H1005) , = Acido xilonico + Peroxido de hidrogénio

(02 (C5H1006) (H202)

Para o ensaio de sintese deste acido em laboratério foram utilizadas solug¢des de xilose
(PA) com concentragdes de 5, 10, 50 ou 100 g/L, as quais foram preparadas em tampao
citrato 0,1 mol/L, pH 5, e foram utilizadas como substrato. Uma solucdo de 100 g/L da
glicose oxidase de Aspergillus niger da marca Sigma-Aldrich (100.000 unidades/g de
sélido, sem adicdo de oxigénio), foi preparada em tampado citrato 0,1 mol/L, pH 5. A
reacdo foi realizada em microplaca PCR 96 pocos e utilizou-se a proporg¢do de 100 plL da
solugdo de xilose para 10 pL da solucao de enzima. Para o branco do substrato foi utilizado
110 ulL da solugdo de xilose. Para o branco da enzima, usou-se 10 plL da enzima e 100 uL
do tampao. Todas as reagdes foram realizadas em triplicata. A microplaca foi selada com
um filme plastico e mantida em um termociclador para que a rea¢do ocorresse sob a
temperatura de 35 °C em diferentes intervalos de tempo.

132

Graduandos



BIOTECNOLOGIA INDUSTRIAL

Monitoramento do avan¢o da reag¢ao

A formacdo de acido xilénico em funcdo do tempo foi monitorada indiretamente
pela quantificacdo do consumo de xilose por meio do método do acido dinitrosalisilico
(DNS), ligeiramente modificado (Miller, 1959). Em cada um dos pocos de uma
microplaca foram adicionados 20 pL de amostra do meio reacional e 40 pL de tampao
citrato. Em seguida 120 plL da solucdo de DNS foram adicionados, a placa foi selada
e mantida em termociclador por 10 minutos a 95 oC. Ao final da reacdo com DNS,
uma aliquota de 36 plL de cada amostra foi transferida para uma microplaca, adequada
para leitura espectrofotométrica, contendo 160 plL de dgua em cada pogo. As misturas
foram homogeneizadas e a leitura de absorbancia foi realizada a 540 nm. Os valores de
absorbancia foram convertidos em concentracao de xilose por meio de uma curva de
calibracao, previamente construida.

Resultados e Discussao

O consumo de xilose nos diferentes ensaios de sintese foi monitorado pelo método
do DNS. Os dados de absorbancia obtidos foram convertidos em concentracdes de xilose
por meio da equacdo da reta apresentada a seguir (Equacdo 1):

Concentragdo de xilose (g/L) = 11,537xAbs,, - 0,0562 (Equacdo 1)

Os valores de concentracdo de xilose ao longo do tempo nos diferentes ensaios
de sintese de acido xilénico foram utilizados para calcular o rendimento de sintese de
acordo com a Equagao 2.

Rendimento (%) = (([Xilose inicial] — [Xilose final])/[Xilose inicial])*100 (Equacdo 2)

Os valores de rendimento obtidos para os diferentes ensaios sdo apresentados na
Figura 1.
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Os dados para os ensaios realizados com concentragdo inicial de xilose de 5 g/L
ndo foram apresentados porque apresentaram valores de concentragcdao completamente
fora de valores esperados, por exemplo, valores de absorbancia negativa para meios
contendo xilose. Isso pode ter sido causado por problemas na execu¢ao do experimento.

O maior valor de rendimento para a sintese de acido xil6nico obtido nesse estudo
foi de 92,8 % quando uma concentragdo inicial de xilose de 10 g/L foi utilizada. Isto
equivale a uma concentracdo final de acido xilonico de 10,3 g/L. Pezzotti e Therisod
(2006) obtiveram valores de rendimento de 90% quando utilizou glicose oxidase para
sintese de acido xil6nico, em um meio reacional com concentracdo inicial de xilose de
75 g/L, apos 100 horas de reagdo. O resultado superior obtido por Pezzotti e Therisod
(2006), pode ser atribuido a um meio reacional aerado e contendo catalase.

Os valores de concentracao de acido xilonico alcancados neste estudo e no estudo
realizado por Pezzotti e Therisod (2006), sdo muito inferiores aos valores encontrados
para a sintese microbiana de acido xilonico. Por exemplo, no estudo realizado por Zhou
etal. (2015), valores de 586 g/L de acido xilénico foram obtidos por meio de um processo
microbiano. O processo enzimatico possui algumas vantagens em relacdo ao processo
microbiano como, por exemplo, ndo exigir nutrientes e meio reacional estéril, permitir a
conversao quase completa de xilose em acido xil6nico, ou seja, sem reagdes secundarias,
e produzir acido xilénico com maior grau de pureza, livre de microrganismos e seus debris
ou metabdlitos (Tomotani; Vitolo, 2007; Ahmed et al., 2011). Apesar dessas vantagens,
varios obstaculos precisam ser superados para aumentar o teor de acido xilénico nos
meios de processo ao utilizar a rota enzimatica.

Nas condi¢cbes operacionais utilizadas nesse estudo, verificou-se que elevados
rendimentos de sintese somente foram possiveis em baixas concentrag¢des iniciais de
xilose. Considerando os fundamentos tedricos divulgados na literatura cientifica para
a sintese de acidos aldénicos (acidos gliconico e xilénico, principalmente) é possivel
concluir que os resultados obtidos nesse estudo sugerem que a enzima pode ter sido
inibida pelo substrato ou pelo coproduto desta reacdao, o perdéxido de hidrogénio.
Além disso, a falta de aeracdao do meio reacional também desfavoreceu a acao de
glicose oxidase. Para atingir concentra¢des mais elevadas de acido xilénico mantendo
o rendimento de sintese serd necessario aprimorar outras varidveis do processo,
como por exemplo, a adicdo de uma peroxidase ao meio reacional para reduzir a
concentracdo de peréxido de hidrogénio, o qual é inibidor da glicose oxidase e a
aeracao do meio reacional, pois a glicose oxidase precisa de oxigénio para a conversao
de xilose a acido xil6énico.

Consideragoes Finais

O acido xil6nico esta entre as principais moléculas que podem ser produzidas a partir
de biomassa lignoceluldsica. Nesse estudo foi identificada a concentragao inicial minima
de xilose (10 g/L) em que se pode atingir elevado rendimento (>90%) para a sintese de
acido xilénico sem a necessidade de aeracdo e adicdo de uma peroxidase. Entretanto,
partindo-se de uma concentracdo inicial de xilose muito baixa, consequentemente a
concentracao de dcido xilénico também sera muito baixa, inviabilizando economicamente
a purificacdo e comercializagdo do produto final. Para atingir niveis mais elevados na
concentracao de acido xilénico é necessario a adicdo de catalase e aeracdo do meio
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reacional para que elevados valores de rendimento sejam atingidos mesmo quando
concentragdo inicial de xilose de aproximadamente 200 g/L seja utilizada no meio
reacional.

Referéncias

AHMED, Y.M.; IBRAHIM, I.H.; KHAN, J.A.; KUMOSANI, T.A. Oxidation and reduction of D-xylose by cell-free extract of
Hansenula polymorpha. Australian Journal of Basic and Applied Sciences, v. 5, n. 12, p. 95-100, 2011.

BECTON DICKINSON AND CO. MILLNER, O.E.; CLARKE, R.P; TITUS, G.R. Clarifiers for polyolefins and polyolefin
compositions containing same. CO8K 5/15; CO7D 407/02, U.S. n. 5283275A, 1994.

BUCHERT, J.; VIIKARI, L. The role of xylonolactone in xylonic acid production by Pseudomonas fragi. Applied
Microbiology and Biotechnology, v. 27, p. 333—336, 1988.

CHUN, B.-W.; DAIR, B.; MACUCH, P.J.; WIEBE, D.; PORTENEUVE, C.; JEKNAVORIAN, A. The development of cement and
concrete additive based on xylonic acid derived via bioconversion of xylose. Applied Biochemistry and Biotechnology,
v. 129-132, p. 645-658, 2006.

GOVERNO, AT.; PROENCA, L.; PARPOT, P.; LOPES, M.L.S.; FONSECA, |.T.E. Electro-oxidation of d-xylose on platinum and
gold electrodes in alkaline médium. Electrochimica Acta, v. 49, p. 1535-1545, 2004.

LIU, H.; VALDEHUESA, K.N.G.; NISOLA, G.M.; RAMOS, K.R.M.; CHUNG, W.J. High yield production of D-xylonic acid
from D-xylose using engineered Escherichia coli. Bioresource Technology, v. 115, p. 244-248, 2012.

LIU, W.; WANG, P. Cofactor regeneration for sustainable enzymatic biosynthesis. Biotechnology Advances, v. 25, p.
369-384, 2007.

MILLER, G. L. Use of Dinitrosalicilic Acid Reagent for Determination of Reducing Sugar. Analytical Biochemistry, New
York, v. 31, p. 426-428, 1959.

PEZZOTTI, F.; THERISOD, M. Enzymatic synthesis of aldonic acids. Carbohydrate Research, v. 341 p. 2290-2292, 2006.

TOIVARI, M.; NYGARD, Y.; KUMPULA, E.-P.; VEHKOMAKI, M.L.; BENCINA, M.; VALKONEN, M.; MAAHEIMO, H.;
ANDBERG, M.; KOIVULA, A.; RUOHONEN, L.; PENTTILA, M.; WIEBE, M.G. Metabolic engineering of Saccharomyces
cerevisiae for bioconversion of D-xylose to D-xylonate. Metabolic Engineering, v. 14, p. 427-436, 2012a.

TOIVARI, M.H.; NYGARD, Y.; PENTTILA, M.; RUOHONEN, L.; WIEBE, M.G. Microbial D-xylonate production. Applied
Microbiology and Biotechnology, v. 96, p. 1-8, 2012b.

TOMOTANI, E.J.; VITOLO, M. Immobilized glucose oxidase as a catalyst to the conversion of glucose into gluconic acid
using a membrane reactor. Enzyme and Microbial Technology, v. 40, p. 1020-1025, 2007.

WERPY, T.; PETERSEN, G. Pacific Northwest National Laboratory, National Renewable Energy Laboratory. Top Value
Added Chemicals from Biomass: Results of Screening for Potential Candidates from Sugars and Synthesis Gas
. Department of Energy, Oak Ridge, TN (2004). Disponivel em: <http://www.nrel.gov/docs/fy04osti/35523.pdf>.
Acesso em: 27 set. 2020.

ZAMORA, F.; BUENO, M.; MOLINA, I.; IRIBARREN, J.I.; MUNOZ-GUERRA. S.; GALBIS, J.A. Stereoregular copolyamides
derived from D-xylose and L-arabinose. Macromolecules, v. 33, p. 2030-2038, 2000.

ZHOU, X.; LU, S.; XU, Y.;; MO, Y.; YU, S. Improving the performance of cell biocatalysis and the productivity of xylonic
acid using a compressed oxygen supply. Biochemical Engineering Journal, v. 93, p. 196-199, 2015.

135

Graduandos


http://www.nrel.gov/docs/fy04osti/35523.pdf%3e.%20Acesso%20em:%2027%20set.%202020
http://www.nrel.gov/docs/fy04osti/35523.pdf%3e.%20Acesso%20em:%2027%20set.%202020

Analise do potencial econémico de
variedade de cana geneticamente
modificada para producao de agucar

Bruno de Oliveira Garcia®, Hugo Bruno Correa Molinari?, Thdlyta Fraga
Pacheco®, Adilson Kenji Kobayashi*, Geraldo Verissimo Souza Barbosa®,
Luciano Vilela Paiva®, Rosana do Carmo Nascimento Guiducci’

Resumo

O objetivo deste trabalho é analisar o impacto econémico ex ante de variedade de
cana-de-agucar geneticamente modificada para fabricacdo do agucar, considerando o
desempenho da variedade na fase industrial, em cenarios de adog¢do da tecnologia.
Trata-se de uma variedade de cana geneticamente modificada, que possibilita a
redugao de 70% do escurecimento do caldo de cana na etapa de processamento. Foram
utilizados dados de mercado, relativos ao custo total, custo de insumos e custo da etapa
de clareamento do caldo de cana, no processo de producdo de agucar. A partir dos
resultados obtidos na pesquisa, estimou-se o impacto da variedade modificada no custo
de producdo, tendo em vista mudangas no processamento, especialmente na etapa
de clareamento. Avaliaram-se ganhos econémicos frente as exportacées e producdo
total de aglcar na safra 2019/2020. O custo de clareamento por tonelada de agucar foi
estimado em RS 6,02 na regido Centro-Sul e RS 11,36 na regido Nordeste. Com base
nas exportacdes de 2019/2020, estimou-se ganho econémico de RS 103,70 milhdes no
Centro Sul e RS 16,34 milhdes no Nordeste, caso a tecnologia fosse adotada. Levando em
conta a produgdo nacional, se a tecnologia fosse adotada em 20% da produgdo, o ganho
estimado por regido é de RS 32,35 milh&es e RS 6,61 milhdes, respectivamente, podendo
chegar a RS 161,75 milhdes e RS 33,06 milhdes caso toda a produgdo derivasse desta
tecnologia. Conclui-se que a variedade tem potencial para aumentar a competitividade
e as margens liquidas obtidas na industria brasileira de agucar.

Palavras-chave: custo de producdo, eficiéncia econémica, acucar, variedade de cana.

Introducao

A producdo mundial de acticar em 2020/21 é estimada em 188.077 mil toneladas,
sendo o Brasil responsavel por 39.480 mil toneladas, o que equivale a 21% da producao
mundial (USDA, 2020).
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Na safra 2019/2020 o Brasil produziu 29.795,7 mil toneladas de agucar, sendo 2.909,0
mil toneladas na regido Norte/Nordeste (9,76%) e 26.886,7 no Centro-Sul (90,24%)
(Conab, 2020).

As condi¢des de mercado e as estimativas da safra de cana-de-agtcar 2020/2021,
sinalizam que tanto a produgdo quanto a exportacdo de acicar devem aumentar. Estima-
-se que 45,8% da safra na regido Centro-Sul e 52,8% na regido Norte/Nordeste sejam
destinadas a producdo de 39,5 milhdes de toneladas de agucar (Figura 1) (Conab, 2020).

O crescimento estimado da produgao mundial de agucar é de 13% em relagdo a
safra anterior, enquanto no Brasil o aumento esperado é 32% (USDA, 2020). A queda
no consumo de etanol no mercado interno brasileiro devido a menor mobilidade da
populacdo diante da pandemia é um dos fatores que contribuiu para o aumento da
produgdo de agucar neste ano. As exportagdes deverdo se elevar em 45%, passando de
18,9 milhdes de toneladas em 2019 (Observatdrio da Cana, 2020) para 28,85 milhdes de
toneladas em 2020 (USDA, 2020). O aumento das exportacdes brasileiras é estimulado,
sobretudo pela reducdao na oferta mundial devido as adversidades climdticas em
importantes paises produtores da Asia e pela desvalorizacdo cambial. De acordo com
dados do Ministério da Economia, na média de abril a julho de 2020, o aumento nos
pregos de exportagao foi de 63% em dolar e 127% em reais.

38,7 37,9 39,3

35,6 33,5 35,6 35,3 35,7

30,9

2014/15 2015/16 2016/17 2017/18 2018/19 2019/20 2020/21
®m NORTE/NORDESTE ~ m CENTRO-SUL  m BRASIL

Figura 1. Produgdo de agucar no Brasil e regides, em milhdes de toneladas.
Fonte: Conab (2020).

Apesar da importancia econémica do agucar, os produtores no Brasil operam com
margens liquidas baixas ou mesmo negativas em determinados periodos. Isso porque
embora o pais tenha influéncia na formagdo de precgos, por ser um grande produtor e
exportador, o agucar é uma commodity internacional cujo preco é definido em bolsas
de mercadorias no exterior. Estudo do Pecege (2015) aponta que até o 32 trimestre da
safra 2019/2020 as Usina do Centro-Sul registravam prejuizos operacionais, ja que o
custo de produgdo médio de agucar VHP (bruto) ficou em RS 1.274,66 a tonelada, o que
representa uma alta de 0,51% em comparagdao com a safra anterior, e o prego de venda
era de RS 968,14 a tonelada (Canaonline, 2020).

O custo total da produgdo do agucar é dependente das operagdes unitdrias até o
produto final, o que determina a quantidade de operagdes para o clareamento é a
qualidade do caldo extraido cana-de-agucar.
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O processo de producdo do agucar é compreendido pelas etapas de (i) colheita, (ii)
extracdo e peneiracdo do caldo para retirada do bagacilho, (iii) clarificacdo do caldo
para a retirada de substancias que proporcionam cor escura ao caldo, (iv) evaporacao
e concentracdo do caldo para transformd-lo em xarope, (v) e cristalizacdo em baixa
temperatura (Rein, 2016). O processo de clarificacdo do caldo, apds o custeio agronémico
de plantio da cana-de-agUcar, representa a segunda etapa mais onerosa para a
obtencdo do agucar. Os pigmentos presentes na cana-de-agucar, tais como as clorofilas,
antocianinas, e principalmente os polifendis causam o escurecimento do caldo (Hoing,
2013; Bourzutschky, 2005; Mersad et al. 2003). Os polifendis sdo os principais substratos
da polifenol oxidase responsaveis pela conversao de polifendis em ortoquinonas que por
sua vez reagem formando as melaninas (Bucheli et al.,1996), compostos que conferem
cor escura ao caldo. Dentre as técnicas desenvolvidas para a realizagcdo da clarificacao
do caldo, muitas delas sao de alto custo ou pouco eficientes. Desta forma, o método de
sufitacdo é comumente utilizado pela industria sucroalcooleira. Entretanto, o didxido
de enxofre liberado pela queima controlada do enxofre neste processo, contamina o
caldo da cana com substancias prejudiciais a saude humana (Machado et al. 2006).
Estudos mostram que as polifendis oxidases contribuem com 70% do escurecimento
do caldo da cana da variedade RB92579 (Garcia, 2020). Dados nao publicados). Esta
variedade é altamente produtiva, com caracteristicas agrondmicas desejaveis, e ocupa
aproximadamente 40% da drea plantada de cana naregiao Nordeste e a quarta variedade
mais plantada na regido Centro-Sul do pais, porém apresenta cor do caldo escuro. Uma
alternativa para este problema é a modificacao genética para que as enzimas ndo sejam
expressas e ndo atuem no escurecimento do caldo da cana-de-agucar.

Neste contexto, o desenvolvimento de tecnologias que possam agregar ganhos
de eficiéncia e retorno econémico é fundamental para o desenvolvimento do setor e
manutencdo do Brasil como lider no mercado mundial.

O objetivo deste trabalho é avaliar ganhos econémicos com a utilizacdo de
variedade de cana-de-agulcar geneticamente modificada desenvolvida pela Embrapa,
que apresenta propriedades de redugao em 70% do escurecimento do caldo de cana,
podendo eliminar parcial ou totalmente a etapa de clareamento do agucar.

Material e Métodos

A analise proposta neste estudo envolve o levantamento de dados secundarios
relativos ao custo de producdo de acucar, precos de mercado, estimativa de custo da
etapa industrial de clareamento do agucar, além de dados primadrios de pesquisa em
desenvolvimento na Embrapa.

Foram utilizados dados de custo de processamento de uma tonelada de cana-de-
-aglcar e custo de producdo de uma tonelada de agucar nas safras 2008/2009 (Marques,
2009) e 2014/2015 (Pecege, 2015). Para a safra 2019/2020 adotou-se o custo total médio
da regido Centro-Sul, divulgado em Canaonline (2020) e como proxy para o custo total
da regidao Nordeste utilizou-se 5% sobre o valor do Centro Sul, refletindo o diferencial
observado na safra 2014/2015.

O detalhamento das despesas da safra 2019/2020 foi feito com base nos percentuais
da estrutura de custos observada na safra 2014/2015. O detalhamento de insumos
utilizados para a etapa de clareamento foi obtido em Marques (2009).
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Os insumos utilizados no processamento da cana de aguUcar sdo classificados em
quimicos, eletrodos, sacaria, combustiveis, lubrificantes e eletricidade. Os processos
industriais correspondentes e os tipos de insumos utilizados sdao mostrados na Tabela
1. A etapa industrial de clareamento do caldo de cana abrange os processos de “fabrica
de agucar” e “tratamento de caldo”. O custo de producao desta etapa é formado pelos
insumos: floculante, polimero, clareador, enxofre, antibidtico e antiespumante.

Utilizou-se o percentual do custo da etapa de branqueamento em rela¢do ao total
de despesas com insumos, para estimar o custo de clareamento das safras 2014/2015
e 2019/2020. Portanto, nas andlises realizadas considerou-se que este percentual
permaneceu inalterado no tempo.

Tabela 1. Processamento de cana-de-agucar: insumos, processos industriais e tipos de insumos.

Insumos Processos industriais Tipo de insumo
Extragdo de caldo Bacterida; Cal
Tratamento de caldo Floculante; Polimeros
. Decantadores; Desinfectantes; Fosfatos;
Tratamento de agua .
Sulfitos
Quimicos Tratamento de caldeira  Corretor de PH; Neutralizante de vapor;
e vapor Lubrificante de massa
Fabrica de Agucar Clareador, Enxofre, Antibiético, Antiespumante
Fermentagdo Dispersante; Nutrientes; Acido Sulftrico
Destilagdo Desidratante
Preparo de cana Facas e desfibradores
Eletrodos N . .
Extragdo do caldo Chapisco; Picotes, Lateral; base/ sobrebase
Sacaria Fabrica de agucar Big bags, Sacos de 50 kg

Combustiveis, lubrificantes

L. Geral
e eletricidade

Graxas; Lubrificantes; Combustiveis;
Eletricidade

Fonte: Marques (2009).

As estimativas de ganho econ6mico com a adocgdo da variedade modificada levaram
em conta resultados da pesquisa que indicam 70% de reducdo da coloracdo do caldo de
cana. Sendo assim, foram adotadas trés hipdteses para avaliar os ganhos econ6micos.
A primeira admite que com este nivel de clareamento, é possivel eliminar esta etapa
do processo de industrializacdo, resultando na reducdo dos custos correspondentes
ao clareamento. Na segunda hipdtese admite-se um custo remanescente de 25% e na
terceira hipotese, considera-se uma reducdo de 50% do custo de clareamento.

Analisaram-se cendrios de adoc¢do da tecnologia equivalente a 20%, 50% e 100% do
acucar produzido no Brasil na safra 2019/2020 e sobre o total de exportagdes, buscando
identificar o impacto econdmico da tecnologia.

Resultados e Discussao

O total gasto com insumos para o processamento de uma tonelada de cana na safra
2008/2009, nas regides Centro-Sul e Nordeste, foi de RS 2,48 e 2,41, respectivamente
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(Marques, 2009). O custo da etapa de clareamento foi da ordem de RS 0,55 no Centro
Sul e RS 0,70 no Nordeste, o que corresponde a 22,34% e 29,13% do custo de insumos
nas duas regides, respectivamente (Tabela 2). Conforme mencionado anteriormente,
este percentual foi utilizado para estimar o custo de clareamento nas safras 2014/2015
e 2019/2020, sendo esta ultima disponivel apenas em RS por tonelada de agucar.

Tabela 2. Custos de producdo de agucar (clareamento, insumos e custo total), RS/tonelada de cana
processada, safras 2008/09 e 2014/2015.

2008/09 2014/2015
Centro-Sul Nordeste Centro-Sul Nordeste
Clareamento* (A) 0,55 0,70 0,52 1,10
Insumos (B) 2,48 2,41 2,35 3,77
Custo total 64,75 73,82 123,11 129,34
A/B (%) 22,34% 29,13% 22,34% 29,13%

*estimativa elaborada pelos autores.

Fonte: Pecege (2015).

Em termos de custo por tonelada de agucar, o percentual dos insumos em relagao
ao custo total, na regido Centro-Sul, oscilou de 0,43% na safra 2014/2015 para 0,47% na
safra 2019/2020 (Tabela 3). Na regido Nordeste, permaneceu constante (0,85%).

Tabela 3. Custos de producdo de aclcar (clareamento, insumos e custo total), RS/tonelada de agucar,
safras 2008/09, 2014/2015 e 2019/2020.

2008/09 2014/2015 2019/2020*
Custos
Clareamento* (A) 4,22 5,20 4,06 8,85 6,02 11,36
Insumos (B) 18,87 17,86 18,17 30,38 26,93 39,01
Custo total (C) 492,7 547,14 952,13 1.042,22 1.274,66 1.338,39
A/B (%) 22,34% 29,13%
A/C (%) 0,86% 0,95% 0,43% 0,85% 0,47% 0,85%

*estimativa elaborada pelos autores. CS — Centro Sul; NE — Nordeste.

Fonte: Pecege (2015).

No entanto, em comparagdo com a safra 2008/2009 nota-se uma redugdo importante
do custo de clareamento em relacdo ao custo total, especialmente na regido Centro-Sul,
gue vem apresentando custos administrativos, de capital e de terras crescentes. No
geral, a regido Norte/Nordeste apresenta maior custo de producdo, em grande medida,
devido a diferenga em produtividade média da matéria-prima. Observa-se que o custo
estimado de clareamento, por tonelada de agucar, na safra 2019/2020, foi de RS 6,02,
no Centro Sul e RS 11,36, no Norte/Nordeste.

Levando em consideracdo o potencial de reducdao de custos de producdo da
tecnologia, estimam-se os ganhos econdmicos com relacdo as exportacdes brasileiras
(Figura 2) e parcelas da producdo nacional (Tabela 4).

140



BIOTECNOLOGIA INDUSTRIAL

O Brasil exportou 19,3 milhGes de toneladas de agticar em 2019/2020 (USDA, 2020).
O preco médio do aglicar VHP (exportacdo) nesta safra foi de RS 48,02 por saca de 50 kg
(Cepea, 2020), o que equivale a RS 960,45 a tonelada, totalizando RS 18,5 bilhdes de
exportagao.

103,70

Figura 2. Ganhos econémicos
sobre exportagdo de
acgucar, regidoes Centro-Sul e
Nordeste, safra 2019/2020,
em RS milhdes.

Ganho econbmico 1 Ganho econémico 2 Ganho econémico 3

W Centro Sul ® Nordeste

Tabela 4. Cendrios de adogdo da tecnologia e ganhos econdmicos, por regido, em RS milhdes.

Cenérios de adog3o / 20% da produgao 50% da produgao 100% da producao

ganhos econémicos

Produgao de agticar, em t

milh&es 5,38 0,58 13,44 1,45 26,89 2,91
Ganho econémico - 1 32,35 6,61 80,88 16,53 161,75 33,06
Ganho econémico - 2 24,26 4,96 60,65 12,40 121,32 24,79
Ganho econ6émico - 3 16,17 3,30 40,44 8,26 80,88 16,53

CS — Centro Sul; NE — Nordeste.

Se a produgdo exportada tivesse utilizado a variedade de cana geneticamente
modificada, o valor adicionado ao lucro na regido Centro-Sul seria de RS 103,7 milhdes,
na hipdtese de eliminagdao total da etapa de clareamento (ganho econdmico 1),
RS 77,8 milhdes, caso permaneca um custo residual de clareamento de 25% (ganho
econdmico 2) e RS 51,8 milhdes caso a tecnologia elimine apenas metade do custo de
clareamento (ganho econdmico 3) (Figura 2). Na regidao Nordeste, os ganhos econdmicos
variam de RS 16,3 milhdes a RS 8,2 milhdes.

Considerando cenarios de adogdao da tecnologia em que 20%, 50% e 100% da
producdo de agucar na safra 2019/2020 utiliza a variedade de cana geneticamente
modificada, estimam-se os valores adicionados a margem liquida, mostrados na Tabela
4, resultado da reduc¢do do custo de clareamento.

Observa-se que se 20% da produc¢do de agucar no Centro-Sul e Nordeste tivesse
utilizado a variedade geneticamente modificada, haveria um ganho econémico de
RS 32,35 milhdes e RS 6,61 milhdes, respectivamente, em um cendrio em que a reducdo
de 70% no escurecimento do caldo de cana é suficiente para eliminar totalmente a
necessidade de clareamento do agucar (ganho econO6mico 1). Esses valores podem
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chegar aRS$ 161,75 milhdes na regido Centro-Sul e RS 33,06 milhdes no Nordeste, se toda
a producdo da safra 2019/2020 derivasse desta variedade. No cenario mais pessimista
(ganho econdmico 3), esses valores reduzem para RS 16,17 milhdes e RS 3,30 milhdes,
respectivamente, ja que a tecnologia elimina somente 50% do custo de clareamento,
sendo adotada apenas por 20% da produgdo observada na safra 2019/20920.

Consideragoes Finais

O Brasil é um importante player no mercado mundial de aglcar, com estrutura
instalada e um nivel de integracdo consolidado entre setor de producdo da cana e o
setor de processamento.

Os custos de producdo de acglcar no Brasil vém apresentando tendéncia de
alta, especialmente em funcdo de investimentos em mecanizacdo dos processos.
Paralelamente, linhas de pesquisa estdo em andamento com vistas a possibilitar ganhos
de produtividade e eficiéncia para este setor produtivo, na etapa agricola e industrial.

No caso particular da tecnologia em desenvolvimento pela Embrapa, que permite
economia de insumos usados para o clareamento do aglcar, no que tange a questdo
econOmica da adocdo desta tecnologia, constatou-se um ganho significativo para
o setor que vem operando com margens baixas nas ultimas safras, da ordem de
RS 161,75 milhdes na regido Centro-Sul e RS 33,06 milhdes no Nordeste, no cenario mais
otimista, em que 100% da produgao de agucar derivam da variedade modificada, com
eliminacdo total dos custos de clareamento. Conclui-se que a variedade tem potencial
para aumentar a competitividade e as margens liquidas obtidas na industria brasileira
de acucar.

Porém, o desenvolvimento da tecnologia per se ndo garante a inovacdao no setor
produtivo. Parcerias sdo fundamentais para que haja alinhamento entre as demandas
do setor e a agenda de pesquisa, bem como para que ativos tecnoldgicos sejam
rapidamente incorporados ao processo produtivo, garantindo competitividade e ganhos
econdmicos.
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Avaliacao do tratamento de efluente
da extracao do 6leo de dendé e
potencial de producao de biogas
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Resumo

O ¢6leo de palma ou dendé é o éleo comestivel mais consumido mundialmente, sendo
o dendé a oleaginosa que apresenta a maior produtividade por area. Os residuos e
efluentes gerados durante o processo produtivo do éleo vém sendo utilizados como
bioinsumos e biocombustiveis, a partir de diversos métodos fisicos, quimicos e biolégicos
de aproveitamento destes coprodutos. O presente estudo tem como objetivo avaliar o
tratamento do efluente da extracdo do éleo de dendé (POME), visando a diminui¢do da
carga organica e o potencial de producdo de biogds, a partir do processo de digestao
anaerdbia. Foram avaliados diferentes volumes de indculo (30, 40 e 50%), a fim de
determinar o volume ideal para a reducdo da carga organica do efluente e producdo
de biogas. Os experimentos foram conduzidos em 10 reatores anaerdbios de bancada,
acoplados a manOGmetros para verificar a pressao interna exercida pelo biogas gerado.
Foi utilizado o volume de 100 mL para as misturas de efluente com indculo, ajustado para
pH igual a 7, durante 10 dias de operacgao, sob temperatura de 35+2°C. Os resultados
sugerem que o POME apresenta elevado potencial para a producdo de biogds. O
tratamento que aplicou 30% de indculo gerou o volume de 338 mL com concentragdo de
65% de gas metano, além de reduzir a DQO em 47,3%, indicando assim uma diminuicdo
significativa na carga organica do efluente. Adicionalmente, o POME apds o processo de
tratamento pode ser utilizado como biofertilizante através de fertirrigacdao para o cultivo
de dendé, agregando valor a esta cadeia produtiva agroindustrial.

Palavras-chave: POME, Digestdao Anaerdbia, DQO, Metano.

Introducao

O Brasil fundamenta-se economicamente na agroindustria e um setor que possui
elevada representatividade na economia do estado do Pard é o da producdo do dleo de
palma ou dendé (Elaeis guineensis), uma palmacea que se destaca em relacdo as outras
oleaginosas por ser a que possui a maior produtividade por area (Silva et al., 2018).

Entre os residuos gerados durante a extracdo do éleo, tem-se o efluente liquido
conhecido como efluente do dleo de palma ou Palm Oil Mill Effluent (POME), caracterizado
com um elevado potencial poluidor, além de excessivos volumes de geracdo pela alta
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demanda hidrica nesta cadeia produtiva, acarretando inUmeros impactos ambientais
para o solo, recursos hidricos e biodiversidade quando disposto sem tratamento prévio
e adequado no ambiente (Iskandar et al., 2018).

Diante das diferentes tecnologias de tratamento de efluentes e residuos
agroindustriais, a digestdo anaerdbia, processo realizado por microrganismos na
auséncia de oxigénio, se destaca por conciliar a reducao da carga poluidora destes por
meio da degradacdao de compostos organicos com o aproveitamento energético, através
da producdo de biogas, evidenciando sua viabilidade ambiental e energética (Choong;
Chou; Norli, 2018).

Para tanto, o presente estudo contempla avaliar o tratamento e a producao de biogds
a partir do efluente liquido da extracdo do éleo de dendé (POME), através do processo
de digestao anaerdbia, conciliando o tratamento com o aproveitamento energético
deste efluente. Este estudo faz parte do projeto de pesquisa da Embrapa Agroenergia:
DendéPalm — Estratégias gendmicas e agregacao de valor para a cadeia produtiva do
dendé.

Material e Métodos

O POME - efluente liquido da producdo do 6leo de dendé e o cultivo de microrganismos
anaerébios, denominado indculo, foram fornecidos pela empresa DENPASA — Dendé do
Parad S/A localizada no municipio de Santa Barbara do Para, PA. O efluente liquido é
proveniente de processamento do dendé hibrido, BRS Manicoré, que é uma cultivar
desenvolvida pela Embrapa Agroenergia a partir do cruzamento entre o dendezeiro de
origem africana (Elaeis guineensis) e o dendezeiro originario da regido Amazonica caiuaé
(Elaeis oleifera).

A coleta do efluente bruto para tratamento em laboratdrio foi realizada no final do
processo produtivo, antes de ser encaminhado para as lagoas de tratamento.

O indculo, constituido principalmente por microrganismos anaerdbios, foi coletado
ao fundo da lagoa anaerdbia de tratamento do proprio efluente POME.

Tratamento do efluente POME por digestao anaerobia

Para avaliar o tratamento e a producgado
de biogas do efluente POME hibrido através
da digestdao anaerdbia, foram empregados 10
reatores de bancada, equipados com tampa
de nylon com uma valvula de saida de gds para
andlises periddicas da composicdo do biogds
gerado e outra acoplada a um mandémetro para
monitoramento da pressado interna do sistema
e verificagdo do volume de biogds produzido,
conforme apresenta a Figura 1.

Figura 1. Reatores anaerdbios de bancada.

Foto: Jozomar Ferreira Junior
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Os reatores anaerdbios de bancada possuem capacidade de 250 mL, sendo utilizado
ovolume de 100 mL para a mistura de POME e indculo, operando em regime de batelada,
durante 10 dias de processo fermentativo, variando o volume de inéculo em 30%, 40%
e 50%, conforme o planejamento experimental realizado em duplicata, apresentado na
Tabela 1, tendo como parametro resposta para o tratamento do efluente a variacao da
demanda quimica de oxigénio (DQO) e em termos de producdo de biogas, o volume
total de biogds produzido.

O pH das misturas POME e indculo foi ajustado para valor igual a 7 utilizando solu¢ao
de hidroxido de s6dio NaOH 1M.

A temperatura foi controlada (35+2°C) através de uma estufa incubadora BOD,
modelo 315D, verificando assim, o potencial de producdo de biogds em faixa de
temperatura mesofilica.

Tabela 1. Planejamento experimental.

Volume (mL)
Tratamento
POME Inéculo

A 100 -
B 100 -
c - 100
D - 100
E 70 30
F 70 30
G 60 40
H 60 40
| 50 50
J 50 50

Producao de biogas a partir do efluente POME

Para a determinacdo do volume de biogas produzido foi utilizado o método
manomeétrico (VDI 4630, 2016). Dessa forma, a pressdo interna dos reatores foi
monitorada diariamente através da leitura dos manémetros (kgf cm™).

A Equacdo 1 foi utilizada para a transformacdo dos dados através de formulagdes
matematicas, obtendo como resultado o volume (mL) de biogds produzido durante
o processo de digestdo anaerdbia em condi¢cdes normais de temperatura e pressao
(CNTP).

[PF (mbar) x VUF (L) x 22,41]

Vb geradoentre T (T +1) = 83,14 x TF (K)]

(1)

Onde:
Vb = volume de biogas (mL);
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T = tempo (dias);

PF = pressao do frasco (milibar);

VUF (L): volume util do frasco em litros;
TF (K): temperatura do frasco em Kelvin.

Foi realizada uma analise referente a cinética de reacdo e producao de biogas,
conforme apresenta a Equacdo 2, que considera o volume acumulado de biogas.

Vb acumulado (mL) = [Vb gerado entre T e (T + 1)] + VGA (mL) (2)

Sendo:

Vb = volume de biogas (mL);

T = tempo (dias);

VGA = volume de biogds acumulado do dia anterior (mL).

Monitoramento do biogas

As analises de composicao do biogds foram realizadas diariamente, apds a leitura dos
manbémetros, através do kit de andlise de biogas da empresa AlfaKit®, com metodologia
utilizada pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, para determinac¢do de
gases como metano (CH,) e didxido de carbono (CO,) através do método de diferenca
de volume, que envolve absorcdo e oxidacdo seletiva. Esta metodologia consiste nas
seguintes normas:

e EPA — Environmental Protection Agency. Emissions Measurement Center, Método

3B COZ, O2 Orsat;

e Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater. 222 Ed. 2012.
4500 F. 4-115. Método do Indofenol.

Resultados e Discussao

Em relagdo a variagao da carga organica, a Tabela 2 apresenta os valores iniciais e
finais do processo de digestao anaerdbia do POME hibrido, bem como a redugao (%) em
termos de DQO.

A partir da Tabela 2 é possivel observar os tratamentos A e B, que utilizaram 100%
do efluente POME, bem como os tratamentos C e D, que aplicaram 100% de indéculo,
nao houve reducgdo significativa de DQO, ou seja, isolados, tanto o POME quanto o
inéculo, ndo sdo possiveis de realizar o tratamento do efluente e reduc¢dao da carga
organica. Destacando a importancia da relagdo efluente/inéculo no processo de digestdo
anaerobia, bem como o volume de indculo utilizado no tratamento de efluentes. Como
é possivel verificar valores distintos de redu¢dao de DQO conforme o volume de indculo
utilizado nos experimentos.
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Tabela 2. Valores iniciais, finais e redu¢do de DQO para os tratamentos aplicados.

Tratamento DQQO inicial DQO final Redugdo de DQO

(g0,L) (g0,L) (%)
A 23,56+ 0,014 20,11 + 0,015 14,6
B 23,06 £ 0,011 19,56 + 0,021 15,2
c 17,41 +0,013 14,21 + 0,005 18,4
D 18,26 + 0,019 15,26 + 0,032 16,4
E 22,41+ 0,011 11,81 + 0,004 47,3
F 24,06 + 0,014 12,96 + 0,006 46,1
G 22,21+ 0,015 13,56 £ 0,012 38,9
H 23,16 £ 0,010 13,71 £ 0,003 40,8
1 22,71 +0,017 14,26 + 0,009 37,2
J 23,86+ 0,013 15,21 £ 0,001 36,3

Os tratamentos E e F que utilizaram um volume de 30% de indculo, ou seja, 30 mL,
foram os tratamentos que apresentaram maior reducdo de DQO, atingindo valores de
47,3 e 46,1%, respectivamente. J4 os tratamentos que empregaram volumes maiores de
inéculo, como no caso dos tratamentos G e H (40%), | e J (50%), alcancaram valores mais
baixos em termos de reducdo de DQQO, atingindo valores entre 36 e 40%. Demonstrando
assim, a importancia de avaliar o volume de indculo a ser utilizado para o tratamento
do efluente POME através do processo de digestdo anaerébia, uma vez que diferencas
significativas em termos de reducdo da carga organica sao possiveis de observar a partir
dos diferentes tratamentos aplicados neste experimento.

Segundo Chernicharo (2005), o processo de digestdo anaerdbia é altamente
recomendado para o tratamento de efluentes agroindustriais, uma vez que, este
processo pode chegar a reduzir entre 40 e 80% da carga organica do efluente avaliado.

Fang et al. (2011), avaliaram a eficiéncia do tratamento de efluente POME em reator
anaerobio durante 5 dias de reagdo, produzindo 440 mL de CH, por cada grama de
solidos volateis removido, obtendo uma reducdo superior a 90% de demanda quimica
de oxigénio (DQO). Por outro lado, Choorit e Wisarnwan (2007) avaliaram o tratamento
do POME por digestdo anaerdbia, observando em 7 dias de operacdo 71,1% de reducdo
de DQO em temperatura de 37 °C. Ambos os trabalhos apresentaram valores superiores
de reducdo de DQO quando comparados ao presente trabalho, esta variacdo ocorre
devido ao processo de digestdo anaerdbia ser vulnerdvel a qualquer alteracdo no meio,
podendo prejudicar a eficiéncia do processo de tratamento, além disso, por se tratar de
um efluente da extracdo de d6leo, um elevado teor de 6leos e graxas, bem como outros
parametros de interesse, como metais pesados, podem inibir ou mesmo dificultar o
processo de digestdo anaerdbia e a producdo de biogds consequentemente (Coelho et
al., 2018).

A producdo de biogds a partir do POME hibrido, pode ser observada na Figura 2, que
apresenta o volume de biogas produzido a partir de cada tratamento aplicado ao longo
dos 10 dias de experimento, exceto os tratamento A, B, C e D, que foram utilizados como
controle, ndo havendo producdo de biogas.
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Figura 2. Volume de biogds gerado a partir dos tratamentos aplicados.

A partir da Figura 2 é possivel observar valores semelhantes de produc¢do de biogas
para todos os tratamentos aplicados, isto ocorre devido ao valor do pH inicial das
misturas POME e indculo, que foram todos ajustados para valor igual a 7. Valores de pH
préoximos da neutralidade apresentam-se mais eficientes em estudos de tratamento de
efluentes e producdo de biogas através da digestdao anaerdbia (Zhang; Hu; Lee, 2016).

E possivel observar também, uma elevada producdo de biogds no sexto dia de
operacdo para todos os tratamentos, entretanto, os tratamentos E e F que utilizaram
o volume de 30% de indculo, apresentaram os valores mais elevados de producdo de
biogas, alcangcando volumes de 79 e 75 mL, respectivamente.

A Figura 3 que apresenta a producao acumulada de biogas observada ao longo de
10 dias de fermentacgdo, exceto os valores dos tratamentos A, B, C e D, os quais nao
produziram biogas.
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Figura 3. Produgdo acumulada de biogds.
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A partir da Figura 3 é possivel observar elevados volumes de producdo de biogas
a partir dos tratamentos E e F, que apresentaram producao de 338,83 e 334,55 mL de
biogds, combinando 30% de inéculo com 70% de POME, além disso, verificando que
maiores taxas de aplicacdo de indculo como nos tratamentos G, H, | e J, (40% e 50%)
nao apresentaram-se satisfatérias para a producao de biogas a partir do efluente POME,
produzindo valores na faixa de 290 e 300 mL de biogas ao longo de 10 dias de processo
fermentativo.

No estudo realizado por Wang et al. (2015), foi avaliado a producdo de biogds a
partir de POME em reator anaerdbio operado a 37°C com 9 dias de operacdo, obtendo
um volume de 27,65 m® de biogas para cada m?® do efluente. Observando valores de
65 - 70% de metano na composi¢ao do biogas produzido.

A composicdo quimica do biogas produzido a partir do efluente POME hibrido estd
expressa na Figura 4, apresentando os percentuais de dioxido de carbono (CO,) e metano
(CH,) para os tratamentos aplicados.
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50%
u1CO, (%)
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30%
20%
10%

0%

=

Percentual de metano e didxido de carbono
=
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Figura 4. Composigdo do biogés produzido.

A partir da Figura 4, é possivel observar novamente destaque para os tratamentos
E e F que apresentaram uma relacdo E/I (70/30), produzindo uma média de 65 e 62,5%
de gds metano, respectivamente, valores mais elevados que os apresentados pelos
outros tratamentos aplicados, como 60, 57,5, 60 e 55% para G, H, | e J, respectivamente.
Evidenciando assim, um maior potencial energético para E e F, devido a predominancia
do gas metano na composicdo quimica do biogds produzido ao longo de 10 dias de
operagao.
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Conclusao

A combinacdo de 30% de indculo em pH igual a 7 apresentou um volume total de
338,83 mL de biogds, sendo a maxima producdo observada no sexto dia de operacdo
(79 mL), com composicao quimica média de 65% de gas metano. Além de atingir redugao
de 47,3% de DQO. Indicando assim, a situacdo ideal para a producdo de biogds a partir
do POME hibrido, uma vez que, tratamentos que combinaram valores mais elevados de
indculo ndo apresentaram a mesma eficiéncia no tratamento do efluente e na producao
de biogas e metano.
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Resumo

Os combustiveis fosseis apresentam uma parcela significativa na matriz energética e
tém sido extensivamente utilizados ao longo do tempo. Estes recursos sao finitos e
devido ao aumento de demanda de energia estdo cada vez mais caros, gerando um
aumento de precos em setores essenciais em todo o mundo. Considerando os fatores
econOmicos e ambientais, processos biotecnolégicos para producdo de energia e
produtos quimicos renovaveis estdo em desenvolvimento como fonte de energia
alternativa. A biomassa lignoceluldsica apresenta grande potencial para geracdo de
biocombustiveis, como o etanol de segunda geracdo, e outros produtos bioderivados.
As enzimas lignoceluloliticas atuam na desconstrucdo da biomassa e a identificacdo e
caracterizacdo de novas enzimas é de grande interesse. As celulases, hemicelulases e
proteinas com atividade acessdria auxiliam no processo de conversdo da biomassa em
produtos de valor agregado. Além disto, estas enzimas possuem importante aplicacao
em varios setores da industria: como farmacéutica, alimentos, detergentes e téxtil. Para
a producdo de alto rendimento destas proteinas e reducdo de custos, a otimizacdo de
sistemas de expressdo recombinantes em microrganismos é altamente desejada. Neste
trabalho, sequéncias génicas provenientes do fungo Thermomyces lanuginosus que
possivelmente codificam para as proteinas poligalacturonase (TLPG), mono-oxigenases
liticas de polissacarideos (TLPMO), expansinas-like (TLEX2) e feruloil esterases (TLFE1
e TLFE2) foram obtidas para a expressdao heterdloga em Komagataella phaffii X33.
Estas sequéncias génicas foram otimizadas e clonadas em vetor de expressao pGAPZB
ou pPICZaA. Apébs a transformacdo genética de K. phaffii, os clones positivos foram
selecionados e cultivados. A producdo das proteinas TLPG, TLPMO, TLEX2 e TLFE1 foi
avaliada por SDS-PAGE e Western-blot para deteccdo da proteina heterdloga. A atividade
enzimatica foi verificada e ensaios de caracterizacao bioquimica iniciais foram realizados.

Palavras-chave: biomassa lignoceluldsica, biocombustiveis, expressdo heterdloga,
proteinas lignoceluloliticas.
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Introducao

Como uma alternativa aos combustiveis fésseis, diversos estudos estdo investigando
solucdes baseadas em processos biotecnoldgicos renovaveis e sustentdveis. A biomassa
lignoceluldsica tem sido apontada como uma possivel fonte para producdo de energia
e bioprodutos. Neste contexto, a utilizacdo da biomassa para producdo de etanol
lignoceluldsico e outros compostos quimicos de interesse tem sido amplamente avaliado,
e assim, apontado como forma de viabilizar economicamente a cadeia produtiva de
biocombustiveis, valorizar residuos e coprodutos e reduzir a eliminacdo de residuos
industriais (Paes; Almeida, 2014).

Para tal, a biomassa deve ser pré-tratada para que ocorra o afrouxamento das
porcoes de celulose, hemicelulose e lignina. Em sequéncia, ocorre o processo de
hidrolise responsavel pela degradacdo dos carboidratos complexos da biomassa em
aclcares monoméricos, que pode ser hidrolisada mediante acdo enzimatica. Um
consorcio de enzimas contendo diferentes classes de proteinas pode ser desenvolvido
para aumentar a eficiéncia da degradacao do substrato. Entre estas, estdo as proteinas
acessdrias como, as mono-oxigenases liticas de polissacarideos (LPMOs) e expansinas-
-like, que exercem um papel essencial na desconstrucdo da celulose pois possuem uma
acdo sinérgica com enzimas celuloliticas. Para a degradacdo da hemicelulose, proteinas
como a feruloil esterase (FE) facilitam o acesso de enzimas hemiceluloliticas ao substrato
aumentando a liberacdo dos aclcares ali presentes. Adicionalmente, proteinas como
a poligalacturonase (PG) sdo capazes de degradar a pectina que é um constituinte
da biomassa. Estas enzimas possuem diversas aplicacdes na industria, como na de
alimentos, sendo utilizada na clarificacdo de sucos (Mellitzer et al, 2012; Maitan-Alfenas
et al., 2015).

Neste sentido, pesquisas em enzimas lignoceluloliticas (celulases, hemicelulases, e
proteinas acessdrias) provenientes de fungos tem recebido grande atencdo, pois estes
microrganismos tém se demonstrado altamente eficientes e eficazes na hidrdlise da
biomassa, tanto pela capacidade de producdo de um coquetel enzimatico quanto pela
possibilidade de isolamento de enzimas especificas para suplementacdo de coquetéis.
Apesar dos grandes avancos técnico-cientificos na drea, a descoberta de novas enzimas
lignoceluloliticas é de grande interesse para as biorrefinarias que estdo se desenvolvendo,
inclusive para a industria de bioetanol. Para reduzir o custo e alcancar altas producdes
destas enzimas, um sistema de expressao heterdlogo é altamente favorecido (Silva; Vaz;
Filho, 2017).

A levedura K. phaffii € um excelente sistema para expressdo heteréloga de enzimas
lignoceluloliticas. A sua capacidade de realizar modificacGes pds traducionais, facil
manipulacdo genética, altos niveis de secrecdo da proteina heterdloga e o status
GRAS (Generally recognized as safe) tornam esta levedura um importante sistema de
expressdo (Gomes et al., 2016). Este trabalho visa a expressdo heterdloga das proteinas
feruloil esterase (TLFE1), poligalacturonase (TLPG), LPMO (TLPMO1) e expansina-like
(TLEX2) provenientes do genoma de Thermomyces lanuginosus na levedura K. phaffii.
Em etapas seguintes, as proteinas recombinantes serdo purificadas e caracterizadas
bioquimicamente. Por fim, estas serdo adicionadas a coquetéis enzimaticos para
avaliacdo da acdo sinergistica na desconstrucdo de substratos sintéticos e da biomassa
de cana-de-acgucar.
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Material e Métodos

Obtencao das sequéncias das proteinas de interesse e
transformacao genética de bactéria e levedura

As sequéncias referentes as enzimas de interesse foram pesquisadas no genoma do
fungo T. lanuginosus a partir das informagdes de bancos de dados online. Desta forma,
as sequéncias selecionadas foram sintetizadas no vetor de expressao escolhido, pGAPZB
(TLEX2) e pPICZaA (TLPMO1, TLFE1 e TLPG). A transformagdo em bactéria (Escherichia
coli DH 10BT1) por eletroporacdo é essencial para a manutencdo e multiplicacdo dos
plasmideos. Confirmados os clones recombinantes de bactérias (marca de selecdo por
antibidtico e andlise de restricdo), altas concentracdes de DNA plasmidial foram obtidos
através de midi-preparac¢des (ThermoScientific). Para a transformacdo de levedura, 10 ug
de DNA plasmidial foram obtidos e inseridos em células de K. phaffii X33 utilizando o
protocolo de eletroporagdo, conforme o manual da Invitrogen (Catalog nos. V200-20).

Confirmacgao de colonias positivas por PCR e cultivo das
leveduras recombinantes

Apds o crescimento das colonias de K. phaffii transformadas por eletroporacao,
estas foram analisadas por PCR. Para a PCR, o DNA gendmico foi utilizado como molde
e oligonucleotideos especificos para amplificacdo do fragmento do gene de interesse
foram utilizados. As col6nias confirmadas foram cultivadas a 28 °C em agitador orbital
a 200 rpm, em Erlenmeyer de 1 litro contendo 100 mL de meio de cultura BMMY (para
clones contendo pPICZaA) e BMGY (para clones contendo pGAPZB) [extrato de levedura
10 g/L; Peptona 20 g/L; 100 mM tampado fosfato de potassio, pH 6,0; YNB 1,34% (p/v);
biotina 4 x 10-5 % (p/v); 2 glicerol % (v/v) ou 1% metanol (v/v)]. O cultivo foi realizado
durante 96 horas. O extrato enzimatico obtido através do cultivo foi analisado por SDS-
-PAGE (Laemmli, 1970) e Western-blot (Sigma Aldrich protocol).

Purificacao das proteinas recombinantes e verificagao de
atividade enzimatica

A purificagdo da proteina recombinante TLPG, TLPMO1 e TLEX2 foram feitas no
equipamento AKTA pure (GE healthcare), com a coluna HisTrap, HP histidine-tagged
protein purification columns de 5 mL (GE healthcare). As proteinas de interesse foram
expressas com cauda de histidina, a qual pode ser utilizada para purificagdo em colunas
de afinidade por niquel. As proteinas foram quantificadas (mg/mL) pelo método
colorimétrico BCA (Kit Invitrogen). Para determinacdo da atividade de TLPG foi feito um
ensaio com o extrato bruto de TLPG e a proteina purificada. O substrato utilizado foi o
acido poligalacturénico a 0,5% (p/v) com a curva padrao de acido galacturénico variando
de 0,2 a 2 mg/mL, e o ensaio foi realizado com tampao acetato de sddio/acido acético
0,2 M pH 4,5 e temperatura de 40 °C. A quantificacdo do acucar redutor foi feita pelo
método de DNS (Miller, 1959) e baseado no trabalho de Anand et al. (2016). Os ensaios
de atividade para a LPMO serao feitos com o kit comercial da Thermo Scientific, Amplex
red Hydrogen Peroxide/ Peroxidase Activity Assay (Kittl et al, 2012). Devido a auséncia de
atividade enzimatica da proteina expansina-like, um ensaio de sinergismo foi realizado
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com celulases (celluclast e enzimas de Aspergillus sp.) tendo como substrato papel filtro
(FPase), de acordo com o trabalho de Xiao et al. (2004).

Resultados e Discussao

As quatro proteinas recombinantes, TLEX2, TLFE1l, TLPMO1l e TLPG foram
expressas pela levedura K. phaffii X33. A proteina TLEX2C2 se apresentou proximo ao
marcador molecular de 25 kDa, sendo uma proteina de baixo peso molecular assim
como outras expansinas-like. O seu tamanho predito era de 15,78 kDa, porém, estas
proteinas possuem diferentes padrdes de glicosilacdo. Isto pode causar o aumento do
peso molecular e também a forma como se apresentam no gel em multiplas bandas
(Figura 1 A). Trabalhos anteriores demonstram os diferentes padrdes de migracdo das
expansinas no gel, devido a sua multipla forma molecular resultante de glicosilacdes
(Wang et al, 2014).

Os resultados do ensaio de sinergismo com celulases (celluclast e enzimas de
Aspergillus sp.) e a proteina TLEX2 purificada (17 mg/L) ndo mostraram um efeito sinérgico
entre a proteina TLEX2 e as celulases. O resultado do ensaio nao foi surpreendente, pois
até entdo ndo foram reportadas expansinas-like da classe de TLEX2 (cerato-plataninas)
que possuam atividade sinérgica com celulases. Porém, estas proteinas devem ser
analisadas quanto a sua capacidade sinérgica, ja que estas sdo capazes de afrouxar
as fibras de celulose (o mecanismo de acdo destas proteinas ndo foi completamente
elucidado) (Cosgrove, 2017). Desta forma, ensaios para a verificacdo da capacidade do
afrouxamento de fibras de celulose posteriores devem ser realizados com TLEX2, como
ensaios de sinergismo com maior concentracao de TLEX2 purificada e ensaios mecanicos
de afrouxamento de celulose.

A TLEFE1 foi a Unica proteina ndo purificada, e apresentou expressao por diferentes
colbnias (2, 4, 6 e 12) apresentando tamanho pouco acima de 35 kDa (conforme pode
ser observado pela Figura 1B). O seu tamanho predito era de 31, 98 kDa e 0 aumento em
seu peso molecular possivelmente ocorreu devido a glicosilagdes: O (3 sitios preditos)
ou N (5 sitios preditos).
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Figura 1. A) Western-blot de TLEX2C2 purificada; B) Analise da expressdo de TLFE1 por SDS-page corado com nitrato de prata
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A proteina TLPMO1 apresentou tamanho préximo ao marcador molecular de 55 kDa
(Figura 2A), com a possibilidade de ter sofrido glicosilages pois o seu tamanho predito
era de 29,16 kDa. Apds a purificacdo de TLPMO1CS, esta foi quantificada por BCA e
apresentou concentracdo de 4,4 mg/mL. No trabalho de Kittl et al. (2012), uma LPMO
de Neurospora crassa foi expressa na mesma linhagem de K. phaffii utilizando o vetor
pPICZaA, alcando expressdo de 2,76 mg/mL. Desta forma, um bom nivel de expresséo foi
alcancado por TLPMO1 quando comparadas com outras LPMOs descritas na literatura.
Com a proteina purificada, o ensaio de atividade amplex-RED foi realizado no qual houve
detecgdo de produgdo de perdxido de hidrogénio (H,0,) de aproximadamente 4 uM
(Figura 2B). Este valor indica que a proteina estd ativa, porém testes futuros precisam
ser realizados para a sua caracterizacdao bioquimica.

TLPMO1CS8 purificada (10 uM)

Flow through
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TLPMOI1 C8 96h
pPIC vazio 96h
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30 40 50 60 70 80 90

Tempo (minutos)

Figura 2. A) Andlise da proteina TLPMOCS purificada por SDS-PAGE corado com nitrato de prata; B) Produgdo de
perdxido de hidrogénio (H,0,) pela enzima TLPMO1C8.

A purificagdo de TLPGC15 alcangou uma concentragdo de 9 mg/mL de proteina
recombinante pura. O tamanho predito para TLPGC15 era de 39,14 kDa, mas a
banda observada ficou pouco acima do marcador de 55 kDa (Figura 3A). Conforme
mencionado anteriormente, é possivel que tenham ocorrido glicosilagdes, bastante
comuns em proteinas expressas por K. phaffii. O ensaio por DNS confirmou a atividade
de TLPGC15 purificada e apresentou liberagdo de agutcar redutor de mais de 7 mg/mL de
acucar redutor (Figura 3B). O ensaio foi realizado novamente apds 15 dias para avaliar a
estabilidade da enzima e uma reduc¢do na atividade foi observada (Figura 3A). Porém, a
enzima se manteve ativa mesmo apos 15 dias de armazenamento a 4 °C. Experimentos
futuros serao realizados para a caracterizagdo bioquimica e avaliagdo de parametros
como pH, temperatura e fatores cinéticos (K_ e K ).

cat
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Figura 3. A) Andlise da proteina TLPGC15 purificada por SDS-PAGE corado com nitrato de prata; B) Produgdo de agucar
redutor pela enzima TLPMO1C15 ao longo do tempo (dias).

Conclusoes

As proteinas TLFE1, TLEX2, TLPMO1 e TLPG foram expressas heterologamente na
levedura K. phaffii. Assim, as proteinas TLEX2, TLPMO e TLPG foram purificadas e as suas
atividades foram verificadas em ensaio preliminares. TLPMO apresentou a producdo
de H,O, pelo ensaio amplex-RED e TLPG confirmou sua atividade a partir da liberagdo
de acucar redutor por DNS. Um ensaio de atividade sinérgica entre celulases e TLEX2
foi realizada, mas nenhum aumento de atividade foi observado sendo necessario a
realizacdo de novos experimentos. Ensaios futuros serdo realizados para a caracterizacao
bioquimica de TLPG, TLPMO e TLFE1. Todas as proteinas provenientes de T. lanuginosus
descritas neste trabalho foram expressas pela primeira vez sob o controle do promotor
GAP ou AOX. Por fim, estas proteinas serdo avaliadas em experimentos posteriores
guanto ao seu potencial de aplicacdo em coquetéis contendo diferentes classes de
enzimas para a degradagao sinérgica dos componentes da biomassa lignoceluldsica.
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Interagoes fungicas observadas
através de imagem quimica por
espectrometria de massas
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Resumo

Os fungos filamentosos sdo responsaveis pela producdo de varios metabdlitos,
principalmente em cocultivo, devido as interagdes microbianas simularem um ambiente
complexo de competicao ou simbiose, que por sua vez estimula a producdao de novos
compostos quimicos com grande aplicacdo industrial. Essas interagdes sao facilmente
classificadas conforme os efeitos ou ainda as altera¢des na macromorfologia estrutural
do crescimento micelial, mas podem ainda ser complementadas através de ferramentas
analiticas robustas. Uma das técnicas que pode ser empregada para esses estudos é a
imagem quimica por espectrometria de massas (do inglés, Imaging Mass Spectrometry,
IMS), pois permite informa¢cdes complementares através da localizagdo quimica
espacial. Desta forma, este estudo teve como objetivo avaliar as interacdes entre os
fungos Aspergillus terreus (ATCC® 20542™) e Pleurotus pulmonarius (BRM 055674)
por IMS. Os fungos foram cultivados em meio BDA por 8 dias a 28 2C, desidratados e
submetidas a aplicacdo da matriz HCCA por sublimac¢do. As imagens quimicas foram
obtidas por MALDI-IMS (do inglés, do inglés Matrix Assisted Laser Desorption lonization
— Imaging Mass Spectrometry) e os metabdlitos foram identificados por UHPLC-ESI-
-MS/MS (do inglés, Ultra High Performance Liquid Chromatography with Electrospray
lonization — Tandem Mass Spectrometry). Dessa forma, nove ions foram detectados
por MALDI-IMS, principalmente na zona do cocultivo entre os fungos, sendo um deles
(m/z 346) identificado. Pela imagem quimica, notou-se ainda que os ions detectados
estdo relacionados a interacdo dos microrganismos, por terem sido detectados apenas
na zona de cocultivo, ou seja, ausentes no branco e nos monocultivos. Portanto, a
imagem quimica por espectrometria de massas forneceu informagdes complementares
as morfolégicas visualizadas, de que os fungos interagem positivamente e por contato.
E apesar dos desafios encontrados na identificacdo dos metabdlitos, essa ferramenta
pode ser amplamente utilizada para prospectar metabdlitos provenientes de cocultivos
destinados a aplicagBes biotecnolégicas.

Palavras-chave: imaging mass spectrometry, MALDI-IMS, Aspergillus terreus, Pleurotus
pulmonarius, metabolémica, biotecnologia industrial.
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Introducao

Os microrganismos crescem naturalmente em ambientes complexos, repletos de
interacdes inter e intraespécies. Essas interacfes estimulam a producdo de diversos
metabdlitos especializados, e podem ter efeitos positivos ou negativos. Os efeitos
positivos, também chamados de mutualisticos ou neutralista auxiliam, por exemplo, na
comunicagcdo com outros microrganismos. Ja os efeitos negativos, também chamados
de antagbnicos, podem promover a producdo de antibiéticos e dcidos organicos, por
exemplo, como mecanismo de defesa (Martinez-Buitrago; Ramos; Castellanos, 2019). E
ambos os casos sdo interessantes para a descoberta de novos metabdlitos ou analogos
mais potentes destinados a aplicacdes industriais (Netzker et al., 2015).

Os fungos filamentosos sdao conhecidos por produzirem diversos compostos quando
interagem com microrganismos de outro reino (Aspergillus fumigatus e Streptomyces
peucetius), de outro género (Penicillium pinophilum e Trichoderma harzianum) ou
espécie (Fusarium tricinctum e Fusarium begoniae) (Qian et al., 2020). Essas interacdes
sdo realizadas a partir de experimentos de cocultivo ou pareamento (cultivo em agar-
-enriquecido), que consiste no cultivo de um ou mais microrganismo em um mesmo
ambiente (Martinez-Buitrago; Ramos; Castellanos, 2019). Esse ambiente competitivo
geralmente desafia os microrganismos estimulando a producdo de novos metabdlitos
(Netzker et al., 2015).

Dentre as atividades bioldgicas dos metabdlitos produzidos através destas interacdes
fungicas podem ser citados os antibidticos (Bertrand et al., 2014; Qjan et al., 2020),
as enzimas (Sperandio; Ferreira Filho, 2019) e os hormonios (Bertrand et al., 2014),
mostrando que diferentes tipos de compostos quimicos podem ser gerados por meio
da interacdo microbiana. Ja a visualizacdo morfoldgica da interacdo de dois fungos,
se classifica em apenas quatro tipos, sendo eles: inibicdo por contato, inibicdo por
distancia, zona de confronto e sobreposicao (Bertrand et al., 2013). Apesar da facilidade
na classificacdo destes tipos de interacdes através das alteracdes morfoldgicas visiveis
(cores, formas de massa micelial, entre outros), é necessario o uso de ferramentas
analiticas mais robustas para visualizacdo quimica dos compostos produzidos, a fim de
complementar as informagdes.

Nesse sentido, a imagem quimica por espectrometria de massas (IMS) pode ser
uma ferramenta Util. Isso porque a IMS relaciona os ions detectados na amostra (razao
massa-carga, m/z) ponto-a-ponto, expressando o resultado através de uma imagem
quimica, tendo em vista que possui a distribuicdo dos ions/metabdlitos presentes na
amostra (Dunham et al., 2017). Essa técnica é amplamente utilizada na area médica
para andlise de tecidos e células tumorais (Caprioli et al, 1997), e recentemente vém
sendo expandida para aplicacGes na drea biotecnoldgica, analisando bactérias e fungos
(Yang et al., 2012; Bhandari et al., 2014; Araujo et al., 2017; Liu et al., 2020).

Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar as interacdes entre os fungos
Aspergillus terreus (ATCC® 20542TM) e Pleurotus pulmonarius (BRM 055674) através
da imagem quimica por espectrometria de massas (IMS), comparando os metabdlitos
produzidos individualmente por cada fungo (monocultivo) e em cocultivo, e também
complementando as informa¢des morfoldgicas visiveis.
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Material e Métodos

Os fungos utilizados no trabalho foram Aspergillus terreus (ATCC® 20542TM) e
Pleurotus pulmonarius (BRM 055674 — pertencente a Colecdo de Microrganismos
e Microalgas Aplicados a Agroenergia e Biorrefinarias, CMMAABIio). O cocultivo foi
realizado em placas de petri contendo laminas de MALDI-IMS (indium tin oxide coating
glass slides, Bruker Daltonics) e meio de cultura BDA (batata-dgar-dextrose). Os fungos
foram entdo mantidos por 08 dias a 30 2C em incubadora B.O.D., e em seguida as
amostras foram preparadas para andlise por MALDI-IMS.

O preparo da amostra consistiu na remocao das laminas de MALDI-IMS das placas
de petri, contendo meio BDA e os fungos cultivados, sendo posteriormente submetida a
um dessecador a vacuo, até completa desidratacao, e a aplicacdo da matriz HCCA (acido
a-ciano-4-hidréxicindmico) por sublimacdo. As laminas contendo as amostras foram
entdo inseridas na placa MTP Slide Adapter Il (Bruker Daltonics) e as imagens quimicas
foram adquiridas por MALDI-MSI (UltrafleXtreme, Bruker Daltonics).

Os dados de massas foram obtidos automaticamente no software flexControl versao
4.0 (Bruker Daltonics), na faixa de massa entre m/z 500-1500, com laser no modo ultra
(abertura de 120 um) e otimizados para intensidade de 90%, ganho de detector 10x
(2550V), 1000 shots, 2000 Hz, largura lateral (rather width) de 120 um e com caminhada
parcialmente aleatdria (random walk parcial) pelas amostras no momento da
aquisicdao. Os dados de imagem foram obtidos e processados no software fleximaging,
versdo 4.0 (Bruker Daltonics, Alemanha), atribuindo escala de cores por gradiente, filtro
de massa de 1 Da e normalizagao RMS (do inglés, Root Mean Square).

A extracdo dos metabdlitos foi realizada com metanol e a andlise quimica foi feita por
UHPLC-ESI-MS/MS para identificacdo em alta resolu¢do (Prominence LC30AD, Shimadzu
e Maxis 4G, Bruker Daltonics). Os padrées de fragmentacao obtidos foram comparados
com o banco de dados MetFrag (Rutkies et al., 2016). A metodologia empregada e
descrita acima pode ser visualizada resumidamente na Figura 1.

Aquisicdo de dados H Identificagdo |

| Cultivo Preparo de amostra J‘I
-

P. pulmonarius | i - "ﬂ/

ot Desidratagéo e Aplicagéo da matriz N
s / \

‘e fleximaging &=

! LY 40

A. terreus
Interacdo

. dataanalysns“

m.ﬁrag

P. pulmonarius A terreus

Figura 1. Esquema do procedimento experimental seguido para analise MALDI-IMS dos fungos P. pulmonarius (BRM
055674) e A. terreus (ATCC® 20542™).
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Resultados e Discussao

Inicialmente, trés regides de uma mesma lamina foram analisadas, sendo que uma
das regides correspondia a zona de cocultivo e as outras duas, a partes dos fungos
P. pulmonarius e A. terreus individualmente, ou seja, considerando que uma zona em
gue ndo houve interacdo. Além disso, na mesma lamina analisou-se uma regido na
auséncia dos fungos, tendo apenas o meio BDA, sendo esta quarta regido considerada
como branco da analise. Isso garantiu que todas as regides foram submetidas ao
mesmo preparo de amostra (desidratacdo e aplicacdo de matriz) e aquisicdo de imagens
quimicas por MALDI-IMS.

Nove ions foram detectados por MALDI-IMS na zona do cocultivo, sendo eles: m/z
210, 277, 307, 321, 329, 346, 351, 462 e 484 (Figura 2). Nota-se ainda que no branco da
amostra ndo houve imagem quimica relacionada a estes nove ions, o que confirma que
esses ions foram produzidos pelos fungos apenas apds o cocultivo.

Os ions m/z 329, 351 e 484 foram mais abundantes e tiveram uma imagem quimica
nitida, em relagao aos demais ions detectados. Eles provavelmente estdo relacionados
a metabdlitos envolvidos na Interacdo entre os microrganismos estudados. Isso porque,
durante o crescimento micelial foi visualizada uma interagdo de efeito positivo (Martinez-
-Buitrago; Ramos; Castellanos, 2019) e do tipo por contato, no qual os fungos ficam
proximos, sem competicdo aparente de nutrientes do meio (Bertrand et al., 2013).

m/z onarius rreus P.putmonarius | Interagdo rreus Branco

Imagem
Sptica

210,54

Figura 2. MALDI(-)-IMS de metabdlitos produzidos pelos fungos Pleurotus pulmonarius (BRM 055674) e Aspergillus
terreus (ATCC® 20542™) individualmente e na zona de cocultivo (interagdo), em meio BDA com matriz HCCA aplicada

por sublimacdo (branco).

Todos os ions foram investigados por UHPLC-ESI-MS/MS, e o ion m/z 346 foi
identificado. Ele foi detectado na forma desprotonada [M-H] e designado como
monofosfato de adenosina (C H,,N.O.P), que corresponde a um metabdlito primario
relacionado ao desenvolvimento do microrganismo. Outros métodos de extragdo
de metabdlitos e de analise por UHPLLC-MS/MS podem ser explorados, em futuros
experimentos, na tentativa de identificar uma maior quantidade de compostos.

E importante destacar também que os metabdlitos de origem microbiana s3o
produzidos em condic¢Ges especificas de cultivo e, raramente sdo relatados em bancos
de dados de MS/MS, o que explica a dificuldade na identificacdo desses compostos
ao buscar nos tradicionais bancos de dados. Algumas pesquisas evidenciam esforgos
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para criar plataformas que rednam informacdes de diversos bancos de dados de
metabdlitos microbianos no The Natural Products Atlas (www.npatlas.org) de forma a
acelerar e facilitar o processo de identificacdo molecular e elucidacdo estrutural (Van
Santen et al., 2019). Porém, é amplamente requerida a participacdo da comunidade
cientifica para alimentac¢ao destes dados na plataforma, ou ainda a criacdao de banco
de dados prdprios para impulsionar a identificacdo dos compostos microbianos e
posterior aplicacdo destes.

Consideragoes Finais

As informacdes dos ions detectados por MALDI-IMS na zona de interacdao dos
fungos estudados corroboram com as informacgdes visualizadas na interacdao durante
o crescimento. Foi visualizada uma interagdo de efeito positivo e do tipo por contato,
e os ions (m/z 210, 277, 307, 321, 329, 346, 351, 462 e 484) foram detectados apenas
quando os fungos estdo em cocultivo (ou seja, ausentes em monocultivos).

Apesar dos desafios encontrados na identificacdo dos metabdlitos, o uso de MALDI-
-IMS para visualizagdo quimica dos metabdlitos provenientes da interacdao de fungos
€ uma abordagem promissora para aplicagcdes biotecnoldgicas. Destaca-se ainda que
o trabalho é inovador devido a poucos estudos no campo da imagem quimica por
espectrometria de massas de fungos.
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Lipases de Burkholderia gladioli CNPAE
99 (579): caracterizagcao do efeito

de ions, surfactantes e solventes e
determinac¢ao de parametros cinéticos

Pedro Alves Martins®, Thdlyta Fraga Pacheco? Brenda Rabello de Camargo®,
Janice Lisboa De Marco?, Thais Fabiana Chan Salum®

Resumo

Burkholderia gladioli CNPAE 99 (579) é uma linhagem bacteriana recém-isolada que
demonstrou potencial para producao e secrecdo de uma lipase alcalina altamente ativa
e estavel em solventes organicos. O extrato enzimatico obtido do cultivo da bactéria
por fermentacdao em estado sdlido foi incubado com diferentes compostos de modo
que se pudesse observar o efeito de ativadores/inibidores nas lipases produzidas.
Alguns cations bivalentes, como Fe%*, Mg?* e Ba** se comportaram como ativadores
da atividade da lipase, exibindo uma atividade relativa de 112,3%, 109,8% e 103,9%,
respectivamente. No entanto, EDTA, Fe®, Zn?* e SDS revelaram ser os principais
inibidores da atividade lipolitica. As lipases do extrato enzimatico permaneceram
funcionais em um amplo espectro de solventes analisados, como acetonitrila, éter
dietilico e n-hexano. O cloroférmio, entretanto, provocou uma perda de 14,2% de
atividade lipolitica. Estudaram-se ainda os parametros cinéticos Vmax e Km, obtendo-
-se valores de 1,65:102 mol-L'*:min? e 7.44.102 mol-L?, respectivamente. O baixo valor
de Km indica uma alta afinidade da lipase de B. gladioli CNPAE 99 (579) por trioleina.
Tais caracteristicas demonstram, portanto, oportunidades para novos estudos e revelam
uma lipase com potencial para aplicacbes tanto em reacdes de hidrdlise quanto de
sintese de ésteres.

Palavras-chave: lipase, Burkholderia gladioli, fermentacao em estado sélido.

Introducao

As lipases (E.C. 3.1.1.3) sdo carboxil-éster hidrolases que catalisam a hidrdlise
de triacilglicerdis para produzir acidos graxos livres e glicerol. A funcdo de hidrdlise
representa o papel fisioldgico dessas enzimas no metabolismo de lipideos e ocorre em
uma interface dgua/dleo (Kapoor; Gupta, 2012). Além da hidrdlise, lipases também sdo
capazes de catalisar reagdes de transesterificacdo, interesterificacdo e esterificacao
ndo so de triacilgliceréis, como também de outras variedades de ésteres, quando em
ambientes com baixa quantidade de agua. Além dessa diversidade catalitica, as lipases
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apresentam uma especificidade abrangente em relagdo aos seus substratos, podendo
atuar sobre lipidios com diferentes graus de insaturacdao e comprimentos de cadeia. As
lipases sdo, portanto, consideradas biocatalisadores ideais e com ampla aplicabilidade
industrial em seus mais diversos setores.

Burkholderia gladioli € uma bactéria Gram-negativa que pode ser encontrada
em varios nichos ecolégicos. Foi originalmente classificada como Pseudomonas
marginata, sendo conhecida por ser um patégeno vegetal que causa manchas
foliares, enegrecimento de folhas e podriddao de graos em cultivares de cebola, arroz
e gladiolo (Stoyanova et al.,, 2007). Assim como outras bactérias pertencentes aos
géneros Burkholderia e Pseudomonas, B. gladioli é uma boa produtora de lipases.
Entretanto, poucos trabalhos tem sido conduzidos a fim de estudar o potencial destas
enzimas, com poucos trabalhos descrevendo a producdo de esterases (lvancic et al.,
2007; Chen et al., 2011) e apenas um estudando lipases verdadeiras (Zhu et al., 2019).
Recentemente, nosso grupo de pesquisa isolou a linhagem B. gladioli CNPAE 99 (579)
de frutos de dendé, que se destacou entre outras bactérias isoladas como a melhor
produtora de lipase. Deste modo, neste trabalho foram investigados os efeitos da
adicdo de ions, surfactantes e solventes sobre as lipases de B. gladioli CNPAE 99 (579).
Concomitantemente, determinaram-se os parametros cinéticos destas lipases de modo
gue pudesse ser realizada uma compara¢ao com outras enzimas previamente descritas
na literatura.

Material e Métodos

Producao das lipases

O cultivo da bactéria Burkholderia gladioli foi realizado por fermentacdo em estado
solido para a producgdo de lipases. Adicionaram-se 16 mL de tampao fosfato de sédio 100
mmol-L"* pH 5,8 a 10 gramas de farelo de trigo (Blinge) para obter uma umidade de 65%.
Como indutor foi utilizado éleo de soja refinado 1% (m/m). Apds preparo e esterilizagdo
do meio de cultivo, este foi inoculado com uma suspensao de bactérias com densidade
6tica a 600 nm de 0,904 e mantido a 32,5 °C por 5 dias. Apds o cultivo, a extracao das
lipases foi realizada incubando 5 mL de solucdo extratora (tampao fosfato de sédio
67 mmol-L*! pH 6,8; goma ardbica 0,1%; e triton X-100 0,66%) por grama de substrato
seco e incubando por 1 h sob agitacdao de 150 rpm a 16,2 °C. Apds etapa de extracao e
centrifugacao, o extrato enzimatico obtido foi utilizado nas analises de determinacao de
atividade lipolitica.

Determinacao da atividade lipolitica

A atividade lipolitica foi determinada com base na metodologia descrita por Winkler
e Stuckmann (1979) com modifica¢des. Para cada ensaio, 1 mL de solu¢do A (3 mg de
p-nitrofenil palmitato, pNPP, em 1 mL de 2-propanol) foi adicionado a 9 mL de solugdo
B (50 mmol-L* tampaéo fosfato pH 7; triton X -100 0,44%; goma arabica 0,11%, m/v), sob
agitacdo. Uma aliquota de 0,9 mL desta mistura foi transferida para uma cubeta e 0,1
mL do extrato enzimatico foi misturado. A absortividade molar do p-nitrofenol (oNP) a
pH 7,0 foi determinada experimentalmente como 4681,1 L:-mol*-cm™ para as condigdes
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de ensaio. As rea¢des ocorreram a 37 °C e pH 7,0 por 1 min com leituras a cada 10
segundos, medindo o aumento na concentracdao de pNP em 410 nm.

Alternativamente, a atividade lipolitica também foi determinada por titulagao (Diaz et
al., 2006). O meio reacional foi composto de trioleina 66 mmol-L* emulsificada em uma
solucdo de tampao Tris-HCl 2,5 mmol-L* pH 9,0 acrescido de NaCl 150 mmol-L*e goma
arabica (3%, m/v). Para cada reagdo, 20 mL de emulsdo e 1 mL de extrato enzimatico
foram colocados em um recipiente termostatizado a 50 °C com agitacdo magnética e a
liberacao de acidos graxos livres foi monitorada durante 5 min por titulagdo com NaOH
20 mmol-L* em modo pH-Stat (Metrohm-Titrando Stat 902) definido para um valor de
pH constante a 9,0.

Para ambos ensaios, uma unidade de atividade lipolitica (U) foi definida como a
quantidade de enzima necessdria para liberar 1 umol de produto (pNP ou acidos graxos
livres) por minuto nas condi¢cdes de ensaio. A atividade lipolitica foi expressa com base
nas gramas originais de solido seco (gss) a partir do qual o extrato foi preparado. Todos
os ensaios foram realizados em triplicata.

Efeito de ions, solventes e surfactantes

O extrato enzimatico teve sua atividade lipolitica avaliada apds incubag¢do com
diferentes ions. Os ions avaliados foram derivados dos seguintes sais: BaCl,, CaCl,, CoCl,,
CuSO,, FeCl,, FeSO,, KF, KI, LiCl, MgCl, MnSO,, NaCl, NH,Cl, NiSO, e ZnSO,. A influéncia
do EDTA na atividade lipolitica também foi avaliada. O extrato enzimatico foi incubado
por 5 min com cada composto na concentragdo final de 10 mmol-L?. Da mesma forma,
o extrato enzimatico teve sua atividade lipolitica avaliada frente a incubagdo com
diferentes surfactantes (SDS, Tween 80, Tween 20, Triton X-100 e PEG-6000) e solventes
(acetona, acetonitrila, cloroférmio, éter dietilico, n-heptano, n-hexano, metanol, etanol
e 2-propanol). O extrato enzimatico foi incubado durante 5 min com cada surfactante a
uma concentracgdo final de 1% (m/v). Para os solventes, o extrato enzimatico foi incubado
durante 5 min a uma concentracgdo final de 10% (v/v).

As atividades lipoliticas foram medidas com base na hidrélise do pNPP e sempre
foram comparadas a condi¢do controle incubada com agua destilada. O teste t de
Student (o = 5%) foi usado para comparagdo entre as atividades na presenga e auséncia
de cada composto.

Parametros cinéticos

Ainfluéncia da concentracgdo de substrato nas velocidades de reagao foi determinada
com trioleina como substrato utilizando o método titulométrico de determinagao da
atividade lipolitica. O extrato enzimatico foi incubado com trioleina emulsificada com
concentragdo variando de 5 a 100 mmol-L*. Os parametros cinéticos Vmax (velocidade
maxima) e constante de Michaelis (Km) foram estimados a partir da equagdao de
Michaelis-Menten sem linearizagdao. Um procedimento iterativo de estimativa de
minimos quadrados, baseado no algoritmo de Gauss-Newton, foi utilizado para obter
os parametros que melhor ajustassem o modelo cinético aos dados experimentais. O
critério de convergéncia adotado foi de 10°® com nimero maximo de iteragGes de 100.
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Resultados e Discussao

Efeito de ions, solventes e surfactantes

O efeito dos aditivos no meio de reagao foi avaliado a fim de encontrar possiveis
ativadores ou inibidores da lipase (Tabela 1). Ao comparar as atividades lipoliticas, é
possivel observar que, embora préoximos da atividade relativa do controle, muitos ions
tiveram efeito estatisticamente significativo. Entre os inibidores, EDTA, ZnSO, e FeCl,
promoveram uma perda de atividade de 91,9%, 48,5% e 37,0%, respectivamente.
Por outro lado, FeSO,, MgCl, e BaCl, se comportaram como ativadores, exibindo uma
atividade relativade 112,3%, 109,8% e 103,9%, respectivamente. Embora o mesmo efeito
ndo tenha sido observado para todos os cations bivalentes avaliados, é interessante
notar que todos os ativadores encontrados pertencem a esta categoria. Entre os ions de
ferro, destaca-se também a diferenca promovida entre o ion ferroso (cation bivalente)
e o ion férrico (cation trivalente), onde o primeiro atua como ativador e o segundo
como inibidor. Como encontrado para a lipase B. gladioli CNPAE 99 (579), outros autores
também encontraram um efeito inibitério nas lipases na presenga de Zn** (Sun et al.,
2009; Esakkiraj et al., 2017; Ai et al., 2018). Da mesma forma, o efeito inibitério do
Fe3* também foi relatado (Sun et al., 2009; Esakkiraj et al., 2017; Malekabadi et al.,
2018). Porém, para outras lipases, os mesmos ions se comportaram como ativadores,
como no caso da lipase BTS-3 de Bacillus coagulans, que foi ativada na presenca de
Fe3* (Kumar et al., 2012). Em relacdo aos ativadores, o Mg*" pode ser destacado por
também ser relatado como ativador para outras lipases (Sun et al., 2009; Kumar et al.,
2012; Ai et al., 2018). Boran et al. (2019) também relataram um aumento significativo
na atividade da lipase de Streptomyces violascens na presenca de Fe?*. O efeito dos ions
metalicos na atividade da lipase pode resultar ndo sé de uma mudanca na solubilidade
e no comportamento dos acidos graxos ionizados na interface onde a enzima realiza a
catdlise da reacdo, mas também de mudancas nas propriedades intrinsecas da prépria
enzima, como seu dobramento.

Em relacdo aos demais aditivos, o extrato enzimdtico manteve sua atividade lipolitica
funcional quando incubado com um amplo espectro de solventes organicos e tensoativos
estudados (Tabela 1). A resisténcia a solventes organicos é uma caracteristica importante
das lipases industriais, uma vez que tais solventes organicos podem contribuir para a
solubilidade de substratos e produtos hidrofdbicos ou mesmo na acessibilidade do sitio
de ligacdo de lipidios da enzima (Oskolkova; Hermetter, 2002). A atividade lipolitica foi
mantida mesmo em incubacdo com solventes polares, como etanol e metanol. Em um
estudo com Pseudomonas sp. S1, uma perda de 8,4% na atividade lipolitica foi relatada
na presenca de 15% de metanol (Sahoo et al., 2014). Desse modo, a tolerancia ao alcool
de cadeia curta representa uma vantagem da lipase de B. gladioli CNPAE 99 (579). Em
relagdo ao efeito inibitério da adigao de solventes, o cloroférmio e o 2-propanol tiveram
o efeito mais deletério sobre a atividade da lipase, resultando em uma perda de 14,2% e
9,7% da atividade, respectivamente.
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Tabela 1. Efeito de ions, solventes e surfactantes sobre a atividade lipolitica do extrato enzimatico obtido
do cultivo de Burkholderia gladioli CNPAE 99 (579). Método: hidrdlise do pNPP.

Atividade Relativa

Atividade Relativa

Aditivos (%) Aditivos (%)
Controle 100.0+2.9
Compostos Solventes
(10 mmol-L?) (10% v/v)
* BaCl, 103.9+2.0 Acetona 95.3+1.7
CaCl, 100.7 £ 1.8 Acetonitrila 98.1+2.6
* CoCl, 96.4+2.3 Cloroférmio 85.8+3.4
CusO, 94.2+10.1 Dietil Eter 99.6 +2.8
* FeCl, 63.0+2.4 n-Heptano 104.8+2.2
* FeSO, 112.3+3.5 n-Hexano 101.3+2.5
KF 97.9+2.0 Metanol 96.8+2.3
* KI 93.2+1.5 Etanol 97.1+0.4
* LiCl 96.9+ 1.0 2-Propanol 90.3+3.1
& Mgcl, 109.8+ 1.8
* MnSsO, 96.2+2.1 S‘;;ZC::/":;S
NaCl 98.6+2.1 PEG-6000 101.0+4.5
* NH,CI 96.5+ 1.1 Triton X-100 96.5+3.8
* NiSO, 81.3+0.9 * Tween 20 946+ 1.8
* ZnSO, 51.5+3.5 * Tween 80 92.4+3.5
& EDTA 8.1+2.0 * SDS 3.8+0.5

* Diferenga estatisticamente significativa (nivel de significancia 5%)

Entre os surfactantes, a incubagdao com SDS resultou na condigdo que mais inibiu
a lipase, com perda de 96,2% na atividade. E possivel que a adicdo de SDS promova a
rupturadasligacGes de hidrogénio que estabilizam a estrutura nativa da enzima, causando
perda de funcionalidade. Um comportamento semelhante também foi observado para
as lipases de Rhizopus chinensis (Sun et al., 2009), Penicillium chrysogenum (Kumar et
al., 2012), Bacillus sp. (Esakkiraj et al., 2017), e Pseudomonas spp. (Ali et al., 2019).

Parametros cinéticos

A velocidade mdaxima de reacdo (Vmax) e a constante de Michaelis (Km) foram
estimadas a partir da equacdo de Michaelis-Menten para a trioleina como substrato
variando de 5 a 100 mmol-L-1 (Figura 1). Embora ndo seja uma solucdo de lipase pura, o
comportamento michaeliano foi observado para o extrato enzimatico com parametros
cinéticos compardveis a lipases purificadas. Determinou-se que o Vmax aparente era
1,65:102 mol-L*min? e o valor de Km aparente obtido foi 7,44:102 mol-L?, com um
R?=0,992.
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Figura 1. Velocidade de reagdo (v) em fungdo da concentragdo de substrato (S).
A linha indica a fungdo ajustada de Michaelis-Menten. Método: titulométrico (trioleina).

O Km aparente observado de B. gladioli CNPAE 99 (579) lipase é menor do que
o relatado para outras lipases, indicando que esta possui uma alta afinidade para
trioleina. Tran e Chang (2014), usando uma lipase de Burkholderia sp. (imobilizada em
Celite) e azeite de oliva como substrato atingiram valores estimados de Vmax e Km
de 0,61 mol-L'*min? e 7,93 mol-L?, respectivamente. Borkar et al. (2009) avaliaram
uma lipase extracelular de Pseudomonas aeruginosa e encontraram um valor de Km de
1,11-102 mol-L* com trioleina e 3,7-:10° mol-L* com pNPP como substrato. Os valores
de Vmax foram calculados em 55 para trioleina e 0,189 mol-L*-min™* para pNPP. Uma
lipase alcalina de B. gladioli avaliada em éster de acido graxo p-nitrofenol C18 atingiu o
valor Km de 1,65:102 mol-L? (Zhu et al., 2019). Demera et al. (2019), trabalhando com
um extrato lipolitico de Guehomyces pullulans e pNPP como substrato, encontraram
um Vmax e um Km de 6,7-10° mol-L*-min* e 3,68 mol-L* respectivamente e considerou
a cinética obtida parametros na faixa de lipases industriais (107! - 10°°). E importante
notar, no entanto, que as lipases geralmente apresentam maior afinidade para ésteres
de p-nitrofenila do que triacilglicerdis e que nao ha substrato universal ou ensaio para
quantificar a atividade da lipase, dificultando a comparacdao dos parametros cinéticos e
afinidade do substrato.

Conclusoes

Quando cultivada por fermentacdo em estado sélido, a linhagem de Burkholderia
gladioli CNPAE 99 (579) produz um extrato enzimatico com alta atividade lipolitica. Esta
atividade pode ser modulada na presenca de ativadores como Fe?, Mg?* e Ba®* ou de
inibidores como EDTA, Fe?*', Zn** e SDS. A atividade lipolitica obtida frente a incubacao
com solventes como éter dietilico, n-heptano e n-hexano também ressaltam o potencial
destas lipases para processos de catalise em ambientes ndo convencionais. Assim, novos
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estudos devem ser conduzidos a fim de determinar a aplicabilidade tanto em reagdes de
hidrdlise quanto de sintese de ésteres.
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Simulag¢ao do processo de
producao de etanol de arroz
BRS AG usando Aspen Plus

Isabela Castro de Almeida®, Silvia Belém Gongalves? Fabricio Machado®

Resumo

A simulacdo computacional é uma ferramenta bastante utilizada na resolucdo de
equacoes que descrevem sistemas na Engenharia Quimica, bem como na otimizagdo e
acompanhamento de processos. O software Aspen Plus® é um simulador da AspenTech,
lider de simulagdo de processos da industria quimica, presente ha mais de 35 anos no
mercado. Pode ser empregado com o intuito de se obter melhora nos rendimentos e na
produtividade, bem como reduc¢do de custos operacionais. Esse software é abrangente
para a industria quimica, podendo ser usado para modelagem em processos em batelada
e continuos, desde a inovacdo até as etapas de operagdo. Outra finalidade para esse
simulador é a analise de seguranca e de design de equipamentos. O presente trabalho
tem como objetivo utilizar o simulador Aspen Plus® para modelagem e simulacdo do
processo de producdo de etanol, utilizando como matéria-prima a cultivar de arroz BRS
AG. Com a simula¢do avaliou-se o fluxo massico e as fragGes massicas das correntes de
entrada e saida de cada etapa. Para isso, os parametros adotados para a simula¢do foram
as quantidades e os rendimentos obtidos em um estudo preliminar de fermentacao
dessa cultivar de arroz feito em escala de bancada. Com a modelagem e simulagao
proposta, é possivel avaliar e propor uma otimizacdo do processo, visando a produgao
em larga escala.

Palavras-chave: arroz BRS AG, etanol, simulacdo computacional, Aspen Plus.

Introducao

No século 20, o petréleo, o carvdo e o gas natural tornaram-se a principal fonte
de energia em todo o mundo e a principal base da industria quimica. No entanto, sdo
recursos nado renovaveis, com forte impacto ambiental (Cinelli et al., 2015). A busca
por fontes renovdveis de energia aumenta a cada ano. Dessa forma, o etanol é um
combustivel promissor e tem sido utilizado como fonte de energia por diversos paises
(Scholz; Riley; Cuello, 2013).

Atualmente, os Estados Unidos e o Brasil, sdo os maiores produtores de etanol
combustivel. Os Estados Unidos utilizam o amido do milho como fonte de carboidratos
no processo fermentativo. J& o Brasil, utiliza a sacarose presente na cana-de-acucar
para obtencdo de etanol. Juntos, esses dois paises sdao responsdveis por produzir 84%
do etanol mundial. S6 em 2019, os Estados Unidos produziram mais de 15,7 bilhdes
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3 Engenheiro quimico, doutor em Engenharia quimica, Universidade de Brasilia, fmachado@unb.br.
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de litros de etanol enquanto o Brasil produziu mais de 8,5 bilhdes de litros de etanol
(Renewable Fuels Association, 2020).

A producdo industrial do etanol consiste em um processo de fermentacao,
com conversdao dos aglcares em alcool, por meio de microrganismos. A levedura
Saccharomyces cerevisiae é mais comumente usada para fermentacao de acglcares e
producdo de etanol. Biomassas vegetais amilacea, como milho, cevada, trigo, mandioca
e arroz mostram-se promissoras para a producdo de etanol devido a sua viabilidade
econdmica e disponibilidade (Rani et al., 2010). A Embrapa vem desenvolvendo novas
alternativas para a producdao de etanol. A Embrapa Clima Temperado desenvolveu
uma cultivar de arroz (BRS AG) com finalidade exclusiva para a producdao de etanol
(Magalhdes Junior et al.,, 2015). Essa cultivar é produzida em dareas superalagadas,
onde outras cultivares ndo conseguem crescer. Além disso, o arroz BRS AG apresenta
graos muito grandes, ndo sdo do tipo longos e finos, e possuem uma baixa relacao
de amilose-amilopectina, que resulta em uma qualidade inferior no cozimento, nao se
enquadrando nos padrdes da industria e do consumo brasileiro. Dessa forma, trata-se
da primeira cultivar de arroz destinada a producao de etanol ou a alimentac¢do animal, e
nao ao consumo humano (Magalhdes Junior et al., 2017).

A industria quimica utiliza a modelagem e a simulacdo como ferramentas que
oferecem a possibilidade de prever condigdes operacionais ou simular equipamentos,
sem interferir no sistema operante. Além da economia de insumos, simular um processo
de producdo antes de opera-lo em larga escala também economiza tempo (Silva, 2012).
O software Aspen Plus® é um simulador da AspenTech utilizado na industria quimica
para o desenvolvimento, otimizacdo e acompanhamento de processos, nos quais os
componentes, reagentes e produtos, podem estar nos estados sélidos, liquido e gasoso.
Além disso, com este simulador é possivel avaliar o comportamento de processos
quimicos (batelada ou continuo, em estado estacionario ou dinamico) através dos
balancos de massa, energia e quantidade de movimento, termodinamica, equilibrios
guimicos e cinética das reacdes. O software pode ser utilizado com o objetivo de se
obter uma melhora nos rendimentos e na qualidade dos produtos, bem como melhor
produtividade e redugdo de custos operacionais. Além disso, o programa é utilizado na
otimizacdo de processos em plantas de larga escala (Aspentech, 2020).

As quantidades empregadas e os rendimentos obtidos da fermentacado realizada em
batelada com o hidrolisado de arroz BRS AG em escala laboratorial foram utilizadas como
parametro para modelagem e simulacdo do processo continuo, por meio do software
Aspen Plus®. O objetivo é avaliar as etapas envolvidas no processo de producdo de
etanol, bem como avaliar possivel utilizagdo do modelo proposto para uma producgao de
etanol em grande escala.

Material e Métodos

Simulac¢ao do processo de fermentac¢ao de arroz com Aspen Plus®

Utilizou-se o software Aspen Plus®, simulador da AspenTech para modelagem e
simula¢do do processo continuo de fermentac¢ao da cultivar de arroz BRS AG. Os valores
colocados na simulagao foram os obtidos da fermentacdo do hidrolisado de arroz BRS
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AG realizada em batelada e em escala laboratorial, em um estudo anterior (Almeida,
2017). Os componentes presentes no modelo proposto estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Componentes quimicos presentes no processo do modelo proposto com a utilizagdo do Aspen Plus®.

Formula
Agua H,0
Amido (CH,,0.),
Didxido de Carbono co,
Etanol C,H.OH
Glicerol C,H,0,
Glicose CH,O

6 1276

Para a simulagdo do processo continuo de producgdo de etanol a partir do arroz BRS
AG, utilizou-se a abordagem proposta no fluxograma tipico de um processo de produgao
de etanol em escala industrial. Utilizando como base um processo continuo de producao
de etanol, nos balangos globais descritos considerou-se: j correntes de entrada e saida,
bem como os i componentes de entrada e saida para determinar o balango de massa
global (Figura 1).

ENTO1 RESIDUO
. AGUA .
| entrada AGUAREP > | saida
j entrada PI’OCGSSO ETANOL > ] saida
H20-MUP CO2 R

Figura 1. Esquema simplificado do processo continuo de produgdo de etanol utilizando arroz BRS AG como
matéria-prima.

Levando-se em consideracdo os componentes (i) e as correntes (j) envolvidas no
processo, o balanco global de massa é expresso por:

NS

)

j=1i

=

S

=

C
Fl =0
1 \Saida

D13

F _
’|Entrada 4

1 1

Il

Il

1l
N

(1)

onde, NS corresponde ao numero de correntes, NC é o nimero de componentes
e Fi, j representa o fluxo do componente i na corrente j.

Dessa forma, simulou-se a produc¢do de etanol para o arroz BRS AG, adotando-se
as quantidades e os rendimentos obtidos para a fermentagao realizada em um estudo
anterior em laboratério e em batelada como parametro. No estudo anterior base
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experimental para esta simulagao, realizado em laboratdrio, a concentracao inicial de
amido era 120 g/L. A fermentagdo transcorreu por 24h, com temperatura de 32 °C e
agitacdo de 150 rpm, a concentracdo de etanol obtida foi de 29,4 g/L e de glicerol foi
de 7,2 g/L. Esses foram os valores utilizados para a simulagdo destes componentes nas
correntes de saida, tornando-se possivel a obtengao dos fluxos de massa e das fragdes
massicas.

Resultados e Discussao

Simula¢ao do processo de obtencao de etanol a partir do arroz
BRS AG

Apds a simulacdo do processo de obtencao de etanol utilizando como matéria-prima
o arroz BRS AG de acordo com os parametros obtidos em escala de bancada e baseando-
-se no fluxograma proposto na Figura 2, e utilizando a equacao (1) de balanco de massa
determinou-se o fluxo de massa nas correntes de entrada e saida, conforme Tabela 2, e
as fragcdes massicas, conforme Tabela 3.
Amido- 9,997 g'h

Agua— 98,403 g/h
Glicose - 9,569 g/h

_RESOUG ——> Etanol — 8 805 gh
Liquefagédo Sacarificagio %" Fermentagdo e vy o
. — 0411 g
Agl.’la - 300 gh | M 1 I - 02_ 0.374g/n
Amido 36 g/h Tt Ret Agua - 300,026 gh
&— ENTTO1 ] SAMY SAIRCZ
Li—| AGLAREP
G\ICOSB-QSBQQ a/h Agua_ 101.7401 gh

DOMIAM s Agua —297.11 g'h COMPO1

e w SHHA

3

L sacome -
- T4
-|—{sAma —@(—| BCTSEPD1
W01 — AN BOTSEPCZ
SAMKD
30TCOLH
T3
’G SA I
- o
SIME
— e |—<‘.J
] rnsrn }—)I l Agua—3300 g/n
B e
Etanal 90% ‘ ; .
Agua — 99,69
AU =

Figura 2. Fluxograma referente ao processo de produgdo de etanol utilizando arroz BRS AG como matéria-prima, com

os respectivos fluxos e fragdes mdssicas das correntes de entrada e saida.
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Tabela 2. Fluxo de massa nas correntes de entrada e saida da simulagdo proposta para o arroz BRS AG.

H20

ENTO1 AGUAREP " SAIROL SAIR02 RESIDUO AGUA ETANOL

Componentes -MUP Cc0o2 h

P ©h)  @h e G @M @m o em) e O2EN
ETANOL 0 0 0 0 8,805 0 5512 3,293  2,09E-05
GLICOSE 0 0 0 28,892 0 9,569 0 0 0
co2 0 0 0 0 8,411 0 8149 0,053 0,209
AGUA 300 101,74 3300 297,111 300,026 98,403 3599,72 0,309  0,0013
GLICEROL 0 0 0 0 2,154 0 2,154 0 1,81E-12
AMIDO 36 0 0 9,997 0 9,997 0 0 0
02 0 0 0 0 0,374 0 0371 0,0014 0,0018
Tem’:fc';'t“'a 25 32 15 60 32 60 15,36 35 15,31
Pressdo (atm) 1 1 1,5 1 1 1 1,2 3 1,2

Tabela 3. FragGes massicas nas correntes de entrada e saida da simulagdo proposta para o arroz BRS AG.

Componentes ENTO1 AGUAREP H,0-MUP SAIR0O1  SAIR02 RESIDUO AGUA ETANOL

ETANOL 0 0 0 0 0,028 0 0,002 0,901  9,88E-05
GLICOSE 0 0 0 0,086 0 0,081 0 0 0
co, 0 0 0 0 0,026 0 00023 0015 0,985
AGUA 0,893 1 1 0884 0938 0834 099 0085  0,0059
GLICEROL 0 0 0 0 0,007 0 0,0006 0 8,53E-12
AMIDO 0,107 0 0 0,03 0 0,085 0 0 0

o, 0 0 0 0 0,001 0 0,000l  0,0004  0,0086
Tem':fcr)at”'a 25 32 15 60 32 60 15,36 35 15,31
Pressdo (atm) 1 1 1,5 1 1 1 1,2 3 1,2

A primeira etapa do processo consiste na hidrélise do amido a glicose, para posterior
fermentacdo. Para as hidrdlises enzimaticas realizadas no reator em escala laboratorial,
adotou-se que 80% da composi¢cdo do arroz corresponde amido, o fluxo mdssico do
componente Amido na corrente de entrada (ENTO1 — Figura 2) corresponde a 36 g/h,
e a 300 g/h de agua (Tabela 2). A mistura é adicionada ao sistema a uma temperatura
ambiente, 25 °C e pressao de 1 atm. Para a liquefacdo do amido, a mistura é aquecida
a 90 °C por meio do primeiro trocador de calor (TO1). Ao atingir a temperatura de
interesse, a enzima Termamyl 2X (fornecida pela Novozymes) é adicionada ao sistema,
e a reacao transcorre por 1 hora. Para a etapa de sacarificacdo, a mistura é resfriada
para 60 °C por meio do segundo trocador de calor (T02). Adiciona-se a enzima AMG
300 mL (fornecida pela Novozymes) e a reacdo transcorre por 3 horas. A reacdo quimica
envolvida no processo de hidrélise é dada por:
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(CoH1005)n + (H;0)y, » CsH1,04 (2)
Amido Agua Glicose

Apbs a liquefacdo e sacarificacdo do amido a glicose, o fluxo massico na corrente de
saida do reator (SAIR01) de glicose de 28,892 g/h, de agua é de 297,11 g/h e de amido ndo
hidrolisado é de 9,997 g/h. A corrente é adicionada ao sistema de centrifugacdo (CENT)
para remoc¢ao do amido ndo hidrolisado, eliminado pela corrente de saida RESIDUO.
O fluxo massico de amido nessa corrente é de 9,997 g/h. Além disso, 98,403 g/L de
agua e 9,569 g/h de glicose também sdo removidas na corrente RESIDUO, apenas para
obtencdo dos rendimentos das fermentacdes realizadas anteriormente em reator.

O hidrolisado antes de ser transferido ao reator de fermentacgdo, passa pelo trocador
de calor (T03) para diminuicdo da temperatura de 60 °C, temperatura oriunda da etapa
de sacarifica¢do, para 32 °C. Uma corrente nomeada de AGUAREP com 101,740 g/h de
agua é adicionada ao fermentador (R02) para reposi¢cdo da agua retirada na etapa de
centrifugacdo e para manter o fluxo de 4dgua inicial de 300 g/h. As rea¢des envolvidas no
processo de fermentacdo da glicose a etanol e glicerol s3o:

CeH1,06 — 2C,HsOH + 2 CO, (3)
Glicose Etanol Didxido de carbono

C6H1206 + 2 H20 - 2 63H803 + 02 (4)
Glicose  Agua Glicerol  oxigénio

Apds reacdo de fermentacao, a corrente de saida do reator (SAIR02) apresenta fluxo
massico de etanol de 8,805 g/h, 2,154 g/h de glicerol, 8,411 g/L de didxido de carbono,
0,374 g/h de oxigénio e 300,026 g/h de agua. Os fluxos obtidos de etanol e glicerol
correspondem aos valores das concentragdes de etanol (29,4 g/L) e glicerol (7,2 g/L)
para a fermentacdo do arroz BRS AG. Apds o processo fermentativo, a corrente de saida
do fermentador (SAIR02) segue para as etapas de separacdao em vasos flash (SEPO1 e
SEPOQ2) para recuperagdo de correntes ricas em CO,, colunas destilagdo (COLO1 e COLO2)
para obtencdo de uma corrente rica em etanol de concentracdo proxima ao ponto de
azedtropo em misturas etanol/agua, e uma torre de absorcdo para purificacdo final
da corrente global de CO, no processo. A Tabela 4 apresenta as fragbes massicas, das
principais correntes de entrada e saida da simulacdo proposta para o arroz BRS AG para
compreensdo das etapas de separacao e purificacdo.

No primeiro vaso de separacao flash, nomeado de SEP01, a maior fracdao de didxido
de carbono (0,934) sai na corrente de topo (TOPSEPQO1), por ser o componente mais
leve, e segue para o compressor (COMPO01), seguindo para o processo de purificacdo do
CO,. A 4gua e o etanol saem do separador SEPO1, cuja corrente de fundo (BOTSEPO1)
também apresenta pequenas fracdes de CO, e glicerol, e seguem até o segundo
separador (SEP02). A fragdo de CO, que ainda continha na corrente BOTSEPOQ1, sai pelo
topo do vaso flash (SEP02) para o processo de purificagdo do CO,, por meio da coluna
de absorcdao (COLO3, contendo trés estagios tedricos de separacdo). As fracOes de agua
e etanol seguem para a coluna de destilagdo COLO1 (contendo 10 estagios teoricos
de separacdo). A maior fracdo de agua sai na corrente BOTCOLO1, da parte inferior da
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coluna (COLO1), até a coluna de absorcdo (COLO3) para ser utilizada na purificacdo do
CO,. O etanol e uma fragdo menor de agua saem do topo da coluna COLO1, por meio
da corrente TOPCOLO1 até a coluna COL0O2 (contendo 20 pratos tedricos), onde ocorre
a separagao do etanol pelo topo da coluna com uma fragao de 82%, e a agua pela
parte inferior da coluna, com uma fragdo massica de 9%. O etanol segue pela corrente
ENTSEPO3 até o terceiro separador (SEP03), e é obtido apds o processo com uma fragao
massica de 90%.

Tabela 4. Fragdo massica em algumas correntes de entrada e saida da simulagdo proposta para o arroz
BRS AG.

Componentes  SAIRO2  TOPSEPO1 BOTSEPO1 BOTSEP02 TOPCOLO2 ENTSEPO3 ~ AGUA  ETANOL co2
ETANOL 0,028 0,006 0,028 0,028 0,824 0,824 0,002 0,901  9,88E-05
GLICOSE 0 0 0 0 0 0 0 0 0
co2 0,026 0,934 0,001 0,001 0,09 0,09 0,002 0,015 0,985
AGUA 0,938 0,02 0,964 0,964 0,077 0,077 0,996 0,085 0,006
GLICEROL 0,007 895610 0,007 0,007 405667 405667 0,001 0 8,53E-12
AMIDO 0 0 0 0 0 0 0 0 0
02 0,001 0,039 0 0 0,008 0,008 0 0 0,009
Tem’:fé)at“'a 32 32 32 75 80,43 50,54 15,36 35 15,31
Pressdo (atm) 1 1 1 2,3 1,2 3 1,2 3 1,2

As correntes com o componente CO, se encontram no misturador MIX02 e seguem
para a coluna de absor¢cdo COLO3 por meio da corrente SAIMIX02. Uma corrente com
fluxo méssico de 3300 g/h de 4gua é adicionada a COLO3 para purificagdo do CO,. Ao
final do processo, o CO, apresenta fragdo massica de 98,5%. A agua sai do processo com
uma fracdo mdssica de 99,6%.

Nas simulacdes realizadas com arroz BRS AG, tantos nas colunas de destilacdo quanto
nas colunas de absorcdo, foram empregados modelos rigorosos de separacdo usados
para a resolucdo do sistema de equacdes MESH, que corresponde aos balancos de massa
(M), equilibrio termodinamico (E), somatodrio das fracdes molares (S) e entalpia (H).

A analise preliminar para o processo de obtencado de etanol, utilizando como matéria-
-prima o arroz BRS AG, por meio da simulagdo com o simulador Aspen Plus® demonstrou
0s processos quimicos e os balancos de massa envolvidos. Dessa forma, o modelo pode
ser adotado objetivando-se a simulacdo do processo em escalas maiores, bem como
para otimizacdo do processo.

Conclusoes

O simulador Aspen Plus® mostrou-se eficaz na modelagem e simulacdo do processo
continuo de producdo de etanol utilizando o arroz BRS AG como matéria-prima. O
modelo proposto mostrou-se coerente com todo o processo descrito, uma vez que
considerou todas as correntes de entrada, trocadores de calor, sistema de centrifugacao,
fermentador, sistema de separacdo em vaso flash, coluna de destilacdo e correntes de
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saida. Dessa forma, o modelo pode ser utilizado para simular um processo de producao
de etanol em escala industrial, considerando tanto as etapas de hidrélise e fermentacao,
como as etapas de destilagao e purificacao.

Os parametros utilizados na simulagdo foram obtidos de um estudo preliminar, no
qual realizou-se a fermentac¢ao do hidrolisado de arroz BRS AG em escala de bancada.
Dessa forma, o valor adotado na corrente de entrada das componentes dgua e amido
corresponderam as quantidades utilizadas na fermentacdao. Os valores das correntes
de saida corresponderam as concentracdes finais obtidas de etanol e glicerol na
fermentacao realizada em laboratdrio.

A partir dos resultados da simulacdo foram obtidos os fluxos massicos e as fragdes
massicas das correntes de entrada e saida de cada etapa. Dessa forma, o modelo
pode ser utilizado para otimizacdo do processo e/ou para avaliagdo do rendimento e
produtividade em escala industrial.
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes estratégias de inoculacio e de
alimentacdo para a producdo de enzimas celuloliticas por Penicillium rolfsii BRM052264
em biorreator, utilizando bagaco de cana-de-acucar pré-tratado por explosdo a vapor.
Inicialmente, o fungo foi repicado em placas contendo agar batata dextrose e incubado
a 28 °C por 10 dias. A producao de enzimas foi avaliada em biorreator de 1 L em batelada
alimentada e batelada alimentada com carga extra. Em batelada alimentada, investigou-
-se o efeito da utilizacdo de pré-inéculo; e em batelada alimentada com carga extra, a
adicdo de sais, bagaco, farelo de trigo e esporos. Os extratos enzimaticos obtidos foram
guantificados por métodos colorimétricos quanto a concentracdo de celulases totais
(FPase) e de proteinas. Em batelada alimentada, os cultivos atingiram 1,75 Ul/mL de
FPase e 2,59 mg/mL de proteinas. A utilizacdo de pré-inéculo ndo levou a uma diferenca
estatisticamente significativa na producdo de celulases, de acordo com teste-t (p < 0,05).
Por outro lado, a alimentacdo de 50% de sais, bagaco e farelo, e o aumento do tempo
de cultivo para 168 h, aumentaram a producdo de FPase em 28% e a concentracdo de
proteinas em 46%, quando comparados aos resultados de 120 horas de cultivo. Assim,
a maior producdo de FPase foi de 2,34 Ul/mL, e a concentracdo de proteina foi de
4,51 mg/mL, ambas no biorreator em batelada alimentada com carga extra.

Palavras-chave: celulase, Penicillium rolfsii BRM052264, bagaco de cana-de-agucar,
batelada alimentada.

Introducao

O aumento da emissdo dos gases de efeito estufa e a alta volatilidade do preco do
petréleo tém impulsionado a busca por biocombustiveis e produtos quimicos a partir
de fontes renovaveis (Haldar; Purkait, 2020). A biomassa vegetal, incluindo residuos
e coprodutos agroindustriais, € um recurso alternativo aos fdsseis e totalmente
renovavel. Entretanto, ndo serd economicamente vidvel se o custo do bioproduto ao
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utilizar biomassa for muito alto e/ou se a disponibilidade desse recurso for limitada (De
Bhowmick et al., 2018).

No Brasil, foram produzidas aproximadamente 642 milhdes de toneladas de cana-
-de-aglcar na safra 2019/2020, o que gerou em torno de 160,5 milhdes de toneladas
de bagaco (Unica, 2020). Por essa disponibilidade, o bagaco de cana destaca-se entre
as opgdes de residuos lignoceluldsicos para aplicagdes em biorrefinaria. A celulose
presente no bagaco de cana pode ser hidrolisada para a liberagdo de glicose, a ser
convertida em etanol e/ou quimicos renovaveis. Alguns fungos filamentosos vém sendo
largamente investigados e tém se mostrado promissores para a obtencao de enzimas. No
entanto, o principal desafio para a viabilizacdo da conversao de biomassa em acgucares
fermentesciveis ainda é o alto custo das enzimas (Gmoser et al., 2019).

As celulases ocupam o terceiro lugar entre as enzimas industriais mais importantes
no mercado global, com 15% de participagdo, atras apenas das amilases (25%) e das
proteases (18%) (Sajith et al., 2016). De acordo com dados do The Atlas of Economic
Complexity (2020), em 2018 o Brasil importou mais de 155 milhdes de ddlares em
celulases, evidenciando uma dependéncia de importacdes para suprir a demanda
nacional. Uma alternativa a essa situacao é estimular a produc¢ao dessas enzimas on site.

O objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes estratégias de producgdo de extrato
enzimatico por Penicillium rolfsii BRM052264 em biorreator, utilizando como fontes de
carbono o bagaco de cana-de-agucar (residuos agroindustriais) pré-tratado por explosao
a vapor.

Material e Métodos

Microrganismo e meios de cultivo

A cepa de Penicillium rolfsii BRM052264 foi repicada a partir do estoque preservado
a -80 °C e cultivada em placas de Petri contendo agar batata dextrose (BDA) da Sigma-
-Aldrich, a 32 °C por 10 dias. O meio de cultivo utilizado para obtencao do pré-indculo
foi constituido de sais (uréia 0,75 g/L, sulfato de amonio 1,6 g/L, fosfato de potassio
monobasico 3,5 g/L, sulfato de magnésio 0,25 g/L, sulfato de cobre 2,0 mg/L e PEG 6000
1,125 g/L), 12 g/L farelo de trigo e 29,2 g/L de bagaco de cana pré-tratado por explosdo
a vapor e lavado, além da adicdo de 4 g/L de glicose. O bagaco foi lavado a exaustdo
para remocao de agucares soluveis. O pH inicial do meio foi corrigido para 6,0, antes da
autoclavagem.

Com a parte posterior da ponteira de 200 pL, foram feitos discos nas placas de
Penicillium rolfsii BRM052264 crescido em meio BDA. Oito discos foram adicionados
em cada 100 mL de meio de cultivo. Apds 24 horas, a 32 °C e 180 rpm, o pré-inéculo foi
adicionado ao biorreator na propor¢do de 10% (v/v). A composi¢cdo do meio de cultivo
utilizado para producdo de celulases foi a mesma do meio de pré-inéculo, exceto pela
adicdo de glicose.

O bagaco de cana utilizado foi pré-tratado por explosdao a vapor e lavado pelo
Centro de Tecnologia Canavieira (CTC). Posteriormente, o bagaco foi seco em estufa
de circulagdo de ar a 50 °C e moido (425 um), para utilizacdo como fonte de carbono.
Todos os meios de cultivo foram esterilizados em autoclave durante 20 minutos, a
121°Ce 1 atm.
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Producao de celulases

A producdo de enzimas foi avaliada em biorreator instrumentado (STR) de 1 L e
volume reacional de 400 mL, em batelada alimentada e em batelada alimentada com
carga extra. Devido a alta carga de sélidos nos cultivos, todas as bateladas se iniciaram
com o meio composto por sais, 20 g/L de bagaco e 5 g/L de farelo. O restante da carga
de bagaco e farelo foi fracionado em 2 adi¢Ges, contendo 4,6 g/L de bagaco e 3,5 g/L de
farelo cada, alimentadas apds 48 e 72 horas de cultivo, atingindo assim a concentracao
do meio otimizado (29,2 g/L de bagaco e 12 g/L de farelo). As condi¢cées empregadas
em todos os cultivos foram: 220 rpm com agitador Rushton, 32 °C, aeragdo de 40 L/h e
sistema de refrigeracdo dos condensadores (para minimizar perda de meio por arraste).

A utilizacdo de pré-inéculo foi avaliada em batelada alimentada. As bateladas
alimentadas com carga extra foram conduzidas com pré-inéculo, e foram investigadas
trés condigbes diferentes de alimentagdo: 50% extra de sais (Reator 1), 50% extra de
sais, bagaco e farelo (Reator 2), e 50% extra de sais e esporos (um quarto de placa de
P. rofsii BRM052264, previamente cultivado em BDA durante 10 dias) (Reator 3). Essas
alimentagdes foram realizadas apds 120 horas de cultivo.

Ao final do cultivo, os meios foram centrifugados a 10.000 rpm por 10 minutos e
a 4 °C, para obtencdo dos extratos brutos. A esses extratos clarificados, foi adicionada
azida sddica (0,01% p/v), e eles foram armazenados a 4 °C para analises posteriores. A
atividade celulolitica total dos extratos brutos foi determinada por meio de microensaio
de FPAse em triplicata (Xiao et al., 2004). A quantificacdo de proteinas soluveis foi
realizada pelo método de BCA (acido bicinconinico) em triplicata, de acordo com Smith
et al. (1985).

Resultados e Discussao

Os cultivos por batelada alimentada de Penicillium rolfsii BRM052264 com bagaco
de cana pré-tratado por explosdo a vapor apresentaram atividade FPase de 1,64 + 0,08
Ul/mL sem pré-indculo, e de 1,75 + 0,09 Ul/mL com pré-indculo (Figura 1). De acordo
com o teste-t (p < 0,05), ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os
resultados de FPase obtidos nesses cultivos. O maior incremento de producdo de FPase
foi observado até 120 horas de cultivo. A concentragao de proteinas atingiu 2,45 *
0,04 mg/mL para o cultivo sem pré-indculo e 2,59 + 0,06 mg/mL para o cultivo com
pré-inéculo.

O sistema de batelada alimentada com carga extra foi avaliado com o objetivo de
aumentar a producdo de celulases. Para avaliagdo do modo de alimentacao foram
realizados experimentos conforme descrito em Material e Métodos para os reatores 1, 2
e 3. Ao final de 168 horas de cultivo, a producdo de FPase em biorreator variou de 2,00 +
0,21 Ul/mLa 2,34 +0,07 Ul/mL entre as trés diferentes estratégias de alimentacdo (Figura
2). A concentragdo de proteina variou de 4,07 = 0,05 mg/mL, no cultivo alimentado com
sais e esporos (Reator 3), até 4,51 £ 0,09 mg/mL, no cultivo alimentado com sais, bagaco
e farelo (Reator 2) (Figura 3).
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Figura 1. Cinética de producdo de FPase por Penicillium rolfsii BRM052264 em biorreator, a partir de bagaco de cana
explodido a vapor. Avaliagdo de emprego de pré-indculo de 24 horas em batelada alimentada, com vazédo de ar de
40L/h,a220rpme 32 °C.
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Figura 2. Cinética de produgdo de FPase por Penicillium rolfsii BRM052264 em biorreator, a partir de bagaco de cana
explodido a vapor, com pré-indculo de 24 horas, vazio de ar de 40 L/h, a 220 rpm, 32 °C e batelada alimentada com
carga extra. As alimentagGes foram feitas em 120 horas de cultivo: 50% extra de sais (Reator 1), 50% extras de sais,
de bagaco e de farelo (Reator 2), e 50% extra de sais e esporos (um quarto de placa de Petri do fungo previamente
cultivado em BDA durante 10 dias) (Reator 3).
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O Reator 2, alimentado com sais, bagaco e farelo, foi o que apresentou os melhores
resultados deste estudo, atingindo 2,34 Ul/mL (ou 0,52 FPU/mg) de FPase e 4,51 mg/mL
em concentracdo de proteinas (Figuras 2 e 3). Ao analisar os resultados, foi possivel
propor as seguintes condigdes de produgdo de extrato celulolitico em biorreator: 10%
(v/v) de pré-inéculo de 24 horas, vazdo de ar de 40 L/h, 32 °C, 220 rpm, pH inicial 6,0,
alimentagdo de 50% extra de sais, de bagaco e de farelo (em 120 horas) e total de 168
horas de cultivo. Comparando-se as producdes de 120 horas e 168 horas (Figuras 2 e 3),
verificou-se que a alimentagdao extra em 120 horas proporcionou incrementos de 28%
na produgdo de FPase e de 46% na concentragdo de proteinas.
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Figura 3. Perfil da concentragdo de proteinas dos cultivos de Penicillium rolfsii BRM052264 em biorreator, a partir de
bagaco de cana explodido a vapor, com pré-inéculo de 24 horas, vazdo de ar de 40 L/h, a 220 rpm, 32 °C e batelada
alimentada com carga extra. As alimentag¢des foram feitas em 120 horas de cultivo: 50% extra de sais (Reator 1), 50%
extras de sais, de bagago e de farelo (Reator 2), e 50% extra de sais e esporos (um quarto de placa de Petri do fungo
previamente cultivado em BDA durante 10 dias) (Reator 3).

Esses resultados de producdao de FPase, com linhagem naturalmente ocorrente
e apenas bagaco de cana como fonte de carbono, sdo melhores que os encontrados
na literatura. Da Silva Delabona et al. (2012) produziram 0,69 U/mL de FPase com
Trichoderma harzianum em bagaco de cana pré-tratado em frascos. Maeda et al. (2013)
obtiveram atividade de 1,14 U/mL de FPase em cultivos em biorreator com Penicillium
funiculosum, utilizando bagaco de cana pré-tratado em batelada alimentada.

Alguns estudos conseguiram melhores resultados empregando estratégias de:
concentracao dos extratos para formulagdo de coquetéis, modificacdo genética da cepa
e/ou utilizacdo de outras fontes de carbono (além do bagaco de cana).
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Arias et al. (2016) estudaram o sinergismo entre extratos enzimaticos de Trichoderma
harzianum, Penicillium funiculosum e Aspergillus niger obtidos em biorreator a partir de
bagaco de cana pré-tratado. Os extratos foram concentrados em sistema de filtracao
tangencial (Hollow Fiber®) e foi obtido um coquetel celulolitico otimizado constituido
de P. funiculosum 50%, T. harzianum 15% e A. niger 35%, com 12,9 U/mL (1,3 U/mg) de
FPase. Fonseca et al. (2020) modificaram geneticamente Trichoderma reesei RUT-C30
para obtencdo de uma cepa hiperprodutora de celulases, atingindo 14,31 U/mL
(0,41 FPU/mg) de FPase operando um biorreator em batelada alimentada e utilizando
bagaco de cana, glicose e lactose como fontes de carbono.

Conclusao

Os resultados sinalizam a capacidade de aplicacdo industrial da linhagem para
producdo de celulases a partir de bagaco de cana. A utilizacdo de pré-inéculo nao
proporcionou diferencga estatisticamente significativa na producdo de FPase, em batelada
alimentada no biorreator. A melhor estratégia de batelada alimentada com carga extra
foi a alimentacdo extra de sais, bagaco e farelo. Por fim, neste estudo verificou-se a
maior producdo de celulases em biorreator por Penicillium rolfsii BRM052264 a partir
de bagaco de cana explodido a vapor, nas seguintes condigdes: 10% (v/v) de pré-inéculo
de 24 horas, vazdo de ar de 40 L/h, 32 °C, 220 rpm, pH inicial 6,0, alimentacdo de 50%
extra de sais, bagaco e farelo, apds 120 horas de cultivo.
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identificacao e quantificacao de fito-
-hormoénios produzidos por macro e
microalgas utilizando UHPLC-MS/MS
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Resumo

Diversos estudos tém mostrado os beneficios da aplicacdo de extratos de diferentes
espécies de macroalgas marinhas para fins agricolas, devido a presenca de compostos
bioestimulantes de crescimento, denominados de fito-hormonios. A utilizacdo destes
compostos com potencial agricola, promove beneficios ambientais e financeiros para a
agricultura. Neste sentido, o desenvolvimento de uma metodologia capaz de identificar
e quantificar estes compostos em algas, é essencial para a selecdo dos microrganismos
mais promissores. Desta forma, a utilizacdo de tecnologias analiticas avancadas, como
a espectrometria de massas (MS) acoplada a cromatografia liquida (LC), tem sido
amplamente utilizada na identificacdo destes microrganismos. O objetivo deste trabalho
foi desenvolver um protocolo de andlise utilizando a cromatografia liquida de ultra
alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas tandem (UHPLC-MS/MS) para a
separagdo simultanea de dez principais padroes de fito-hormonios descritos na literatura
(acido jasmonico, acido indole-3-acético, acido indole-3-propionico, acido indole-3-
-butirico, acido giberélico, acido absicico, acido salicilico, trans-zeatina, trans-zeatina
ribosideo e giberelina A4). O método analitico desenvolvido e otimizado apresentou
boa separacdo cromatografica e foi capaz de quantificar, de forma rdpida, sensivel e
seletiva os padrdes de fito-hormoénios em estudo, os quais apresentaram coeficiente de
correlacdo acima de 0,99. Os valores de LOD (limite de detec¢do) variaram de 0,001 a
0,05 pg/mL e os valores de LOQ (limite de quantificagdo) variaram de 0,05 a 0,1 pg/mL.
Estes resultados poderdo ser aplicados na andlise dos fito-hormonios presentes em
amostras de macro, microalgas e cianobactérias.

Palavras-chave: algas, fito-hormonios, espectrometria de massas, cromatografia liquida.

Introducao

A crescente demanda para exploracdao do potencial fisiolégico das plantas, através
do aumento da producdo de biomassa, sem a utilizacdo de agrotdxicos prejudiciais a
saude tem impulsionado os estudos em direcdo a buscar fontes alternativas na natureza.
O uso de substancias bioestimuladoras do crescimento de plantas tem se mostrado
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promissor em relacdo a melhoria da germinacao de sementes, estabelecimentos de
plantas, desenvolvimento, resisténcia a pragas e doencgas, e produtividade.

Estas substancias bioestimuladoras sdo denominadas de fito-hormonios,
(hormonios) que fazem parte das redes de sinalizagdes dos processos metabdlicos
qgue regulam as respostas fisiolégicas das plantas, causando inibicdo ou modificacao,
direta ou indiretamente, de processos de desenvolvimento ou adaptacao frente algum
estimulo externo (Simura et al., 2018). Por isso, sdo classificados como substancias
biorreguladoras de crescimento. Seu potencial no desenvolvimento de plantas tem
sido amplamente explorado e cerca de 40 ingredientes ativos de fito-hormonios ja sao
comercializados (Rademacher, 2015) com destaque para aqueles originados de algas
marinhas (Thuy; Chowanska; Chojnacka, 2013).

Devido ao seu rapido crescimento e adaptabilidade, as algas (macro ou micro,
bem como as cianobactérias), podem ser uma boa fonte natural de fito-hormonios
(Wang et al., 2014). A identificacdo e quantificacdo dos compostos fito-hormonios em
amostras de algas é uma etapa crucial para auxiliar na selecdao dos microrganismos mais
promissores. Um dos desafios para a realizagdo desta etapa é a escolha de metodologias
e equipamentos especificos capazes de analisar simultaneamente compostos de
diferentes classes quimicas, amostras complexas com compostos fito-hormonios em
baixa concentracao e variabilidade bioldgica, com diferentes substratos ou meios de
cultura.

Neste contexto, a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC
-MS) tem sido amplamente utilizada na analise de compostos fito-hormonios por ser
uma técnica versatil e capaz de analisar uma grande variedade de compostos com
diferentes classes quimicas (Mori et al., 2017). Além disso, a cromatografia liquida de
ultra alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (do inglés Ultra high liquid
chromatography - mass spectrometry — UHPLC-MS) permite andlises eficientes de
alto rendimento, reduzindo o uso de solventes, melhorando a resolugdo do pico e
consequentemente, a separa¢ao dos compostos.

O presente trabalho consiste no desenvolvimento e otimizacdo de um método para
a identificacdo e quantificacao simultanea de dez principais compostos fito-hormonios
descritos na literatura (dcido jasmoénico, acido indole-3-acético, acido indole-3-
-propionico, acido indole-3-butirico, acido giberélico, acido absicico, acido salicilico,
trans-zeatina, trans-zeatina ribosideo e giberelina A4) utilizando UHPLC — MS/MS. Os
parametros de espectrometria de massas foram determinados individualmente para
0s compostos em estudo e o método cromatografico em modo gradiente utilizou uma
coluna do tipo BEH C18. Além disso, parametros analiticos como limite de detecc¢do e
quantificacdo, foram determinados para o preparo da curva de calibragao.

Material e Métodos

Parametros MS/MS

O espectrometro de massas (MS) utilizado possui fonte de ionizagdo electrospray (ESI)
e analisador tipo triplo quadrupolo (QgQ) (TQD, Waters). O MS foi operado em modo de
ionizacdo negativa (ESI-(-)-MS/MS) e positiva (ESI-(+)-MS/MS) usando monitoramento de
reacdes multiplas (MRM). Os parametros instrumentais utilizados foram: tensdo capilar
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3500V, temperatura de desolvatacao: 350 °C, temperatura da fonte: 150 °C, fluxo de gas
do cone: 20 L/h e fluxo de desolvatacdo: 700 L/h. As analises foram realizadas variando-
-se alguns parametros analiticos para garantir a maxima ionizacdo dos compostos e
melhor fragmentacao, como voltagem do cone e do capilar, temperaturas e energia de
colisdo. Estes dados foram posteriormente utilizados para o desenvolvimento de um
método mais seletivo por MRM.

UHPLC

A separacdo dos compostos foi realizada utilizando cromatografia de ultra alta
eficiéncia (UHPLC) (Acquity, Waters), utilizando metodologia adaptada de (Delatorre et
al., 2017), a coluna cromatografica utilizada foi do tipo BEH C18 (2,1 x 50 mm, 1,7 um)
(Waters), com temperatura do forno de coluna a 40 °C. A Fase movel (A: H,0 + 0,1%
acido férmico + 10 mM de Formiato de aménio e B:MeOH + 0,1% acido férmico +
10 mM de Formiato de amonio) foi utilizada em modo gradiente (Tabela 1).

Tabela 1. Gradiente cromatografico usado na separagdao dos padrdes de fito-hormonios, fase movel A:
H,O +0,1% &cido férmico + 10 mM de formiato de aménio e B: MeOH + 0,1% acido formico + 10 mM de

formiato de amonio, a 40°C.

Tempo Fluxo Eluente A Eluente B
(min) (mL/min) (VI )] (vol. %)
7,0 0,450 50 50
9,0 0,450 0 100
11,0 0,450 0 100
12,0 0,450 90 10
14,0 0,450 90 10

Quantificacao dos padroes de fito-hormonios

Solugdes padrdes individuais (SI) dos compostos em estudo foram preparados a
uma concentragdo de 1 mg/mL. Em seguida, foram utilizadas diluicGes das Sl para o
preparo de solugdes intermedidrias dos 10 padrdes de fito-hormdnios em estudo (acido
jasmonico, acido indole-3-acético, acido indole-3-propionico, acido indole-3-butirico,
acido giberélico, acido absicico, acido salicilico, trans-zeatina, trans-zeatina ribosideo e
giberelina A4) a concentragdo de 100 ug/mL. A curva analitica definitiva foi preparada
a partir das solugbes estoque e das solugdes intermedidrias contendo a mistura dos
10 padrdes de fito-hormonios nas concentrag¢des 5,0; 2,0; 1,0; 0,5; 0,1; 0,05; 0,02 e
0,005 pg/mL. Os valores reais de concentragdo foram obtidos plotando-se a area do
pico versus a concentragao tedrica de cada padrao, a curva analitica foi ajustada com o
modelo de regressao polinomial de segunda ordem.
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Resultados e Discussao

UHPLC-MS/MS

O método analitico baseado em UHPLC-MS/MS foi desenvolvido e otimizado para
a andlise de fito-hormonios presentes em amostras de algas. A espectrometria de
massas de infusdo direta (DIMS) foi utilizada para otimizar a fonte de ionizacdo e as
tensdes das células de colisdo para cada fito-hormonio. Os fito-hormonios em estudo
foram detectados com melhor sensibilidade usando ESI(-)-MS e ESI(+)-MS. Os valores
da energia do capilar e da energia de colisdo foram otimizados para cada padrdao. No
entanto, a energia do capilar foi a mesma para todos os compostos (3500 V). Os ions
fragmento mais alto e/ou seletivo foram selecionados para analises por MRM (Tabela 2).

Tabela 2. Pardmetros do espectrometro de massas: voltagem do cone (V), valores de m/z Q1 e Q3 e

energia de colisdo (eV), otimizados para cada composto para a realiza¢do dos experimentos de MRM.

Voltagem Energia de
. n s .~ Q1 Q3 e
Fito-hormonios lonizagao do cone colisao
vl (m/2) (m/2) i
Acido Jasménico ESI(+) 20 211 133 15
Acido indole-3-acético ESI(+) 25 176 130 15
Acido indole-3- ESI(+) 25 190.2 130 15
-propidnico
Acido indole-3-butirico ESI(+) 25 204 186 20
Acido giberélico ESI(-) 30 345 239 20
Acido abscisico ESI(-) 25 263 153 15
Acido salicilico ESI(-) 30 137 93 25
trans-zeatina ESI(+) 35 220.2 136 25
trans-zeatina ribosideo ESI(+) 35 352.3 220.2 25
Giberelina A4 ESI(-) 30 331.1 257 20

A Figura 1 apresenta os cromatogramas obtidos na analise da mistura dos dez padroes
de fito-horménios com concentracdo de 1,0 pg/mL, utilizados para o desenvolvimento
do método analitico por UHPLC-MS/MS. Este método permitiu a separac¢do rapida,
sensivel e seletiva dos compostos fito-hormoénios em estudo. Desta forma podera ser
aplicado em analise de amostras de algas.
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Figura 1. (A) Cromatograma de 6 canais de MRM (trans-zeatina, trans-zeatina ribosideo, acido indol-3-acético, acido
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indol-3-propiodnico, acido indol-3-butirico e acido jasménico) obtidos na analise da mistura contendo 10 padrdes
de fito-horménios por UHPLC-ESI(+)-MS); (B) Cromatograma de 4 canais de MRM (4cido acetil salicilico, acido
giberélico, acido abscisico e giberelina A4) obtidos na analise da mistura contendo 10 padr&es de fito-hormonios por
UHPLC-ESI(-)-MS.

Quantificacao dos padroes de fito-hormonios

Os limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ), o tempo de retencdo e os
coeficientes de regressdo (R?) para cada composto foram estabelecidos a fim de serem
utilizados na andlise quantitativa de fito-horménios em amostras de algas (Tabela 3).
As curvas de calibragdo variaram de 0,02 a 5,0 pg/mL. O limite de detecc¢do (LOD) e
o limite de quantificagdo (LOQ) foram definidos por meio da analise de solugbes de
concentracdes conhecidas e decrescentes do analito, até o menor nivel detectavel
(estabelecido pelo cédlculo de trés vezes a estimativa do desvio padrdo das medidas
do sinal do branco) e quantificavel, respectivamente. Os valores dos coeficientes de
regressao obtidos ficaram acima de 0,99 para todos os padrdes analisados. Inicialmente,
as curvas foram processadas utilizando o modelo linear, no entanto, observou-se que a
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maior parte dos compostos em estudo apresentaram uma tendéncia quadratica, sendo
este o modelo matematico escolhido para o cdlculo das concentragdes.

Tabela 3. Coeficientes de regressdo (R?), limites de detec¢do (LOD), limites de quantificagdo (LOQ) e

tempo de retengdo (RT) determinados para os padroes de fito-hormonios em estudo.

Fito-hormonios Ltob toq UET D
(ng/mL) (ng/mL) retengao (min)

Acido Jasménico 0,005 0,02 0,99961 6,31
Acido indole-3- 0,001 0,005 0,99996 3,56
-acetico
Acido indole-3- 0,001 0,005 0,99826 4,79
-propidnico
Acido indole-3- 0,001 0,005 0,99794 5,92
-butirico
Acido giberélico 0,005 0,10 0,99148 3,36
Acido abscisico 0,001 0,05 0,99673 5,46
Acido salicilico 0,05 0,10 0,99652 2,98
trans-zeatina 0,001 0,005 0,99543 1,32
trans-zeatina 0,001 0,005 0,99569 2,39
ribosideo
Giberelina A4 0,05 0,10 0,99241 7,92
Conclusoes

Embora a andlise de fito-hormoénios em algas seja um processo desafiador seu
emprego em estudos com macro e microalgas pode contribuir grandemente para a
selecdo de espécies promissoras produtoras de fito-hormonios de interesse. O método
analitico desenvolvido e otimizado por UHPLC-MS/MS foi capaz de identificar e
quantificar, de formardpida, sensivel e seletiva dezcompostos padrdes de fito-hormonios.
Este método sera aplicado na quantificagdo de compostos fito-hormbnios em amostras
com matrizes complexas. A utilizacdo deste protocolo de andlise em amostra de algas
serd uma ferramenta auxiliar poderosa no desenvolvimento de processos de produgao
destes compostos por via biotecnoldgica.
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Influéncia de diferentes fontes de
carbono sobre a producao de celulases
por cepas de Penicillium e Talaromyces

Helder Andrey Rocha Gomes®, Daiana Wischral?, Thais Demarchi Mendes?®, Thdlyta
Fraga Pacheco?, Ménica Caramez Triches Damaso®, Thais Fabiana Chan Salum®

Resumo

Os isolados fungicos Penicillium rolfsii F1880 e Talaromyces pinophillus AR155 foram
avaliados em cultivo submerso utilizando o meio de Mandels e Weber e um conjunto de
15 fontes de carbono: Avicel, celulose Solka Floc, bagaco de malte, sorgo in natura, sorgo
submetido a tratamento hidrotérmico, palha de cana-de-agucar in natura, palha de cana-
-de-agucar submetida a tratamento hidrotérmico, bagaco de cana-de-agucar in natura,
bagaco de cana-de-agucar pré-tratado por explosao a vapor lavado e nao lavado, bagaco
de cana-de-acucar pré-tratado por tratamento do tipo organosolv, bagaco de cana-de-
-acucar delignificado, casca do grao de soja in natura, casca do grao de soja pré-tratada
por tratamento hidrotérmico e farelo de trigo in natura. O isolado F1880 produziu os
maiores niveis de celulases totais (FPAse) quando cultivado em palha de cana-de-acucar
pré-tratada por tratamento hidrotérmico, bagaco de cana-de-agucar pré-tratado por
explosdo a vapor (lavado e ndo lavado), casca do grao de soja pré-tratado por tratamento
hidrotérmico e palha de cana-de-agucar pré-tratada por tratamento hidrotérmico. Entre
esses extratos brutos, as maiores concentragdes de glicose apds sacarificacdo do bagaco
de cana foram observadas utilizando os extratos brutos obtidos apds cultivo em palha
de cana e bagaco de cana pré-tratado por explosao a vapor lavado. Ja o isolado AR155
produziu os maiores niveis de celulases totais, bem como de liberagao de glicose, quando
cultivado em meio contendo palha de cana-de-agucar e bagaco de cana pré-tratado por
explosao a vapor e lavado. Os resultados reforcam o potencial dos isolados como fontes
de enzimas, com vistas a hidrdlise de materiais lignoceluloliticos.

Palavras-chave: Penicillium rolfsii F1880, Talaromyces pinophillus AR155, FPAse,
sacarificacdo, bagaco de cana-de-agucar.

Introducao

A necessidade urgente de busca por fontes renovaveis e que provoquem menor
impacto ambiental, em substituicdo aos combustiveis fésseis, tem colocado a biomassa
lignocelulésica em destaque. A grande disponibilidade da biomassa lignoceluldsica
gera um grande potencial para a producdo de combustiveis renovaveis, como o etanol
de segunda geracdo (Su et al., 2020). Apesar de todo esse potencial, as tecnologias
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relacionadas ao uso da biomassa lignoceluldsica em escala industrial ainda ndo estao
bem estabelecidas, em parte devido a natureza recalcitrante do material, que exige
etapas de pré-tratamento, bem como dos custos relacionados ao coquetel de enzimas
necessario para a sacarificacdo dos polissacarideos (Bhatia et al., 2020; Binod et al.,
2019).

Os materiais lignoceluldsicos sdo constituidos por uma rede complexa de
polissacarideos e outros polimeros, formando uma rede bem estruturada, responsavel
pela protecao das células vegetais. A celulose, um polimero composto por unidades
de glicose, é o polissacarideo responsavel pela resisténcia mecanica da parede celular.
Hemiceluloses e pectinas representam classes diversificadas de polissacarideos,
responsdveis por caracteristicas dindmicas da parede celular. A lignina, um complexo
fendlico, é responsavel pela hidrofobicidade e baixa reatividade da lignocelulose
(Anderson; Kieber, 2020). A complexidade estrutural da lignocelulose a torna um
excelente indutor para a produgao de coquetéis multienzimaticos por bactérias e fungos.
A utilizacdo de fontes lignoceluldsicas para a producdao de coquetéis enzimaticos tem
sido abordada, e apresenta potencial para reducdao dos custos associados a etapa de
sacarificacdo, uma vez que os coquetéis poderiam ser produzidos no mesmo local onde
a sacarificacdo seria processada (on-site production) (Siqueira et al., 2020).

Os fungos apresentam potencial como produtores de coquetéis enzimaticos para
sacarificacdao de biomassa lignoceluldsica, uma vez que apresentam habitos saprofiticos,
e sdo capazes de secretar as proteinas no meio de cultura (Payne et al., 2015) . As espécies
do género Trichoderma tém sido empregadas com mais frequéncia para a produgao
dessas enzimas, mas as espécies do género Penicillium também tém demonstrado ser
boas fontes de enzimas lignoceluloliticas e, portanto, precisam ser exploradas quanto a
esse potencial, em especial espécies pouco estudadas (Gusakov e Sinitsyn, 2012).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a producdo de celulases totais (medidas
em termos de atividade total sobre papel de filtro — FPAse), bem como a performance de
sacarificacdo de bagaco-de-cana pelos extratos produzidos por Penicillium rolfsii F1880
e Talaromyces pinophillus AR155.

Material e Métodos

Microrganismos

Os isolados Penicillium rolfsii F1880 e Talaromyces pinophillus AR155 foram
conservados a -80°C, em solugdo de glicerol. Periodicamente, aliquotas desse estoque
foram repicadas nos meios agar batata dextrose (Sigma-Aldrich, India) para crescimento
de P. rolfsii F1880, e dgar corn meal (Himedia, India) para crescimento de T. pinophillus
AR155. As placas foram incubadas a 28°C, durante 10 dias, em incubadora do tipo B.O.D.

Os dois isolados fungicos pertencem a Cole¢ao de Microrganismos e Microalgas
Aplicados a Agroenergia e Biorrefinarias, registrados com os cédigos BRM 052263
(AR155) e BRM 052264 (F1880).
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Fermentagdo submersa

Para avaliar a producdo de celulases totais pelos isolados fungicos, foi utilizado o
meio de Mandels e Weber (1969): ureia (0,3 g/L), peptona bacterioldgica (0,75 g/L),
sulfato de amonio (1,4 g/L), fosfato de potassio dibasico (2,0 g/L), sulfato de magnésio
hepta-hidratado (0,3 g/L), cloreto de célcio di-hidratado (0,4 g/L), sulfato de zinco hepta-
-hidratado (1,4 mg/L), sulfato de ferro Il hepta-hidratado (5,0 mg/L), cloreto de cobalto
hepta-hidratado (2,0 mg/L), sulfato de manganés Il hidratado (1,04 mg/L). Ao meio de
Mandels e Weber, foi acrescentado polietilenoglicol (PEG) 6000 na concentracdo de
1,0 g/L.

As fontes de carbono utilizadas nos cultivos foram: Avicel, celulose Solka Floc, bagaco
de malte, sorgo in natura, sorgo submetido a tratamento hidrotérmico, palha de cana-
-de-acucar in natura, palha de cana-de-aglcar submetida a tratamento hidrotérmico,
bagaco de cana-de-agUcar in natura, bagaco de cana-de-acglcar pré-tratado por explosao
a vapor lavado e o ndo lavado, bagaco de cana-de-aglcar pré-tratado por tratamento
do tipo organosolv, bagaco de cana-de-acgucar deslignificado, casca do grdo de soja in
natura, casca do grao de soja pré-tratada por tratamento hidrotérmico, e farelo de trigo
in natura. Todas as fontes de carbono foram utilizadas na concentragdo de 20 g/L, e em
todos os meios foram acrescidos de farelo de trigo na concentragdo de 5 g/L (o meio
contendo apenas farelo apresentava, portanto, 25 g/L dessa fonte de carbono).

Os cultivos foram realizados em frascos do tipo Erlenmeyer de 125 mL, contendo
25 mL de meio de cultura. A inoculacdo dos meios foi realizada por meio de dois discos
retirados a partir das bordas da colénia obtida apds crescimento em meio sdélido, com
o auxilio de ponteiras de 200 uL. Os frascos foram incubados a 28°C (para cultivos de T.
pinophillus AR155) ou 32°C (para cultivos de P. rolfsii F1880) em incubadora com mesa
agitadora a 180 rpm, durante 5 dias.

Apds o periodo de incubacdo, os meios de cultura foram coletados e clarificados
por centrifugacdo (10000 rpm/10 minutos/4°C). Os extratos brutos clarificados foram
preservados pela adigdo de azida sédica (0,01% p/v), e armazenados a 4°C, para analises
posteriores.

Ensaios enzimaticos e sacarificacao do bagaco de cana-de-
-agucar

os niveis de FPAse foram determinados em microensaio, segundo método descrito
por Xiao et al. (2004). Para avaliar a performance de alguns dos extratos brutos na
sacarificacdo do bagaco de cana-de-aglcar pré-tratado por explosdo a vapor e nao
lavado, foram realizados ensaios de hidrélise em placas do tipo deep well. Os ensaios
utilizaram 2,5 mL do respectivo extrato bruto, e teor de sélidos totais de 5% (o volume
necessario para se alcancar o teor de sélidos totais foi completado com tampao citrato
de sédio 100 mM, pH 5,0). A hidrélise foi realizada a 50°C e 200 rpm durante 24 horas.
A glicose liberada foi quantificada por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), utilizando glicose e celobiose como padrdes.
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Resultados e Discussao

Os niveis de celulases totais produzidos pelos isolados F1880 e AR155 nas diferentes
fontes de carbono avaliadas sdo apresentados na Figura 1. O isolado P. rolfsii F1880
produziu maiores niveis de atividade de FPAse quando cultivado em meio contendo
palha de cana-de-acucar pré-tratada por tratamento hidrotérmico (PCH), bagaco de
cana-de-acucar pré-tratado por explosao a vapor, lavado (BCEVL) e ndo lavado (BCEVNL),
bagaco de cana-de-acgucar delignificado (BCD), e casca do grao de soja pré-tratada por
tratamento hidrotérmico (CSH) (Figura 1).

=F1880 AR135

=)
=
=
=
w
<
o
T

[ S ST S SR VIR WS o SR o S S SEN
27 & R L& Q e\w\ eé,;\ & & Y B <
Fonte de carbono

Figura 1. Niveis de celulases totais (FPAse) produzidos por Penicillium rolfsii F1880 e Talaromyces pinophillus em
diversas fontes de carbono. As barras representam os desvios-padrao. SFC: Solka Floc Celulose; BM: bagaco de malte;
SG: sorgo; SGH: sorgo pré-tratado por tratamento hidrotérmico; PC: palha de cana-de-aglcar; PCH: palha de cana-
-de-aglcar pré-tratada por tratamento hidrotérmico; BC: bagago de cana-de-agucar; BCEVNL: bagaco de cana-de-
-agucar pré-tratado por explosdo a vapor ndo lavado; BCEVL: bagaco de cana-de-aglcar pré-tratado por explosdo a
vapor lavado; BCO: bagaco de cana-de-agucar pré-tratado por método Organosolv; BCD: bagago de cana-de-agucar
delignificado; CS: casca do grdo de soja; CSH: casca do grao de soja pré-tratado por tratamento hidrotérmico; FT:
farelo de trigo.

Os indices de atividade celulolitica total foram consideravelmente superiores nos
cultivos do isolado F1880 em comparacdo aos cultivos do isolado AR155 (Figura 1).Para
oisolado T. pinophillus AR155, os maiores niveis de FPAse foram observados em cultivos
contendo bagaco de cana-de-agucar pré-tratado por explosdo a vapor lavado (BCEVL)
(Figura 1). Os maiores valores de FPAse foram encontrados em cultivos contendo
biomassas pré-tratadas como fonte de carbono (Figura 1), o que indica que os respectivos
pré-tratamentos transformaram as biomassas utilizadas em materiais mais acessiveis ao
fungo, seja pela remocao da fracdo hemiceluldsica, e aumento da exposicao da celulose
(como nos tratamentos hidrotérmicos e no tratamento por explosdo a vapor), ou seja
pela remocdo ou modificacdo da lignina (deslignificacdo) (Hendriks e Zeeman, 2009;
Mosier et al., 2005).
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Os extratos brutos produzidos pelos dois isolados com os maiores indices de atividade
de FPAse foram avaliados quanto a performance para a hidrélise do bagaco de cana-de-
-acUcar pré-tratado por explosao a vapor e nao lavado. Os resultados sdao apresentados
na Tabela 1.

Tabela 1. Concentragdo de glicose (g/L) observada apds hidrélise do bagaco de cana-de-aglcar pré-tratado
por explosdo a vapor e ndo lavado, utilizando os extratos brutos obtidos apds o cultivo de Penicillium
rolfsii F1880 e Talaromyces pinophillus em diferentes fontes de carbono. Os valores sdo acompanhados

dos respectivos desvios-padrao.

Linhagem Fonte de carbono do cultivo Glicose (g/L)
Palha de cana-de-agucar pré-tratada por tratamento hidrotérmico 10,23 +0,72

Bagaco de cana-de-agucar pré-tratado por explosdo a vapor e

Penicillium lavado 10,06 £ 0,4
rolfsii F1880 . . o
Casca do grao de soja pré-tratada por tratamento hidrotérmico 7,91+0,78
Bagaco de cana-de-agucar delignificado 7,33+0,6
Palha de cana-de-agUlcar in natura 8,03+0,27
I/ Bagaco de cana-de-aglcar pré-tratado por explosdo a vapor e
pinophillus Iavi d";) sucarp por exp P 7,92 + 0,05
AR155
Palha de cana-de-agUcar pré-tratada por tratamento hidrotérmico 6,10 £ 0,30

Os extratos brutos obtidos apds o cultivo do isolado F1880 em bagaco pré-tratado
por explosdo a vapor e palha de cana-de-agUcar pré-tratada por tratamento hidrotérmico
apresentaram o melhor desempenho para a sacarificacdo do bagaco de cana (Tabela 1).
Ja os extratos brutos obtidos apds o cultivo do isolado AR155 em palha de cana-de-
-acUcar in natura e bagaco pré-tratado por explosdao a vapor e lavado apresentaram o
melhor desempenho na sacarificacdo do substrato (Tabela 1). Surpreendentemente, o
isolado AR155 promoveu uma sacarificacdo da celulose do bagaco de cana em niveis
consideraveis, mesmo que os valores de FPAse tenham sido consideravelmente inferiores
aos observados nos cultivos do isolado F1880 (Figura 1). Tal fato reforca a necessidade
de melhor compreensdao do conjunto de enzimas presentes nos extratos brutos do
isolado AR155. E possivel que o conjunto de enzimas produzido por esse isolado seja
mais diverso em termos de enzimas acessérias em comparac¢ao ao do isolado F1880.

Conclusoes

Os resultados obtidos neste estudo revelam o potencial dos isolados P. rolfsii F1880
e T. pinophillus AR155 como produtores de enzimas celuloliticas Uteis para os processos
de desconstrucdo enzimatica da biomassa lignoceluldsica. Os residuos/coprodutos de
cana-de-acucar mostraram-se os melhores indutores da producdo de celulases totais,
o que favorece o uso futuro de coquetéis melhorados que possam ser utilizados para
producdo on site, ou seja, nas mesmas instalacdes onde sera realizada a sacarificacdo de
residuos lignoceluldsicos.
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Percepcao das cores com Imagel:
elaboracao de um guia para analise
de imagens de microrganismos
produtores de corantes naturais

Rosana Falcdo?, Paula Fernandes Franco?, Aparecido Almeida Concei¢cdo?®, Glaucia Emy Okida
Midorikawa?®, Félix Gongalves de Siqueira®, Patricia Abréo Oliveira Molinari®, Léia Cecilia de Lima Fdvaro”

Resumo

As cores sdo vistas pelos olhos humanos que traduzem a informacdo baseada em suas
percepcdes e preferéncias. As cores podem ser entendidas como fotons percebidos da
luz do dia onde vermelho corresponde a fétons de luz de comprimento longo (baixa
frequéncia), amarelo e verde intermediarios e azul comprimento de onda curto (alta
frequéncia). Dessa forma a cor pode ser quantificada e analisada em sistemas de
computador para determinar a quantidade de vermelho, verde e azul presente em
cada cor. Este trabalho teve como objetivo criar uma estratégia baseada em analise de
imagem digital para identificacdo das cores de microrganismos visando auxiliar a selecdo
de linhagens produtoras de corantes sem a necessidade de manipulacdo das amostras.

Palavras-chave: microrganismos, corantes, andlise de imagens, espectrofotémetro,
colorimetria.

Introducao

Qual a cor da bola de ténis? Esta pergunta gerou mais de 30.000 respostas no tweeter
onde 52% apontaram verde, 42% amarelo e 6% outros. O resultado dessa enquete foi
investigado, analisado e testado pela repdrter de um jornal que ao final concluiu que
“a cor da bola depende dos olhos de quem vé” (Koren, 2018). Uma empresa fabricante
de espectrofotémetros e colorimetros (Konica-Minolta, [s.d.]) utilizando-se de um
equipamento indicou que a cor da bola de ténis estd mais préoxima do amarelo que do
verde no padrdo de cores industrial.

A ideia de um padrao de cores advém da descri¢cdo das cores do arco-iris de forma
guantitativa por Isaac Newton no “Opticks: Ou, Um Tratado das Reflexdes, Refracdes,
Inflexdes e Cores da Luz”. Ao discutir a natureza fisica da luz identificou as cores
ROYGBIV (red, orange, yellow, green, blue, indigo, violet) (Color in a New Light, [s.d.])
fato que gerou conflito com os artistas da época que consideravam as cores como a
mistura de 3 pigmentos (red, yellow, blue). Possebon (2009) no seu trabalho “A Teoria
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das Cores de Goethe hoje”, ao ler a versao original escrita em alemao, sugeriu que a
traducao coerente seria “Doutrina das cores” pois a abordagem qualitativa das cores
nos escritos visa a organizacdao de conceitos e o modo de ensinar a fenomenologia
das cores. Backhaus (1998) analisa a visdo das cores sob os aspectos fisioldgicos e
psicofisicos de humanos e animais descrevendo o sistema de visdao das cores como um
encadeamento de ac¢des no qual a luz atinge as células fotorreceptoras dos olhos; que
fazem a traducdo para os neurdnios; que codificam e processam a informacao para
a psiqué; que julga e toma decisdo baseada em sensagGes/sentimentos e qualifica a
cor. O olho possui fotorreceptores de 2 tipos: bastonetes — mais sensiveis a condi¢des
de pouca luz e cones — sensiveis sob condi¢cdes de luz do dia. Como definicdo, a luz
visivel € uma forma de onda eletromagnética com comprimentos de ondas entre 400nm
e 700nm, onde vermelho corresponde a fétons de luz de comprimento longo (baixa
frequéncia), amarelo e verde intermedidrios e azul comprimento de onda curto (alta
frequéncia) (Fortner; Meyer, 1997). A visdo dita normal das cores esta presente em 90%
dos homens e 99% das mulheres e passam por mudangas em decorréncia da idade,
condicdo psiquica e saude do individuo, bem como pelas altera¢des da iluminag¢ao do
objeto e no campo de visdo (National Research Council (US) Commiittee on Vision 1981),
pois o olho humano tem limita¢des para perceber a cor de imagens com baixo nivel de
contraste e elevada transparéncia (Fleming; Bulthoff, 2005).

A definicdo de um espacgo contendo todas as cores foi proposto pelo “Commission
internationale de I'éclairage” quando criaram o espaco CIE 1931 XYZ (Smith; Guild,
1931), conhecido pelo seu diagrama de cromaticidade se tornando base para os demais
espacos com a mesma finalidade de organizacdao de todas as cores. A aparéncia das
cores é quantificada pelo “espaco de cores” no qual esta baseado. Alguns espacgos de
cores conhecidos sdo: RGB (do inglés Red, Green, Blue) que é uma mistura aditiva de
cores — mais usado em meio digital, CMYK (do inglés Cyan, Magenta, Yellow, Key) que
€ mistura subtrativa de cores — mais usado em sistemas de impressao e pigmentos; e
outros como HSV (do inglés Hue, Saturation, Value), HSL (do inglés Hue, Saturation,
Lightness) e catalogos comerciais como SCA/Agtron (café) e catalogos de largo uso como
Munsell* e Pantone?

Algumas plantas e microrganismos possuem uma coloragao caracteristica
normalmente oriunda de metabdlitos cuja cor quando identificada de forma visual sofre
total influéncia do avaliador; ou por uso de colorimetros e espectrofotdmetros correndo
risco de contaminacdo durante a manipulacdo da cultura e a destruicdo da amostra
analisada. A andlise da cor de uma amostra biolégica sem risco é de grande interesse para
uma triagem de materiais produtores de metabdlitos coloridos de interesse industrial,
mas apresenta grande complexidade para ser descrita a partir da percepc¢do do olho
humano. Assim, a analise da cor de imagem digital pode substituir um colorimetro ou
espectrofotdmetro para varios procedimentos, desde uma triagem de amostras coloridas
até uma andlise de ensaios colorimétricos em microplaca, tornando-se uma ferramenta
util e de facil acesso para a rotina laboratorial.

1 O sistema Munsell de ordenagdo de cores é utilizado em varias dreas da comunicagdo visual para padronizar quadros elétricos; na industria de
fabricagdo de cores de tintas, cor do solo, etc.
2 0O catalogo Pantone é um sistema para garantir uma reprodugdo de cores extremamente precisa em todas as superficies no plano industrial.
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Material e Métodos

Neste trabalho foram utilizadas como input das analises duas imagens coloridas
no padrdao RGB: a “imagem 1” capturada em camera fotografica semiprofissional
(Nikon) com iluminacdo externa e a “imagem 2” capturada em equipamento contador
de col6nias automatico, modelo Scan1200 (Interscience), iluminagao de LED branca
embarcada e software de captura Scan® versao 6.

O guia de andlise de imagens foi elaborado utilizando os comandos disponiveis
no programa de processamento de imagens cientificas ImageJ versao 1.52k, com Java
1.8.0_172 (64-bit) — Public domain, baseado na utilizagdo do programa em analise de
imagens cientificas (Abramoff et al., 2004). Os graficos obtidos foram confrontados no
catdlogo de cores online do aplicativo web ADOBE COLOR para obter o valor de cor
correspondente nesse catalogo organizado de cores. O Processamento e Andlise Digital
de Imagens (PADI) consiste num conjunto de técnicas organizadas em uma sequéncia
padrdo de aquisicdo, processamento e analise (Grande, 2012). Nesse trabalho foram
consideradas as fases de aquisicdo e analise digital de imagens (ADI) concentrada nas
etapas de extracdo de atributos, reconhecimento e classificacdo dos dados.

Resultados e Discussoes

A etapa de aquisicdo das imagens foi realizada utilizando como material para
a analise digital duas placas de Petri (descartaveis, de poliestireno transparente) de
culturas de microrganismos produtores de corantes, obtidas da rotina laboratorial. Uma
das placas estava completamente colonizada por um fungo filamentoso e a outra por
uma linhagem de fungo leveduriforme. A placa de Petri contendo o fungo filamentoso
(com a tampa fechada) foi colocada sobre fundo branco e sob iluminacdo indireta com
luz do dia. Em seguida, usando a camera fotografica Nikon no modo automatico foram
capturadas imagens digitais para analise (Figura 1a). A outra placa de Petri contendo o
fungo leveduriforme (com a tampa fechada) foi colocada sobre a plataforma do contador
automatico de coldnias modelo Scan1200 e o software Scan_interscience foi executado
para captura da imagem. Uma nova sec¢do abre automaticamente mostrando a
imagem que foi capturada; usando a op¢do <Preset parameters> foi selecionado Default
parameters, usando top lights, e as imagens foram salvadas na op¢ao Export current
image (Figura 1b).

As etapas de extracdo e reconhecimento dos atributos das imagens estdo descritas
no guia desenvolvido para uso do Imagel (Tabela 1), onde cada uma das imagens foi
aberta separadamente no programa; uma copia de trabalho foi criada e analisada sob o
guia de uso do Imagel para percepgdo de cores.
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Figura 1. Foto da placa de Petri com cultura de microrganismos. (a) cultura de fungo filamentoso — anverso da placa
de Petri (Imagem 1); (b) cultura de fungo leveduriforme — verso da placa de Petri (Imagem 2).

Tabela 1. Guia de andlise Image) obtido no presente trabalho para anadlise de imagem digital de
microrganismos produtores de corantes cultivados em meio de cultura sélido.

Selecionar a porg¢do da imagem que contenha a area a ser analisada usando os botdes do toolbar e
eliminar o excesso de informacgdo da imagem.

Selecionar IMAGE >>CROP

Selecionar EDIT>>CLEAR OUTSIDE

Selecionar a drea a ser analisada.
Selecionar IMAGE>>ADJUST>>COLOR THRESHOLD
=>» Abrira uma nova janela com os controles e verificar os critérios selec¢do:
Thresholding method: Default
Threshold color: Red
Color space: HSB
X dark background
Ajustar os controles deslizantes de BRIGHTNESS e SATURATION para colorir de vermelho (RED) a 4rea a
ser analisada para identificacdo de cor.
Clicar no botdo SELECT uma vez para confirmar a selecdo
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Obter dados do histograma da area selecionada
Selecionar ANALYZE>>HISTOGRAM

=>» Abrird uma nova janela com histogramas correspondentes a selec¢do.
Clicar o botdo RGB até mostrar o histograma para cor R separadamente.
Salvar Histogram-R no menu superior selecionar: FILE >> SAVE AS >> (escolher o formato) >> SALVAR
Clicar o botdo RGB até mostrar o histograma para a cor G e salvar o histograma.
Clicar o botdo RGB até mostrar o histograma para a cor B e salvar o histograma.

Os dados dos histogramas obtidos na area selecionada
Count: retrata o nimero de pixels analisados.
Mode!: valor de intensidade de cor (0 a 255)% que possui o maior nimero de ocorréncias de pixels
com a mesma intensidade.
Obs.: Opcionalmente algumas versdes do programa permitem simplesmente colocar o cursor (SETA) no
topo da curva e vai aparecer no canto inferior o dado correspondente aquela posi¢ao o seguinte dado:
value = valor de intensidade de cor (0 a 255); count = quantidade de pixels desse valor. Considerar esse
valor de intensidade de cor com maior nimero de ocorréncias.

! Se 0 nimero de Mode for igual a 0 ou 255 verificar se realmente representa o topo da curva ou é um valor “outline” que deve ser desconsiderado.
2 Onde 0 (zero) corresponde a preto total e o 255 branco total.
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Obter a planilha do histograma da cor
Clicar em LIST (em cada histograma separadamente)
=>» Abrird uma nova janela com a planilha

Lista contendo dados de value e count considerados para confecgdo do grafico. Salvar
planilha no menu superior selecionar: FILE >> SAVE AS >> (Histogram.csv) >> SALVAR.

O colorimetro ou espectrometro permitem a obtencdo de medidas objetivas que
possibilitam a identificacdo da cor utilizando-se e software proprio para andlise dos
valores obtidos. Entretanto, esse tipo de equipamento tem um recipiente préprio para
analise e exige a manipulacdo da cultura da placa de Petri para retirar fragmentos da
area de interesse e coloca-los no suporte adequado para leitura, o que pode ocasionar a
contaminacdo da cultura e a perda da amostra analisada.

Os resultados do campo mode obtidos de cada histograma R, G e B da imagem 1
(Figura 2) e da imagem 2 (Figura 3) na darea selecionada da imagem analisada foram
anotados separadamente na Tabela 2 para a identificacdo da cor. A principal funcdo de
um histograma € ilustrar a intensidade da luminancia da imagem e também dos canais
de cores individualmente: O histograma de cada cor fornece uma analise da distribuicdo
de intensidade dentro dos canais de cores individuais.

S [

0 Red 255 0 Green 255 0 Blue 255
Count: 1403183 Min: 61 Count: 1403183 Min: 15 Count: 1403183 Min: 0
Mean: 101.897 Max: 119 Mean: 53.395 Max: 93 Mean: 6.670 Max: 35
StdDev: 11.369 Mode: 119 (54740) StdDev: 13.386 Mode: 40 (38473) StdDev: 6.191 Mode: 0 (239636)

Figura 2. Histogramas Red, Green e Blue da imagem 1, correspondente a imagem de fungo filamentoso crescido em
meio de cultura sélido.

Ao calcular o histoerama RGBR cada canal de cor é considerado como uma imagem

y

0 Red 255 0 Green 0 Blue 255

Count: 2096869 Min: 103 Count: 2096869 Min: 67 Count: 2096869 Min: 35 '
Mean: 166.930 Max: 247 Mean: 121.634 Max: 236 Mean: 75.390 Max: 218
StdDev: 32.511 Mode: 160 (25891) StdDev: 20.095 Mode: 127 (41134) StdDev: 11.213 Mode: 79 (83196)

Figura 3. Histogramas Red, Green e Blue da Imagem 2, correspondente a imagem de fungo leveduriforme crescido em
meio de cultura sélido.

Tabela 2. Valores de “mode” extraidos dos histogramas de cada imagem.

mode Imagem 1 Imagem 2
Red 119 160
Green 40 127

Blue 0 79
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A cor evidenciada ap6s a utilizacdo do guia para a Imagem 1 é #772800, a qual estd
no centro da barra de cores analogas da Figura 4, enquanto que para a imagem 2 é
#AO7FAF, a qual estd no centro da barra de cores andlogas da Figura 5.

Com a obtencgado desses dados iniciais essa cor pode ser transformada em uma cor
correspondente em varios outros espacos de cor HSB, HEX, CMYK, LAB ou para catalogos
especificos de materiais com densidade e superficie diferentes.

A eficiéncia da aplicacdo do guia no processo de identificacdo das cores estd
diretamente relacionada as condi¢des de iluminacdao do objeto no processo de aquisi¢ao
da imagem, onde o principal ponto é a correta aplicacdo dos principios de iluminacdo do
objeto para fotografia e para a identificacdo de cores. As condi¢cdes de qualidade da
iluminacdo estdo definidas em norma prépria (Oliveira, 2006) para avalia¢do visual de
brancura, cor e diferencgas de cor.

#855100 #8F4500 #772800 #8F1A00 #850400
R e - GEEENemNN 1o 143 2
¢ EEeEEENTT ¢ EEOEEENTT ¢ EOEEEENTT 00 (CEEETT W
p  EEET O I S e 0 E—
v SEEEGEEES 2 NGNS % 7 56 2

Figura 4. Régua evidenciando as cores andlogas harmonizadas no Adobe color correspondente a analise da

imagem 1 (fungo filamentoso).
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Figura 5. RZgua evidenciando as cores antlogas harmonizadas do Adobe color correspondente a antlise da

imagem 2 (fungo leveduriforme).
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Consideragoes Finais

O guia para a percepcao das cores construido no presente trabalho pode ser utilizado
em etapas iniciais de selecdo de microrganismos produtores de corantes. A sua utilizacdo
mostrou-se adequada para a aplicacdo proposta, quando se utiliza material transparente
(frascos ou placas de Petri) para o cultivo do microrganismo. A leitura da cor exata ou
faixa de cores em recipientes enclausurados, protegidos de contaminacgdo cruzada, com
o menor indice de erro dentro de sistemas validados é input para o desenvolvimento,
por exemplo, de um sistema de automacdo semelhante ao sistemas de reconhecimento
da cor da pele em uma imagem digital; € uma varidvel relevante nos programas de
reconhecimento facial utilizado em sistemas de seguranca (Naji et al., 2012; Shaik et al.,
2015; Paracchini et al., 2020); a cor de uma flor é fator de classificacdo taxondmica em
sistemas de reconhecimento de espécies (Rosyani et al., 2018); e a cor diferencial de
células é varidvel determinante nos sistemas de analises clinicas (Laak, Van Der et al.,
2000).

No caso especifico da selecdo de microrganismos produtores de corantes naturais,
a observacdo da coloracdo das colonias em meio sélido é usada nas etapas iniciais de
prospeccao de linhagens e é um dos métodos mais utilizados para essa finalidade. O
guia desenvolvido no presente trabalho mostrou-se util para caracterizacdo mais
criteriosa das cores das col6nias microbianas percebidas visualmente em programas
de bioprospeccdo de linhagens produtoras de corantes naturais para aplicacdes
biotecnoldgicas.
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Producao de uma xilanase fungica por
Komagataella phaffii em biorreator

Amanda Araujo Souza®, Gisele Soares Anastdcio?, Julia Freitas Daltro VidaP, Silvia Belém
Gongalves?, Thais Fabiana Chan Salum®, Médnica Caramez Triches Damaso®

Resumo

As xilanases sdo enzimas que hidrolisam ligacdes B-1,4 presentes na hemicelulose que
compde a parede celular vegetal. Essas enzimas sdo produzidas por bactérias, fungos e
plantas. Por apresentarem diversas aplicagdes, como na fabricacdo de paes, na industria
farmacéutica, na fabricacdo de celulose e na geracdo de biocombustiveis, o objetivo
desse trabalho foi escalonar a producdo de uma xilanase de origem fungica (F43 GH
10-03) por Komagataella phaffii em biorreatores para futura aplicacdo biotecnoldgica.
Os cultivos foram realizados com fluxo de arentre 0,1 a 4,0 vwvm, pO, fixado em 25%,
os indculos com densidade dtica a 600 nm iniciais fixadas em 2, 4 e 6 e temperatura de
30°C. Apds fase de crescimento celular, foi estabelecida uma alimenta¢do com glicose
50% (m/v) (fluxo de 4 g/L/h) por modelo exponencial com fator de crescimento u=0,2
por 70 h. Incialmente, a xilanase foi produzida em frascos apresentando atividade de
1,5 Ul/mL entre 24 a 72 h de cultivo. A producdo da xilanase em biorreator realizada
em trés condigbes com DO, inicial fixada em 2, 4 e 6 mostrou que todos os cultivos
apresentaram atividade de xilanase a partir de 14,5 h, com secrecdo de xilanase
ascendente, com atividade variando entre 12 e 23 Ul/mL, e a DO, variando entre
197 e 234, com producdo de proteinas totais entre 0,26 e 0,48 g/L. A analise por
eletroforese mostrou uma banda de 55 kDa correspondendo a xilanase F43 GH 10-03.
Dos trés cultivos realizados, a estratégia com DO, inicial fixada em 4 apresentou a
maior atividade especifica (70,7 Ul/mg de proteina). Essa condicdo pode ser utilizada
para o inicio de estudos de otimizacdo de producdo dessa enzima em biorreator.

Palavras-chave: xilanase, Komagataella phaffii, escalonamento, biorreatores.

Introducao

As xilanases sdo enzimas que realizam a hidrdlise da xilana por meio das ligacdes
B-1,4 presentes na hemicelulose que compde a parede celular vegetal. A xilana junto
com a celulose e a lignina formam a parede celular primdria e secundaria da parede
vegetal (Pinto, 2005). As endo B-1,4-xilanases compdem o maior grupo de enzimas
que participam da hidrdlise da xilana. As endoxilanases sdo produzidas por diferentes
organismos, como bactérias, leveduras, fungos filamentosos e plantas terrestres
(Polizeli et al., 2005). As xilanases fungicas possuem maior aplicagdo comercial por
apresentarem caracteristicas favoraveis, como atividade em uma ampla faixa de pH,
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estabilidade térmica, resisténcia a protedlise, alta atividade especifica e secrecao para o
meio extracelular, facilitando o processo de obtencdo e purificacdo da enzima (Qiu et al.,
2016). As xilanases de origem fungica apresentam variacdao de massa molecular entre 7
e 60 kDa, faixa de atividade nos pHs entre 3,5 e 6,0 e em temperaturas de 40 a 60°C (Tan
et al., 1987). Essas enzimas também sao classificadas segundo sua estrutura primaria
e os dobramentos dos dominios cataliticos, sendo divididas em diferentes familias. As
endoxilanases entdo agrupadas nas familias GH10 e GH11 (Henrissat et al., 1993). As
endoxilanases da Familia GH10 sdao enzimas de alta massa molecular com um dominio
catalitico acompanhado de um dominio de ligacdo a carboidratos (CBM), especifico para
a celulose (Henrissat et al., 1993).

As xilanases apresentam diversas aplica¢cdes, como na fabricacdo de paes, naindustria
farmacéutica, na fabricacdao de papel e celulose e na geragdo de biocombustiveis, em
conjunto com outras enzimas. Apesar de suas inUmeras aplica¢des industriais, o uso das
xilanases com finalidade comercial permanece limitado por diversos fatores, como o alto
custo de obtencdo das enzimas nativas e baixo rendimento (Sarrouh et al., 2012). Com
o desenvolvimento da engenharia genética e de bioprocessos, um novo caminho para
producdo dessas enzimas se abriu permitindo aplicagcdes de amplo espectro, de forma
economicamente mais vantajosa (Datta et al., 2013). A levedura Komagataella phaffii,
€ uma levedura amplamente utilizada na producdao de enzimas recombinantes com
aplicacdo biotecnoldgica e farmacéutica, por secretar grande quantidade de proteinas e
atingir altas taxas de densidade celular e possuirem maquinaria necessaria para realizar
modificagdes pods-traducionais. Portanto, o objetivo deste trabalho foi produzir uma
xilanase de origem fungica (F43 GH 10-03) por K. phaffii em biorreatores de bancada.

Material e Métodos

Producao de xilanase em frascos aletados

Um clone da levedura K. phaffii expressando a xilanase F43 GH 10-03 contendo
o vetor de expressao constitutivo pGAPaA-Xyl10-03 foi crescido em placas contendo
o meio YPD/agar e zeocina (100 pg/mL). Adicionalmente, um clone de K. phaffii
contendo o vetor vazio pGAPaA foi crescido nas mesmas condi¢des e utilizado como
controle negativo nos ensaios de expressao em frasco. Uma col6nia de cada construcao
foi inoculada em 5 mL de meio YPD liquido em falcon estéril de 50 mL. Apds atingir
densidade 6tica a 600 nm (DO, ) de 1 (EasySelect ™ Pichia Expression Kit, ThermoFisher)
este foi transferido para frascos de 1 L, contendo 100 mL de meio YPD. Os cultivos foram
realizados em shaker a 200 rpm a 30 °C. A cada 24 h, uma aliquota de 1 mL foi retirada,
avaliada quanto atividade de xilanase e DO, , e em seguida, a indugdo foi suplementada
com 2% de glicose (m/v), com duragdo de 72 h.

Producao de xilanase em biorreator de bancada

A producdo da xilanase F43 GH 10-03 em biorreator foi realizada a partir do cultivo
de um pré-indculo em frascos aletados de 1 L contendo 100 mL de meio YPD. Apds
crescimento de 24 h, as células foram inoculadas em biorreatores em diferentes

densidades celulares iniciais (DO, ): 2, 4 e 6. Para realizagdo desses ensaios foram
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utilizados biorreatores Minifors de 2,0 L de capacidade contendo 1 L de meio mineral
(Mauher et al., 2006), em cada dorna. Os parametros gerais do cultivo foram: pH 5,5,
glicose inicial 40 g/L, agitacdo inicial de 1000 rpm. Apds consumo total da fonte de
carbono, foi ativada uma cascata com agitacao variando entre 100 e 1.200 rpm, para
manter a demanda de pO, no nivel desejado. O fluxo de ar utilizado no sistema foi
de 2 vwm (2 litros de ar/minuto/litro de meio) até consumo total da glicose inicial e,
posteriormente, na cascata, foi modificado para variar entre 0,1 a 4,0 vwvm. O nivel de pO,
dos cultivos foi fixado em 25% (v/v) e as DO,,, iniciais das fermentacdes foram fixadas
em 2 para a dorna 1; 4 para a dorna 2 e 6 para a dorna 3. Apds fase de crescimento
celular, iniciou-se a alimentagdo com glicose 50% (m/v) (fluxo de 4 g/L por hora) por
modelo exponencial utilizando-se como fator de crescimento p:0,2 baseado em dados
da literatura (Calik et al., 2015). O tempo total do cultivo para as trés dornas foi de 70 h.

Atividade de xilanase

Para o ensaio foi utilizado o substrato xilana Beechwood (Sigma-Aldrich, EUA) na
concentragdo 7% (m/v) em solugdo tampdo citrato de sédio 100 mmol/L em pH 5,0. A
reacao foi realizada a partir de 5 plL de extrato enzimatico e 10 plL da solugdo de xilana
incubada por 15 min a 50 °C. Em seguida, foi adicionado 30 uL de solugdo de DNS e a
mistura foi aquecida a 95 °C por 10 min. Por fim, adicionou-se 150 pL de agua destilada
e transferiu-se 150 pL do ensaio diluido para uma placa de leitura de 96 pogos. Os
acucares redutores produzidos pela reacao foram medidos pelo método do DNS (Miller,
1959), com a absorbancia medida a 540 nm em leitor de placas. A curva padrao foi
construida a partir de uma solucdo de xilose 10 g/L, utilizando-se diferentes dilui¢oes
(Miller, 1959). Uma unidade de atividade enzimatica (Ul) é definida como a quantidade
de enzima que produz 1 umol de aglcar redutor por minuto, nas condi¢des de ensaio.

Caracterizagao do cultivo obtido em biorreator

As andlises de densidade celular (DO, ) foram estimadas por absorbancia
a 600 nm. Os sobrenadantes do cultivo, utilizados para a quantificagdo de glicose e
proteina foram obtidos por centrifuga¢do a 12.000 x g, por 15 min. A quantificagcdo de
glicose foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia — HPLC com detector
de indice de refragdo (RID) em coluna cromatografica Aminex HPX-87H (Bio Rad). O
perfil das proteinas presentes nos sobrenadantes foi caracterizado por eletroforese
desnaturante (SDS-PAGE 12%) (Manual Bio Rad) e a coloragao das proteinas por prata.
A guantificagdo de proteinas totais dos sobrenadantes foi realizada pelo método BCA
(Bicinchoninic acid kit, Sigma). Para a quantificacdo de proteinas, inicialmente, um
procedimento de precipitacdo desta em amostras do sobrenadante foi realizado com
acetona 100% (v/v). As amostras foram pré-incubadas a -20 °C, e a mistura desta com
acetona foi incubada por 1 h a -80 °C. Em seguida, as amostras foram centrifugadas
(12.000 x g, 30 min), e os precipitados proteicos obtidos foram lavados 1 vez com
acetona, secados em temperatura ambiente e ressuspendidos com dgua destilada na
mesma proporg¢ao de volume inicial.
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Resultados e Discussao

O ensaio de producdo da xilanase fungica F43 GH 10-03 em frascos aletados mostrou
que em 24 h, a produgdo de enzima foi de aproximadamente 1,5 Ul/mL (Figura 1A),
mantendo-se nessa faixa até 72 h de cultivo, mesmo com a suplementacdo de glicose
2% (m/v) a cada 24 h. O aumento do crescimento celular foi observado até 48 h,
mantendo-se a mesma DO___ até o final do cultivo (Figura 1B). Portanto, sugere-se que o

600
tempo maximo de cultivo nessa condicdo utilizada seja de 48 h.
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Figura 1. Perfil de produgdo da xilanase GH 10-03 recombinante (A) e do crescimento celular (B) por K. phaffii em
meio YPD em 72 h de indugdo. O controle negativo do experimento foi realizado pelo cultivo de K. phaffii contendo o
vetor pGapZaA vazio.

A producdo da xilanase recombinante em biorreator foi realizada em trés condicdes,
variando-se a densidade celular (DOGOO) inicial dos cultivos em 2, 4 e 6, mantendo-se o
nivel de pO, controlado em 25%. Os resultados obtidos mostraram que todos os cultivos
apresentaram atividade de xilanase a partir de 14,5 h de cultivo. O perfil de secrecao
de xilanase foi ascendente em todos os cultivos, com valores de atividade enzimatica
variando entre 12 e 23 Ul/mL, de densidade celular (DOSOO) variando entre 197 e 234,
e com quantidade maxima de proteina secretada entre 0,26 e 0,48 g/L (Tabela 1). Os
resultados obtidos mostraram que dos trés cultivos realizados, a estratégia utilizada
com DO__inicial de 4 apresentou maior atividade especifica (70,7 Ul/mg de proteina

600
secretada) (Tabela 1).

Tabela 1. Perfil das fermentagSes da cepa de K. phaffii em biorreator produzindo a xilanase recombinante F43

GH 10-03 com densidade celular inicial dos cultivos em 2, 4 e 6, e niveis de pO, controlados em 25% (v/v).

Xilanase Tempo DO, DO Final Proteina total Atividade Atividade especifica
(horas) Inicial 600 g/L total (Ul/mL) (Ul/mg ptn)

Dorna 1 70,0 2 197,3+2,6 0,48 + 0,01 12,6 £ 0,3 26.,2+0,3

Dorna 2 70,0 4 230,6 £ 6,3 0,26 + 0,02 18,4+ 0,4 70,7+0,4

Dorna 3 70,0 6 234,6 £ 8,7 0,46 + 0,01 23,1+0,1 50,2+0,1
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Os resultados obtidos mostraram que houve consumo da fonte de carbono
adicionada aos cultivos até 60 h. Apds essa etapa, houve acimulo de glicose em todas
as dornas entre 20 e 25 g/L (dados ndo mostrados), portanto, o fator de alimentacdo
utilizado neste cultivo pode ser reduzido para concentragdes menores que 4 g/L por
hora. Ao longo dos cultivos houve crescimento celular de forma ascendente até 70 h,
com producdo de proteinas soltveis (dados ndo mostrados). Em todos os cultivos foi
observada producdo de xilanase recombinante, com bandas mais pronunciadas da
xilanase recombinante nos cultivos com DO inicial de 4 e 6. Os resultados obtidos por
eletroforese mostraram que somente duas bandas proteicas foram secretadas por K.
phaffii, sendo a banda de aproximadamente 55 kDa correspondente a xilanase F43 GH
10-03 (Figura 2). A producdo da enzima nos trés cultivos foi maior entre 48,5 a 70 h
(dados ndao mostrados).

Figura 2. Perfil eletroforético de proteinas sollveis presente no sobrenadante de K. phaffii expressando a xilanase
F43 GH 10-03 em biorreatores com diferentes densidades celulares (DO, ) iniciais. A) Eletroforese do cultivo com
DO, inicial 2. B) Eletroforese do cultivo com DO, inicial 4. C) Eletroforese do cultivo com DO, inicial 6. O volume
de amostra do sobrenadante aplicado no gel foi de 10 pL. Raia 1- 14,5 h; raia 2- 17,5 h; raia 3- 23,5 h; raia 4- 39,5 h;
raia 5- 42,5 h; raia 6- 48,5 h; raia 7- 51,5 h; raia 8- 66,5 h e raia 9- 70,0 h. Marcador molecular (MM) Bio Rad - Dual Xtra

Standards (2- 250 kDa). As setas pretas indicam a banda da xilanase F43 GH 10-03 com 55 kDa.

Conclusao

Os resultados obtidos na producdo e escalonamento da xilanase recombinante por
K. phaffii mostraram que levedura produziu a enzima com atividade em todos os cultivos
realizados em biorreator, a partir de 14,5 h, apresentando maior atividade especifica
de xilanase de 70,7 Ul/mg de proteina no cultivo com DO, inicial fixada em 4. Nesta
condicdo uma banda proteica com 55 kDa foi observada correspondendo a xilanase
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recombinante. Adicionalmente, o cultivo com DO, inicial fixada em 4 apresentou
crescimento celular semelhante ao cultivo com DO, inicial fixada em 6, o que reforga
gue essa condicao pode ser utilizada para o inicio de estudos de otimiza¢do de producao
dessa enzima em biorreator.
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Resumo

As expansinas sdo proteinas encontradas em diferentes organismos e especialmente
em plantas. Elas estdo envolvidas em varios processos e atuam no rompimento das
ligacdes ndo covalentes entre as microfibrilas de celulose por um mecanismo nao
enzimatico, levando ao afrouxamento e extensdo da fibra. Elas tém sido investigadas
como um aditivo na sacarificacdo de lignocelulose e para modificagdo das propriedades
fisicas da celulose, entre outras aplicacdes (papel e celulose, ragcées, téxtil). Ainda ndo
ha expansinas de plantas comercialmente disponiveis, em parte devido a dificuldade
de producdo heterdloga dessas proteinas. Assim, é necessario viabilizar a producdo
recombinante de expansinas de plantas em microrganismos em quantidade suficiente
para aplica¢des diversas. O objetivo deste trabalho foi produzir heterologamente duas
novas expansinas de cana-de-agUcar e caracteriza-las funcionalmente. As expansinas
SacEXP4 (B-expansina) e SacEXP7 ( a-expansina) foram produzidas por Pichia pastoris
X-33 e o extrato proteico dialisado e concentrado contendo as expansinas foi aplicado
em testes de sacarificacdo de bagaco de cana pré-tratado pelo método organosolv e em
testes de extensibilidade de fibras de papel filtro. A B-expansina SacEXP4 apresentou
um efeito positivo na liberagdo de agucar redutor total na sacarificacdo de bagaco
organosolv com celulase comercial, porém esse efeito foi similar ou menor do que o
efeito de uma proteina de sacrificio tal como BSA. As expansinas recombinantes SacEXP4
e SacEXP7 tém a capacidade de romper as ligacdes de hidrogénio do substrato em pH
4,8 a30°C. Areducdo da forga ténsil da celulose do papel filtro foi mais pronunciada para
a B-expansina SacEXP4 e foi semelhante ao controle positivo (ureia 8M). As expansinas
recombinantes SacEXP4 e SacEXP7 sdo ativas e podem ser aplicadas (conforme testado)
sem a necessidade de purificacdo, para diminuir a resisténcia a tracdo de fibras de
celulose, como as que compdem o papel filtro ou outros tipos de materiais celuldsicos.

! Bidloga, doutora em Biologia Molecular, Universidade de Brasilia, colaboradora da Embrapa Agroenergia, kellybiobarreto@gmail.com

2 Bidloga, doutora em Biologia Molecular, Universidade de Brasilia, colaboradora da Embrapa Agroenergia, amandhacoelho@gmail.com

3 Bidloga, doutora em Tecnologias Quimica e Bioldgica, Universidade de Brasilia, colaboradora da Embrapa Agroenergia, jessica_guimaraes15@hotmail.com
4 Bidlogo, doutor em Biologia Molecular, Universidade de Brasilia, colaborador da Embrapa Agroenergia, caio.gorgulho@gmail.com

® Quimica, doutora em Quimica, analista da Embrapa Agroenergia, larissa.andreani@embrapa.br

¢ Bidloga, mestre em Microbiologia Aplicada, analista da Embrapa Agroenergia, thais.demarchi@embrapa.br

7 Quimico, doutor em Quimica, pesquisador da Embrapa Agroenergia, leonardo.valadares@embrapa.br

8 Quimica, doutora em Quimica, pesquisadora da Embrapa Agroenergia, patricia.abdelnur@embrapa.br

9 Engenheiro Quimico, doutor em Engenharia Quimica, professor da Universidade de Brasilia, fmachado@unb.br

1 Engenheira Quimica, doutora em Engenharia Quimica, pesquisadora da Embrapa Agroenergia, silvia.belem@embrapa.br

1 Quimica Industrial, doutora em Engenharia Quimica, pesquisadora da Embrapa Agroenergia, dasciana.rodrigues@embrapa.br

2 Farmacéutica, doutora em Bioquimica, pesquisadora da Embrapa Agroenergia, thais.salum@embrapa.br

3 Engenheira Quimica, doutora em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioguimicos, pesquisadora da Embrapa Agroenergia, monica.damaso@embrapa.br
4 Bidloga, doutora em Ciéncias, pesquisadora da Embrapa Agroenergia, leia.favaro@embrapa.br

A
©
(=

2
0

n

=
o
S

a.



mailto:kellybiobarreto@gmail.com
mailto:amandhacoelho@gmail.com
mailto:jessica_guimaraes15@hotmail.com
mailto:caio.gorgulho@gmail.com
mailto:larissa.andreani@embrapa.br
mailto:thais.demarchi@embrapa.br
mailto:leonardo.valadares@embrapa.br
mailto:patr�cia.abdelnur@embrapa.br
mailto:fmachado@unb.br
mailto:silvia.belem@embrapa.br
mailto:dasciana.rodrigues@embrapa.br
mailto:thais.salum@embrapa.br
mailto:monica.damaso@embrapa.br
mailto:leia.favaro@embrapa.br

VI Encontro de Pesquisa e Inovagdo da Embrapa Agroenergia: Anais

Palavras-chave: expansinas, Saccharum, Pichia pastoris, Komagataella phaffii, forca
ténsil, hidrdlise enzimatica.

Introducao

A cana-de-acucar (complexo Saccharum) é a principal matéria-prima utilizada
para o desenvolvimento de biorrefinarias de lighocelulose no Brasil, ndo somente
pela conhecida producdo de biocombustivel (etanol de primeira e segunda geracdo),
acucar, bioeletricidade, biomassa para racdao animal, mas também pela obtencdo de
diversos outros produtos (Conab, 2019). A disponibilidade de informacdes da sequéncia
gendmica da cana-de-agucar tem facilitado a caracterizagdo funcional de genes e de
proteinas visando a alta produtividade e qualidade desta cultura.

As expansinas sdo proteinas encontradas em diferentes organismos e especialmente
em plantas. Elas estdo envolvidas em varios processos e atuam no rompimento das
ligagdes ndo covalentes entre as microfibrilas de celulose por um mecanismo nao
enzimatico, levando ao afrouxamento e extensdo da fibra (Santiago et al., 2018). Devido
a essas caracteristicas, elas tém sido investigadas ndo somente como um aditivo na
sacarificacdo enzimatica de biomassa lignoceluldsica (o afrouxamento causado pelas
expansinas pode facilitar o acesso das celulases as microfibrilas), mas também para
modificacdo das propriedades fisicas da celulose, entre diversas outras aplicacdes na
industria quimica, de papel e celulose, de ragcdes e téxtil. No entanto, ainda ndo ha
expansinas de plantas comercialmente disponiveis, em parte devido a dificuldade de
producdo heterdloga dessas proteinas. De fato, sua extracdo na forma nativa a partir
de plantas ndo é vidvel pois estdo presentes em pequenas quantidades nos tecidos
vegetais. Assim, hd uma grande necessidade por meios e métodos que viabilizem a
producdo recombinante de expansinas de plantas em microrganismos em quantidade
suficiente para aplicacdes diversas.

O grupo de pesquisa da Embrapa Agroenergia identificou mais de 90 genes
codificadores de expansinas de diferentes familias no genoma da cultivar de cana-
-de-agucar SP80-3280 (Santiago et al., 2018). Também foram identificados dois genes
codificadores das [-expansinas SacEXP82 e SacEXP49, que apresentaram expressao
génica preferencial nos tecidos do colmo de plantas adultas (8 meses) da cultivar
RB867515 (Pereira et al., 2017). Estas duas PB-expansinas foram posteriormente
produzidas por Pichia pastoris (reclassificada como Komagataella phaffii) e caracterizadas
funcionalmente. Elas foram capazes de alterar as propriedades fisicas da celulose por
meio de diminuicdo significativa da forca ténsil de fibras de celulose tratadas com
extratos proteicos enriquecidos com essas expansinas (Peixoto, 2019).

O presente trabalho teve como objetivo dar continuidade a caracterizacdo de
expansinas de cana-de-acucar. Uma B-expansina (SacEXP4) e uma a-expansina (SacEXP7)
altamente expressas nos tecidos de folhas jovens (2 meses) da cultivar SP80-3280 foram
produzidas por P. pastoris. Em seguida, extratos proteicos enriquecidos com as novas
expansinas foram aplicados em ensaios de hidrélise enzimatica de bagaco de cana pré-
-tratado por método organosolv em condic¢des laboratoriais. Também s3o apresentados
resultados sobre a alteracdo das propriedades fisicas de papel filtro tratado com as
novas expansinas recombinantes.
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Material e Métodos

Sintese de genes, selecao de transformantes e cultivo em
biorreator

Duas expansinas altamente expressas nos tecidos de folhas jovens da cultivar
SP80-3280 (B-expansina SacEXP4 e a-expansina SacEXP7) (Santiago et al., 2018)
foram escolhidas para producdo heterdloga e caracterizacdo funcional. As sequéncias
codificadoras foram selecionadas na base de dados do GenBank (acessos MG204192.1
e MG204152.1) e o DNA complementar (cDNA) foi sintetizado quimicamente de
acordo com a seguinte estratégia: vetor de expressdao pPICZB, peptideo sinal nativo,
cDNA sintético (sequéncia nativa), cddon de parada nativo. Essa construcdo permite
gue a proteina madura secretada pela levedura recombinante ndo contenha em sua
regido C-terminal o peptideo composto pelo epitopo myc e pela cauda de afinidade por
histidina (cauda de poli histidina). Os plasmideos recombinantes foram transformados
em células de Escherichia coli DH10B. Posteriormente foram purificados, linearizados
com a endonuclease Pmel e transformados em células de P. pastoris X-33 (reclassificada
como Komagataella phaffii) de acordo com o procedimento padrdo descrito em
EasySelect ™ Pichia Expression Kit (Invitrogen).

Os transformantes validados por PCR (com primers 5°’A0X e 3"AOX) foram cultivados
em condicBes indutoras da expressdo génica (metanol), com o objetivo de avaliar a
secrecdo das proteinas. Apds a triagem de dezenas de transformantes por SDS-PAGE
foram selecionadas duas linhagens que produziram as expansinas recombinantes: P.
pastoris_pPICZB_SacEXP4 T1 e P. pastoris_pPICZB_SacEXP7 T2.

O cultivo das linhagens selecionadas e da linhagem controle (P. pastoris X-33
transformada com o vetor vazio pPICZB) foi realizado em biorreatores LabFors 5 (INFORS)
com 3,6 L de capacidade, contendo 1,5 L de meio mineral de sais. As condicdes de
cultivo foram as seguintes: pH 5,5, 30°C, agitacado inicial em 800 rpm e, apds obtencao
de biomassa, agitacdo em cascata entre 600 e 1.200 rpm, fluxo de ar controlado em
1 vvm (litros de ar/minuto/ litro de meio) e concentragdo de pO, fixada em 25%. Para
obtenc¢do de biomassa, foram adicionados 40 g/L de glicerol. Em seguida, os cultivos
foram suplementados em duas etapas: apds finalizacdo do glicerol inicial, iniciou-se
a fase de transi¢do, adicionando-se glicerol e metanol na concentragdo de 1 g/L, em
seguida 2 g/L, e por ultimo somente metanol (5 g/L). Essa fase de transi¢cdo durou em
média 5 horas. Em seguida, foi iniciada a fase de inducdo por metanol, sendo adicionados
pulsos de metanol (entre 10 e 20 g/L).

Os sobrenadantes contendo as expansinas recombinantes (bem como o
sobrenadante da linhagem controle) foram concentrados [entre 10 e 20 vezes] e
dialisados em dgua (5 vezes) em concentrador Amicon (Millipore) com membrana de
polietersulfona de 5 kDa. As amostras foram analisadas por SDS-PAGE e a proteina total
foi quantificada utilizando kit comercial do 4cido bicinconinico (BCA), com albumina
de soro bovino (BSA) como padrdo de proteina. Os extratos proteicos enriquecidos
nas expansinas SacEXP4 e SaceEXP7 foram utilizados em diferentes testes.
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Confirmacao da identidade das expansinas recombinantes por
andlise protedomica (espectrometria de massas)

Além da analise eletroforética (SDS-PAGE), também foi realizada a analise protedmica
(de bandas de gel recortadas) para confirmacdo da identidade das expansinas
recombinantes. No caso, as bandas foram recortadas a partir de gel de poliacrilamida
desnaturante corado com Comassie. Essa andlise foi realizada por empresa prestadora
de servico na area de protedmica (GENONE). Os dados foram analisados com auxilio
do software Proteome Discoverer v2.1 (Thermo Fisher Scientific) usando como base de
dados todas as entradas associadas a Saccharum existentes na base de dados UniProt.

Efeito das expansinas recombinantes de cana-de-agucar
SacEXP4 e SacEXP7 na sacarificacao de substrato celuldsico

Os extratos proteicos enriquecidos contendo as expansinas recombinantes SacEXP4
e SacEXP7 foram avaliados na hidrdlise do bagaco de cana pré-tratado pelo método
organosolv, conforme metodologia desenvolvida na Embrapa Agroenergia. A proteina
BSA foi incluida como controle para corrigir efeitos inespecificos sobre a atividade
da celulase. O extrato proteico da cepa controle também foi incluido na analise. Na
avaliacdo da hidrélise do bagaco de cana pré-tratado, os experimentos foram realizados
com 5 mg/mL de biomassa incubada a 900 rpm e 30°C. No ensaio de pré-tratamento,
a biomassa foi incubada com extrato proteico concentrado ou BSA (10 mg/g) por 24 h.
Apos a incubacdo, a celulase comercial Cellulast (0,48 FPU/g) foi adicionada e a reacgdo
foi mantida na mesma temperatura por 24 h. Nos ensaios de sinergismo, adicionou-
-se extrato proteico concentrado ou BSA em combinagdao com a celulase comercial e
incubou-se durante 24 h.

Determinacao da for¢a ténsil e deformacgao de papel de filtro
tratado com as expansinas recombinantes

Ainfluéncia das expansinas recombinantes na tensdo maxima e deformacao de papel
filtro apds incubacdo foi avaliada utilizando a Maquina Universal de Ensaios AROTEC
WDW-20E. Tiras de papel filtro Whatman n2 3 foram cortadas (2 cm x 7 cm) e incubadas
a 30°C por 1 h em tampao acetato de sédio 50 mmol/L (pH 4,8) contendo 1,2 mg/mL de
cada extrato enriquecido. A forga ténsil de tiras de papel filtro Whatman n23 incubadas
em tampdo acetato de sédio com 1,2 mg/mL de BSA e tampdo acetato de sédio com
Uréia 8 mol/L também foi avaliada, como controles negativo e positivo, respectivamente.
Ap0ds o periodo de incubacgado, as tiras de papel foram retiradas do meio tamponado e
diretamente fixadas as garras da Maquina Universal de Ensaios. Todas as medidas de
tensdo foram realizadas utilizando uma célula de carga de 50 kgf, distancia entre garras
de 40 mm e velocidade de deslocamento das garras de 0,5 mm/min. Ao menos 5 corpos
de prova foram utilizados para cada condi¢do e os desvios padrdo foram calculados. Para
a comparagdo das médias foi utilizado o teste de Tukey com nivel de confianga de 95%.
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Resultados e Discussao

Producao heterdloga das expansinas SacEXP4 e SacEXP7 por P.
pastoris X-33

As sequéncias de cDNA das expansinas de cana-de-acucar SacEXP4 e SacEXP7 foram
clonadas no vetor de expressdo pPICZB (com peptideo sinal nativo; sem uma cauda de
afinidade na regido C-terminal). Transformantes de P. pastoris X-33 resistentes a zeocina
foram recuperados e confirmados por andlise de PCR (Figura 1).

M 12 34 5 6 78 9101112 13

10,000
3,000
1,500

500

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose 1% mostrando o resultado da amplificagdo por PCR de col6nia das expansinas
de cana-de-agucar SacExp4 (linhas 1 a 6 mostram diferentes transformantes avaliados) e SacEXP7 (linhas 7 a 12
mostram diferentes transformantes avaliados). Linha 13: PCR de col6nia da linhagem controle transformada com o
vetor vazio pPICZB. M - 1 Kb Ladder Plus (Sinapse Inc.).

Como esperado, foram visualizados dois fragmentos: um corresponde ao promotor
AOX1 (2.200 pb) e o outro corresponde ao tamanho das sequéncias alvo (SacEXP4 - 837
pb; SacEXP7 - 804 pb), acrescidas de 323 pb (provenientes do vetor), resultando em
fragmentos de aproximadamente 1.200 pb (marcados na Figura 1). Os transformantes
confirmados por PCR foram cultivados em meio contendo metanol e o perfil de proteinas
secretadas foi avaliado por SDS-PAGE (Figura 2).

Conforme observado na Figura 2, as duas expansinas provavelmente migraram no
gel como bandas de massa superior (entre 55 e 100 kDa) a prevista para a proteina
secretada (aproximadamente 28,38 kDa para SacEXP4 e 26,45 kDA para SacEXP7,
calculadas com a ferramenta Compute pl/Mw ExPASy). Essas diferencas podem ser
devidas a modificacBes pds-traducionais realizadas por P. pastoris X-33. De fato, algumas
expansinas e expansinas-like expressas em P. pastoris migram no gel com massas
superiores as previstas ou mesmo como multiplas bandas de massas distintas, inclusive
algumas expansinas da prdpria cana-de-acucar (Peixoto, 2019).
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Para confirmar a identidade das expansinas recombinantes, foi feita a analise
prote6mica das provdveis bandas (para esta analise foram escolhidas as bandas entre
55 e 70 kDa) correspondentes as expansinas SacEXP4 e SacEXP7 recortadas do gel de
poliacrilamida desnaturante corado com Comassie (Figura 3).

Figura 2. Andlise em gel de poliacrilamida desnaturante 12%, corado com nitrato de prata, do sobrenadante do
cultivo (72 h) de transformantes produtores das expansinas SacEXP4 (A) e SacEXP7 (B). M - Marcador PageRuler™
Plus Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa — Thermo Scientific. (A) M - marcador; linhas 1 e 2 - o sobrenadante
do cultivo de transformantes produtores da SacEXP4; linha 3 — sobrenadante da linhagem controle (contendo vetor
pPICZB vazio). (B) M — marcador; linhas 1 e 2 - sobrenadante do cultivo de transformantes produtores da SacEXP7;

linha 3 — sobrenadante da linhagem controle (vetor pPICZB vazio).

KDa
250

70

SacExp7 SacExp4

35

25

Figura 3. Andlise de SDS-PAGE (gel de poliacrilamida desnaturante corado com Comassie) realizada para recorte das
bandas que foram analisadas por técnicas de protedmica para confirmac¢do da identidade das expansinas SacEXP4
e SacEXP7. Em cada pogo foram aplicados 64 g de proteina, em 3 pogos separados cada proteina. O cultivo que
originou o sobrenadante avaliado é o mesmo obtido a partir do cultivo em biorreatores. M - Marcador PageRuler™

Plus Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific.

Os resultados da andlise proted6mica da provavel banda correspondente a SacEXP4
(massa entre 55 e 70 kDa) revelaram alta identidade de peptideos com uma expansina
denominada “Expansin 36” pertencente a “Saccharum hybrid cultivar”. Enquanto que
a analise da provavel banda referente a SacEXP7 mostrou identidade com a “Expansin
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82” de Saccharum (accession number AOA2HA4YIR5). Esses dados confirmam que os
transformantes selecionados (P. pastoris_pPICZB_SacEXP4 T1 e P. pastoris_pPICZB _
SacEXP7 T2) secretam as expansinas recombinantes.

Efeito das expansinas recombinantes na sacarificacao de bagaco
de cana

Os extratos proteicos concentrados e dialisados contendo as expansinas
recombinantes SacEXP4 e SacEXP7 foram avaliados na hidrélise do bagaco de cana-de-
-agUcar pré-tratado pelo método organosolv (Figura 4). Os resultados mostraram que a
adicao dos extratos contendo as expansinas recombinantes nao resultou em aumento
significativo de agucares redutores no final da hidrdlise no ensaio de sinergismo (Figura
4), em comparagao com os controles, nas condi¢Ges utilizadas (baixa carga enzimatica:
0,48 FPU/g de bagaco). No entanto, no ensaio denominado pré-tratamento, observou-
-se que a adi¢cdo da expansina recombinante SacEXP4 na hidrdlise resultou em aumento
significativo de acucar redutor total (teste de comparacdo de médias, a=0,05) em
comparag¢do com pelo menos dois dos trés controles experimentais utilizados (Figura 4).

A extensdo da melhoria na hidrdlise da biomassa lignocelulésica com a adicdo de
proteinas acessdrias como as expansinas ou outras proteinas é altamente dependente
do tipo de substrato e pré-tratamento, do teor de sdélidos, bem como da fonte e da
quantidade de celulase utilizada. De maneira geral, os dados obtidos mostraram que,
em uma das condi¢Ges de hidrodlise utilizadas (ensaio de pré-tratamento), a expansina
SacEXP4 apresentou um efeito positivo na liberacdo de acucar redutor total na
sacarificacdo enzimatica de bagaco de cana organosolv, porém esse efeito foi similar
ou menor do que o efeito de uma proteina de sacrificio tal como BSA (Figura 4). Assim
como observado no presente trabalho, alguns estudos relataram uma auséncia de
interacdo sinérgica entre celulases e expansina/expansina-like, ou que o sinergismo ndo
foi significativamente maior do que o observado quando uma proteina controle como
BSA é usada na hidrolise (Liu et al., 2015).
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Figura 4. Efeito de expansinas recombinantes de cana-de-aglcar (B-expansina SacEXP4 e a-expansina SacEXP7)
na sacarificacdo de bagaco de cana-de-agucar pré-tratado por método organosoly, utilizando dois tipos de ensaio,
denominados “pré-tratamento” e “sinergismo”. Os testes foram realizados em triplicata utilizando extratos proteicos
enriquecidos com as respectivas proteinas; e as barras de erro indicam as médias + desvio padrdo (teste de
comparagdo de médias, com a=0,05).
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Portanto, outras condi¢cdes devem ser avaliadas, a fim de investigar o potencial
sinérgico das expansinas recombinantes obtidas no processo de sacarificacdo. No
presente trabalho, outras aplica¢des foram testadas para indicar o melhor uso das
expansinas recombinantes da cana-de-acgucar, por exemplo, foi avaliada a capacidade
dessas proteinas de causar mudancas nas propriedades fisicas das fibras de celulose.

Determinacao da forg¢a ténsil e deformacgao de papel filtro
tratado com as expansinas

A avaliacdo da resisténcia a tracdao de papel filtro incubado com extrato proteico
contendo SacEXP4 e SacEXP7 foi realizada para verificar se estas expansinas possuem
um efeito de “afrouxamento” do substrato celulésico devido a ruptura de pontes de
hidrogénio. A Figura 5 apresenta uma comparac¢ado da resisténcia a tragdo do substrato
celuldsico (Whatman Filter Paper n? 3) tratado com BSA (controle negativo), SacEXP4,
SacEXP7 e ureia 8M (controle positivo) em pH 4,8, 30°C por 1 h.

A aplicacdo da B-expansina SacEXP4 resultou em amostras de papel filtro com uma
reducdo de aproximadamente 42% nos valores de tensdo mdxima, em comparagao
com o controle negativo (Figura 5). Esse resultado mostra que o efeito de SacEXP4 é
pronunciado e similar ao obtido por Artzi et al. (2016) para a expansina-like Cc/EXL1 da
bactéria Clostridium clariflavum e por Peixoto (2019) para a B-expansina recombinante
SacEXP82 de cana-de-agucar. A aplicacdo da a-expansina SacEXP7 levou a uma redugao
de aproximadamente 31% na tensdao maxima quando comparada ao controle negativo.
Este efeito é comparavel ao observado por Kim et al. (2009) para a expansina-like EXLX1
de Bacillus subtilis e por Peixoto (2019) para a B-expansina recombinante SacEXP49 de
cana-de-agucar em condi¢Ges de ensaio idénticas.

Conclusao

As expansinas de cana-de-agucar SacEXP4 e SacEXP7 produzidas por P. pastoris X-33
mostraram-se funcionalmente ativas.

| pH=4,8 T=30°C
0,4 4 a
7 |
2 03 4 b
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BSA SacEXP7 SacEXP4 Uréia

Figura 5. Comparagdo da resisténcia a tragdo de um substrato celuldsico (papel de filtro Whatman No. 3) tratado
com BSA (controle negativo), SacEXP4, SacEXP7 e ureia 8M (controle positivo). Médias seguidas de letras iguais ndo

diferem estatisticamente de acordo com o teste de Tukey (nivel de confianca de 95%).
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Isso pode ser concluido devido a acentuada diminuicao da forga ténsil de fibras de
papel filtro tratada com estas proteinas. Quando adicionada 24 h antes da celulase
comercial na reagao de hidrélise, a B-expansina SacEXP4 apresentou um efeito positivo
na liberacdo de acglcar redutor total na sacarificacdo de bagaco organosolv, porém
esse efeito foi similar ou menor do que o efeito de uma proteina de sacrificio tal como
BSA, nas condi¢Bes utilizadas. As expansinas recombinantes SacEXP4 e SacEXP7 tém
potencial para serem aplicadas diretamente (sem etapas de purificacdo) para modificar
as propriedades fisicas da fibra de celulose, tal como a do papel de filtro. A producao
recombinante mostrada no presente trabalho é o ponto de partida para investigar o
potencial dessas expansinas como um bioproduto renovavel para aplicagdes nas
industrias de papel e celulose, racdo animal, produtos téxteis, entre outros usos que
dependem de mudancgas nas propriedades fisicas da fibra para obter derivados com
caracteristicas distintas.
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Producao heterdloga e caracterizacao
funcional de mono-oxigenases liticas de
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Resumo

Mono-oxigenases liticas de polissacarideos (LPMOs) sdo enzimas de grande interesse
industrial por serem capazes de despolimerizar polissacarideos recalcitrantes, como a
celulose, e apresentarem sinergismo com hidrolases na degradacdao destes polimeros,
tendo potencial para aplicagdao em diversos processos. Este trabalho teve como objetivo
produzir e caracterizar LPMOs recombinantes de origem fungica e bacteriana e desvendar
seu potencial para aplicacdes biotecnoldgicas. Trés LPMOs dos fungos Neurospora crassa,
Gloeophyllum trabeum e Botryobasidium botryosum (subfamilia AA9) e cinco LPMOs das
bactérias extremofilas Thermobifida fusca, Hahella ganghwensis, Salinispora pacifica,
Verrucosispora maris e Moritella dasanensis (subfamilia AA10) foram selecionadas
e expressas pela levedura metilotréfica Pichia pastoris X-33 (reclassificada como
Komagataella phaffii). As enzimas recombinantes foram caracterizadas combinando
ensaio fluorométrico e ensaio de despolimerizacdo de celulose avaliado por cromatografia
liqguida acoplada a espectrometria de massas. Das oito LPMOs recombinantes obtidas,
cinco foram caracterizadas e mostraram-se funcionais por pelo menos um dos métodos
utilizados, sendo que trés foram capazes de despolimerizar a celulose. A LPMO da
bactéria S. pacifica apresentou regioseletividade C1/C4, enquanto as pertencentes a H.
ganghwensis e T. fusca apresentaram regioseletividade C1, apresentando potencial para
diferentes aplicacdes biotecnolégicas. A capacidade de despolimerizar a celulose faz
desse conjunto de LPMOs recombinantes um ativo tecnolégico que podera ser avaliado
como insumo para o desenvolvimento de novos produtos/processos que dependem
da despolimerizacdo da celulose, p. ex.:, sacarificacdo de biomassa lignoceluldsica para
producdo de etanol 2G, racdo animal, indUstria téxtil, entre outras aplicacdes.

Palavras-chave: mono-oxigenases liticas de polissacarideos, bactérias extremofilas,
fungos filamentosos, celulose, espectrometria de massas, Pichia pastoris.
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Introducao

As mono-oxigenases liticas de polissacarideos (do inglés PMO — polysaccharide
monooxygenase, ou LPMO — lytic polysaccharide monooxygenase) sdo enzimas que
clivam as regides cristalinas das moléculas de celulose e de outros polissacarideos por
um mecanismo oxidativo. Os polissacarideos que sdo substrato para essas enzimas sdo
a celulose, hemicelulose, o amido, a quitina, entre outros (Forsberg et al., 2019). A
descoberta das LPMOs em fungos e em bactérias revolucionou o conceito de degradacao
de polissacarideos na natureza na ultima década e, atualmente, sdo reconhecidas
por apresentarem um sinergismo com hidrolases (celulases, hemicelulases, amilases,
quitinases) na degradacdo de polissacarideos, o que contribui para sua ampla aplicacdo
biotecnoldgica. Este trabalho teve como objetivo produzir LPMOs recombinantes
de diferentes fungos e bactérias e caracterizd-las quanto a funcionalidade do sitio
ativo e capacidade de despolimerizacdo de celulose, visando desvendar o potencial
biotecnoldgico e possibilitar futuras aplicagdes.

Material e Métodos

Sintese de genes, clonagem, cultivo e analise de expressao
heterdloga

Os genes foram selecionados na base de dados do GenBank e o DNA complementar
(cDNA) foi sintetizado seguindo as estratégias de expressdo heterdloga da Tabela 1.
A clonagem foi confirmada pela analise do padrdao de restricdo com endonucleases
especificas escolhidas de modo a ndo interferir no processamento N-terminal das
LPMOs. A transformacdo de P. pastoris X-33, a analise de integracdo do gene alvo no
genoma, bem como os cultivos foram realizados de acordo com as instrugdes do manual
EasySelect™ Pichia Expression Kit (Invitrogen), considerando cada estratégia escolhida
(Tabela 1).

Tabela 1. Estratégias de expressdo utilizadas no presente trabalho para obtencdo de linhagens de P.

pastoris X-33 recombinantes produtoras de LPMOs de fungos e de bactérias.

Cauda
de poli
histidina

Origem Familia Acesso GenBank Vetorde Construcdo Peptideo Forma

(Espécie/Filo)  (Cazy) expressao génica sinal recombinante

cDNA

Neurospora Aty s 4 Sim
crassa AA9 EAA363621  pPiCZap  Snietico;  Alpha Proteina (His6-tag
codon -factor completa .
(Ascomycota) . C-terminal)
otimizado

Gloeophyllum cDNA Sim

trabeum AA9 AEJ35168.1 pGAPZB sintético; Nativo Dominio AA9 (His6-tag

(Basidiomycota) cédon nativo C-terminal)

Botryobasidium cDNA Proteina

botryosum AA9 KDQ09879.1 pPICZB sintético; Nativo Nado
- . . completa

(Basidiomycota) cédon nativo

Continua...
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Tabela 1. Continuacao.

Origem Familia Vetorde Construgdao Peptideo Forma Cauda.
A T Acesso GenBank ~ . i . de poli
(Espécie/Filo)  (Cazy) expressao génica sinal recombinante s
histidina
Thermobifida cDNA Alpha- Proteina Sim
fusca AA10 AAZ55306 pPICZaA sintético; -faF::tor ol (Hisb-tag
(Actinobacteria) cédon nativo P C-terminal)
Hahella cDNA Aloha- Sim
ganghwensis AA10  WP_020410109 pPICZoA sintético; P Dominio AA10  (His6-tag
. B} . -factor .
(Proteobacteria) codon nativo C-terminal)
Salinispora cDNA Alpha- Sim
pacifica AA10 WP_018745623.1 pPICZaA sintético; P Dominio AA10  (His6-tag
. . , . -factor .
(Actinobacteria) cédon nativo C-terminal)
Moritella cDNA Aloha- Sim
dasanensis AA10 WP_017222644.1 pGAPZaA sintético; P Dominio AA10  (His6-tag
. 3 . -factor .
(Proteobacteria) cédon nativo C-terminal)
Verrucosispora cDNA Alpha- Sim
maris AA10 AEB43663.1 pGAPZaA sintético; -faF::tor Dominio AA10  (His6-tag
(Actinobacteria) cédon nativo C-terminal)

Atividade enzimatica: ensaio fluorométrico e de espectrometria
de massas

A funcionalidade das LPMOs purificadas foi avaliada indiretamente pela deteccao
da formagdo de peréxido de hidrogénio (H,0,) utilizando o teste fluorométrico Amplex
Red/Horseradish peroxidase (HRP) (Isaksen et al., 2014). Este teste se baseia na geragdo
de H,0, como subproduto de uma reagdo secundaria catalisada pelo sitio ativo das
LPMOs na presenca de agente redutor e na auséncia de substrato. Os ensaios foram
realizados em triplicata utilizando 10 uM da LPMO purificada.

A capacidade de despolimerizacdo de celulose pelas LPMOs recombinantes foi
testada como descrito por Tanghe et al. (2015) e Silva et al. (2019), utilizando 1 uM de
enzima purificada, PASC (do inglés, phosphoric acid swollen cellulose) a 2 mg/mL como
substrato e acido ascdrbico (2 mM) como agente redutor em tampao acetato de sdédio
5 mM pH 4,5, a 50°C durante 24h sob agitacdo. Controles negativos na auséncia de
agente redutor e/ou enzima também foram realizados. Os produtos cataliticos foram
analisados por cromatografia liquida de interacdo hidrofilica acoplada a espectrometria
de massas (HILIC-UHPLC-ESI-MS), como descrito por Silva et al. (2019).

Resultados e Discussao

Producao heterdloga de LPMOs de fungos e bactérias por P.
pastoris
A triagem de centenas de transformantes de P. pastoris X-33 resultou na selecdo de

linhagens recombinantes produtoras das oito LPMOs (trés fungicas e cinco bacterianas).
A Figura 1 mostra o perfil proteico de transformantes produtores das LPMOs de N. crassa
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(proteina completa), G. trabeum (dominio catalitico AA9) e B. botryosum (proteina
completa). A producdo recombinante de uma LPMO do fungo B. botryosum é relatada
pela primeira vez no presente trabalho.

De modo geral, verificou-se que as LPMOs de origem fungica apresentaram massa
molecular superior ao previsto e/ou um perfil diferenciado de bandas com diferentes
padrdes de migracao no gel de poliacrilamida, com massas variando entre 25 e 70 kDa
(p. ex.: N. crassa e G. trabeum). Isso pode ser devido a ocorréncia de modificacdes
pos-traducionais conforme relatado para outras LPMOs de fungos produzidas por P.
pastoris (Gaber et al., 2020).

N. crassa G. trabeum B. botryosum
(vetor pPICZaA) (vetor pGAPZB) (vetor pPICZB)
s M 1 2 3 M123,knar_“_"‘_9652 koa M 1 2 3 4
100 = :Zg
0 . pG G2 C+ 100
55 0 ‘ 70
35 = |- 55
25 35
35| -
25
25 .

| &

Figura 1. Andlise por SDS-PAGE, dot-blot e/ou Western blot do sobrenadante do cultivo de transformantes
de P. pastoris X-33 produtores de trés LPMOs de fungos. N. crassa: Na figura é mostrado o gel de poliacrilamida
desnaturante 12% corado com nitrato de prata, exemplificando o perfil proteico do sobrenadante apds cultivo em
frascos (72h) de dois transformantes selecionados (1 e 2). Em 3 é mostrado o controle negativo (sobrenadante
do cultivo de P. pastoris transformada com o vetor vazio pPICZaA). Também é mostrada a analise de Western blot
correspondente, seguindo a mesma ordem. Os asteriscos exemplificam que a LPMO recombinante de N. crassa
pode ter sido secretada de diferentes formas, com padrdo de migracdo distinto no gel. M - PageRuler™ Plus
Prestained Protein Ladder, 10 to 250 kDa, Thermo Scientific. G. trabeum: Na figura é mostrado o gel de poliacrilamida
desnaturante 12% corado com nitrato de prata, exemplificando o perfil proteico do so’brenadante apods cultivo (48h
em biorreator) de um transformante selecionado (G2), em comparagdo com o controle negativo (pG) correspondente
a P. pastoris transformada com o vetor vazio pGAPZB. E possivel observar diferentes formas com padrdo de migracdo
distinto, provavelmente correspondentes a LPMO recombinante. M - PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10
to 250 kDa, Thermo Scientific. Também é mostrada a andlise de dot-blot correspondente, confirmando a presenca
da LPMO recombinante no respectivo sobrenadante, em comparagdo com os controles negativo (pG) e positivo
(C+, correspondente a LPMO recombinante da bactéria H. ganghwensis). B. botryosum: A figura mostra o gel de
poliacrilamida corado com Comassie, sendo possivel observar 4 transformantes (1 a 4) produtores da LPMO de B.
botryosum apds 72h de cultivo em frascos, conforme destacado no retangulo. Neste gel ndo é mostrado o controle
negativo correspondente ao sobrenadante de P. pastoris transformada com o vetor vazio pPICZB. M - PageRuler™ Plus
Prestained Protein Ladder, 10 to 250 kDa — Thermo Scientific.
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A Figura 2 mostra a expressao heteréloga da LPMO da bactéria T. fusca (proteina
completa), bem como do dominio catalitico AA10 das LPMOs de S. pacifica, H.
ganghwensis, M. dasanensis e V. maris. A producdao recombinante de uma LPMO
da bactéria S. pacifica é inédita. Verificou-se que as LPMOs bacterianas também
apresentaram massas superiores ao previsto, provavelmente devido a altera¢des pds-
-traducionais, porém as proteinas migraram como bandas Unicas no gel de poliacrilamida
(p. ex.: T. fusca, S. pacifica e H. ganghwensis).

Caracterizagao da atividade enzimatica por ensaios
fluorimétricos e por espectrometria de massas

A Tabela 2 mostra os resultados do teste de producdo de perdxido de hidrogénio
de cinco LPMOs recombinantes. Os ensaios foram realizados utilizando tampdo e
pH adequados para o funcionamento da peroxidase (fosfato de sddio; pH 7,4). Tais
condi¢cbes podem ndo ser adequadas para as diferentes LPMOs avaliadas. Em todo o
caso, o resultado positivo do teste, comparado a todos os controles, indica que pelo
menos o sitio ativo da proteina heteréloga estd funcional, o que por sua vez indica que
o processamento N-terminal da LPMO foi realizado de forma adequada por P. pastoris.
Os resultados mostraram que o sitio ativo das cinco LPMOs recombinantes realizou a
redugdo de O, para H,0O, na presenca do doador de elétrons (ascorbato), e auséncia de
substrato celuldsico, nas condic¢des utilizadas.

Tabela 2. Caracterizacdo funcional de LPMOs recombinantes quanto a capacidade de producdo de

perdxido de hidrogénio (H,0,) em ensaio fluorométrico Amplex Red/Horseradish peroxidase.

Amplex Red/
Origem da LPMO Forma recombinante secretada e purificada Horseradish
peroxidase
Neurospora crassa Proteina completa; His6-tag (C-terminal) Positivo
Gloeophyllum trabeum Dominio catalitico AA9; His6-tag (C-terminal) Positivo
Thermobifida fusca Proteina completa; His6-tag (C-terminal) Positivo
Hahella ganghwensis Dominio catalitico AA10; His6-tag (C-terminal) Positivo

Salinispora pacifica Dominio catalitico AA10; His6-tag (C-terminal) Positivo
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T. fusca (vetor pPICZaA) S. pacifica (vetor pPICZaA)
M 1 2 3 4 kDa

M 1 2 3 4
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u’ 250

. 1001

70

. 55

[+ g

+ C+
R Salinispora ppiczan ¢ €

H. ganghwensis (vetor pPICZaA) M. dasanensis / V. maris (vetor pGAPZaA)
kpa 1 2 3 4 5 6 7

kDa

MdAA10.1-SD  pGAP

+ VmAA10.2-5D

Figura 2. Analise por SDS-PAGE, dot-blot e/ou Western blot do sobrenadante de transformantes de P. pastoris

5%

X-33 produtores de cinco LPMOs bacterianas. T. fusca: Exemplo das analises por SDS-PAGE e Western blot de
transformantes selecionados. M - Marcador Color Protein Standard Broad Range, NEB. 1 e 3 - Perfil proteico do
sobrenadante do cultivo de 48h e de 72h da cepa controle de P. pastoris contendo o vetor vazio pPICZaA. 2 e 4
- Sobrenadante do cultivo de 48h e de 72h de P. pastoris produtora da LPMO de T. fusca. A andlise de Western blot
correspondente é mostrada seguindo a mesma ordem, sendo que as setas brancas indicam a LPMO recombinante de
T. fusca. S. pacifica: Exemplo das analises por SDS-PAGE e dot-blot de transformantes selecionados. M - PageRuler™
Plus Prestained Protein Ladder, 10 to 250 kDa, Thermo Scientific. 1 e 2 - sobrenadantes do cultivo (72h) de dois
transformantes de P. pastoris produtores da LPMO de S. pacifica (dominio catalitico AA10). 3 — controle positivo,
correspondente a LPMO recombinante de T. fusca; o controle negativo ndo é mostrado neste gel. Também é mostrada
a anadlise por dot-blot, confirmando a secre¢do da LPMO recombinante de S. pacifica no sobrenadante (72h) de
um transformante selecionado, em compara¢do com o sobrenadante da linhagem controle contendo o vetor vazio
pPICZaA e com o controle positivo (LPMO recombinante de T. fusca). A membrana de nitrocelulose foi marcada com
anticorpo Anti-HisTag conjugado a fosfatase alcalina e a revelacdo foi feita com substrato NBT/BCIP. H. ganghwensis:
Exemplo das andlises por SDS-PAGE e Western blot de transformantes selecionados produtores do dominio AA10 da
LPMO de H. ganghwensis. 1 - PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific. 2 e 4 - Sobrenadantes
do cultivo (72h) de dois transformantes de P. pastoris produtores do dominio AA10 da LPMO de H. ganghwensis.
3 e 5 - imunodetecgdo correspondente usando anticorpo contra cauda de poli histidina. 6 e 7 - controle positivo,
correspondente a uma xilanase recombinante obtida na Embrapa Agroenergia. M. dasanensis / V. maris: Exemplo
da andlise dot-blot do sobrenadante do cultivo (72h) de transformantes de P. pastoris produtores dos dominios
cataliticos AA10 das LPMOs de M. dasanensis (MdAA10.1-SD) e de V. maris (VmAA10.2-SD). (+) controle positivo,
correspondente a LPMO recombinante de T. fusca. pGAP - controle negativo, correspondente ao sobrenadante do

cultivo de P. pastoris transformada com o vetor vazio pGAPZaA.
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As analises HILIC-UHPLC-ESI-MS confirmaram a capacidade da LPMO recombinante
da bactéria T. fusca (proteina completa), bem como dos dominios cataliticos
AA10 recombinantes das bactérias extreméfilas S. pacifica e H. ganghwensis de
despolimerizarem a celulose na presenca de acido ascérbico através de mecanismo
oxidativo, uma vez que celo-oligossacarideos oxidados foram detectados como
produtos de a¢do dessas enzimas (Figura 3). O perfil de produtos cataliticos sugere que
o dominio catalitico AA10 da LPMO de S. pacifica apresenta regioseletividade C1/C4,
uma vez que celo-oligossacarideos oxidados nas posi¢des C1 (GlcGIc1A — Glc,GIclA) e
C4 (GIc4KGlc — GIc4KGlc,) foram detectados. O dominio catalitico AA10 da LPMO de H.
ganghwensis, bem como a LPMO completa de T. fusca, por outro lado, liberaram apenas
celo-oligossacarideos Cl-oxidados (GlcGlc1A — Glc,Glc1A), indicando regioseletividade
C1. As diferentes regioseletividades das LPMOs e seus dominios cataliticos podem ser
exploradas para diferentes aplicagdes e ampliam o potencial biotecnolégico deste grupo
de enzimas.

A LPMO do fungo G. trabeum nao produziu oligossacarideos oxidados em niveis
superiores aos detectados no controle negativo (na auséncia de 4cido ascérbico), ndo
sendo possivel concluir sobre sua atividade. No caso, somente o dominio AA9 da LPMO
de G. trabeum foi expresso e uma cauda de poli histidina foi incluida na extremidade
C-terminal, modificagdes que podem interferir na atividade oxidativa sobre a celulose,
conforme relatado para algumas LPMOs (Gaber et al., 2020). Apesar disso, conforme
Tabela 2, o teste fluorométrico mostrou que o sitio ativo desta proteina esta funcional.

A presenca de cauda de poli histidina na por¢dao C-terminal da LPMO de T. fusca
e nos dominios AA10 das LPMOs de S. pacifica e H. ganghwensis, entretanto, ndo
inviabilizaram a capacidade de despolimerizar a celulose. Além disso, com excecao
da LPMO da bactéria T. fusca, que foi sintetizada de forma completa, as LPMOs de S.
pacifica e H. ganghwensis foram produzidas somente com o dominio catalitico (AA10),
e mesmo assim mostraram-se funcionais pelos métodos utilizados (colorimétrico e
espectrométrico). Estes dados corroboram estudos anteriores sobre a funcionalidade
de dominios cataliticos de LPMOs produzidos em hospedeiros heterélogos e que tal
atividade depende da proteina e de outros fatores (Gaber et al., 2020).

As quatro enzimas testadas liberaram celo-oligossacarideos neutros (Glc, — Glc,)
independentemente da adicdo de agente redutor, provavelmente devido a presenca
de tracos de endoglucanases secretadas por P. pastoris nas preparagdes enzimaticas
purificadas que foram utilizadas nos testes. Tal hipdtese é corroborada pela detecgcao
de atividade de endoglucanase no sobrenadante de P. pastoris transformada com os
vetores de expressao pGAPZB e pPICZaA vazios (dados ndo mostrados).
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Conclusoes

Das oito LPMOs recombinantes obtidas, cinco foram caracterizadas e mostraram-
-se funcionais por pelo menos um dos métodos utilizados e trés foram capazes
de despolimerizar a celulose. Estudos futuros comparando as diferentes formas
recombinantes das LPMOs avaliadas no presente trabalho (proteina completa versus
dominio catalitico) deverdo ser realizados para melhor caracterizacdo da funcionalidade
destas enzimas.

A capacidade de despolimerizar a celulose faz desse conjunto de LPMOs
recombinantes um ativo tecnolégico que poderd ser aplicado como um insumo para
o desenvolvimento de produtos ou processos que dependem da despolimerizacdo da
celulose. Por exemplo, essa colecdao de LPMOs pode ser avaliada para desenvolvimento
de coquetéis enzimaticos ou suplementacdo de tais coquetéis para sacarificacdo
enzimatica de biomassas lignoceluldsicas. Conforme relatado na literatura cientifica
e patentdria, as LPMOs encontram aplicacbes em diferentes tipos de industria: de
alimentos, nas etapas de processamento na industria de papel e celulose, nas diferentes
etapas de processamento de fibras téxteis e tecidos, como insumos na producdo de
racdo animal, na industria quimica baseada em celulose, para producdo de nanofibras
de celulose a partir de diferentes matérias-primas, entre outras aplicacdes no conceito
de biorrefinarias de materiais lignoceluldsicos.
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Prospecc¢ao e producao de
uma nova xilanase visando
aplicacao biotecnoldgica

Andréssa de Rezende Bastos Araujo?, Valquiria Alice Lacerda Michalczechen?, Betulia
de Morais Souto®, Dasciana de Sousa Rodrigues®, Betania Ferraz Quirino *

Resumo

O Brasil € um importador de enzimas. Visando aumentar sua participa¢do neste mercado
e desenvolver a sua bioeconomia, novos estudos de prospecc¢do e caracterizacao de
enzimas sdo necessarios. Neste trabalho, o transcriptoma de um fungo brasileiro foi
analisado e uma sequéncia codificante de uma possivel xilanase, denominada Xnd01
foi avaliada por bioinformatica para identificacdo de similaridade com outras proteinas
e presenca de dominios conservados e em seguida, selecionada para expressao
heterdloga. A sequéncia codificante para Xnd01 foi inserida no vetor pGAPZaA para
expressdao em Komagataella phaffi. Apos a sintese, o vetor foi transformado em seu
respectivo hospedeiro e foi possivel obter clones com atividade enzimdtica em xilana
de faia. A enzima Xnd01 foi purificada e submetida a teste de atividade enzimdtica em
CMC, Avicel, xilana de faia, celobiose, xilobiose, maltose e salicina e em seis substratos
sintéticos (pNPC, pNPX, pNPaG, pNPG, pNPaAra e pNPGal). Em relagdo aos substratos
naturais, Xnd01 somente apresentou atividade em xilana de faia. J& em relacdo aos
substratos sintéticos testados, Xnd01l apresentou atividade em p-nitrofenil-B-D-
-celobiosideo (pNPC), indicando que ela pode atuar como uma celobio-hidrolase. Novos
ensaios de caracterizacdo e determinacao da especificidade desta enzima estdo em
processos de conclusao.

Palavras-chave: industria biotecnoldgica, enzimas. celobio-hidrolase, xilanase.

Introducao

Enzimas sdo catalisadores bioldgicos que aceleram reagdes quimicas na conversdo
de substrato em produto. Elas podem ser encontradas em microrganismos e usadas
para acelerar uma gama de processos industriais. A palavra enzima foi utilizada pela
primeira vez por Wilhelm Kilhne em 1878 e é derivada das palavras gregas ‘em’ que
significa ‘dentro’ e ‘zume’ que significa ‘fermento’ (Robinson, 2015).

A busca por novas enzimas é necessaria para as mais diversas industrias que as
utilizam em seus processos, tais como a industria alimenticia, a industria téxtil e a
industria de biocombustiveis. Na industria alimenticia as enzimas sdo fundamentaispois
atuam em diversos processos. Um exemplo, é o processo de clarificacdo de sucos,
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deixando-os mais visualmente atraentes e melhorando o rendimento da sua extracao
da fruta. Para isso podem ser utilizadas pectinases, xilanases e outras enzimas (Singh et
al., 2019).

Ja na industria de biocombustiveis é possivel utilizar enzimas durante a produgao
do etanol de segunda gerac¢do, onde se faz necessario o uso de coquetéis enzimaticos
para a desconstrucao da biomassa lignocelulésica, que é composta principalmente por
celulose, hemicelulose e lignina. A atuacao de celulases, xilanases, peroxidases, lacases
e outras enzimas acessorias permitem a desconstrucdao da biomassa e o agucar gerado
em virtude desse processo pode ser utilizado para produgao de biocombustiveis (BINOD
et al., 2019). Dentro da familia de celulases, pode-se encontrar as celobio-hidrolases que
atuam nas extremidades redutoras ou nao redutoras da cadeia de celulose liberando
residuos de celobiose que serdo clivados por B-glicosidases em mondmeros de glicose
(Woon et al., 2016). Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi prospectar uma enzima
de um fungo da biodiversidade brasileira (Cladosporium cladospoirioides) e caracterizar
a mesma apos identificar sua atividade enzimatica.

Material e Métodos

Analise in silico de endoxilanase Xnd01

A sequéncia de aminoacidos de XndO1 foi analisada no servidor web do NCBI
usando Blastp (Altschul et al., 1997) e cinco sequéncias com maior similaridade foram
usadas para comparar dominios conservados, usando o software Geneous (Kearse et.al,
2012). As bases de dados Gene3D (https://www.uniprot.org/database /DB-0029), Pfam
(https://pfam.xfam.org/), Panther (http://www.pantherdb.org/), PROSITE_PROFILES,
PROSITE_PATTERNS (https://prosite.expasy.org/), ProDom (http://130.88.97.239/
bioactivity/prodomsrchjj.html), PHOBIUS (http://phobius.sbc.su.se/), SIGNALP (http://
www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), SMART e Superfamily foram utilizadas nesta analise.
A anadlise filogenética molecular usando o método de maxima verossimilhanga foi
conduzida usando MEGA versdo 6 (Tamura et. al, 2013) com base no modelo baseado
em matriz JTT. A confiabilidade da reconstrucao filogenética foi estimada usando 1.000
repeti¢des. A arvore filogenética foi construida com 15 sequéncias de xilanases fungicas
semelhantes a Xnd01 conforme o BLASTPe 5 celobio-hidrolases ja caracterizadas
estruturalmente de acordo com o banco de dados PDB (https://www.rcsb.org/).

Propagacao do vetor pGAPZaA Xnd01 em Escherichia coli e
expressao em Komagataella phaffi

O vetor pGAPZaA XndO1 foi sintetizado pela empresa GeneOne e usado para
transformar células eletrocompetentes de E. coli EPI300 (Sambrook; Russell 2001).
As células bacterianas transformadas foram estriadas em meio dgar LB Low salt
suplementado com zeocina (25 pug / mL) e incubadas a 37° C durante a noite. Trés
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colonias foram selecionadas e submetidas a extracdo do DNA plasmidial, seguida de
digestdo com a enzima de restricdo Xhol e eletroforese em gel de agarose 1% para
verificar se o vetor foi sintetizado corretamente. O pGAPZaA Xnd01 foi linearizado com
BspHI para integracdao no genoma de K. phaffi e eletroporado em cepas de K. phaffi
X-33. Em seguida, doze col6nias positivas foram cultivadas em 7 mL de meio YPD em
falcons de 50 mL e incubadas a 30 ° C por 3 dias para indu¢do da expressao e avaliacao
da atividade enzimatica em xilana de faia. A colénia com maior atividade enzimatica foi
selecionada para indugdo em maior volume. Para a expressdo constitutiva (pGAP), o
transformante de K. phaffi foi cultivado em meio YPD por 3 dias e a producdo da enzima
foi realizada em um frasco aletado de 2 L a 30° C com agitagdo constante a 200 rpm.
O sobrenadante da cultura foi coletado apds 3 dias para purificacdo por afinidade em
Akta Pure e andlise da atividade de Xnd01 em diferentes substratos. A concentracdo da
proteina pura foi mensurada no Nanodrop utilizando a massa molecular da proteina e o
coeficiente de extingao.

Atividade enzimatica

A atividade enzimatica de XndO1 foi avaliada em triplicata em substratos naturais e
sintéticos. Os substratos inicialmente testados foram celobiose, xilobiose, CMC, avicel,
maltose, salicina e xilana. Para a atividade com xilana de faia, a reag¢ao foi incubada a
50° C por 15 min e os agucares liberados foram quantificados pelo método DNS (Miller,
1959). A curva padrao foi feita com xilose. Além disso, a atividade também foi avaliada
em substratos sintéticos (pNPG, pNPX, pNPGal, pNPaG, pNPaAra e pNPC) a 45 °C por
15 minutos. Apds interromper a reacao pela adi¢do de 100 uL de carbonato de sédio
1 mol/L, a quantidade de 4-nitrofenol liberada dos substratos foi medida pela leitura
da absorbancia a 405 nm (SpectraMax M3). Os dados foram comparados a uma curva
padrdo de 4-nitrofenol (pNP). Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade
de enzima que liberou substrato a uma taxa de 1 umol por minuto sob condi¢des padrao.

Resultados e Discussao

Analise in silico de Xnd01

Xnd01 possui alta similaridade com endo xilanases da familia GH 10 de origem
fungica. A familia GH10 é composta, segundo o Cazy, por endo-1,4-B-xilanase, endo-
-1,3-B-xilanase, tomatinase, xilana endotransglicosilase e endo-B-1,4-glucanase. Em
seguida, os dominios conservados foram analisados. A Figura 1 mostra o alinhamento
de sequéncias e os dominios identificados em Xnd01 e nas cinco xilanases mais préximas
de acordo com BlastP, onde é possivel identificar a presenca do dominio GH10 em todas
as sequéncias.
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Figura 1. Alinhamento e busca de dominios conservados em Xnd01 e nas cinco sequéncias com maior similaridade de
acordo com BlastP. 1: XndO1, 2: Endo-1-4-beta-xilanase F3 TLD04600.1 [Venturia nashinicola], 3: Glicosil hidrolase da
familia 10 AQX83204.1 [Cladosporium acalyphae], 4: Endo-1,4-beta-xilanase F3 0Q022528.1 [Rachicladosporium sp.
CCFEE 5018], 5: Endo-1,4-beta-xilanase F30Q008885.1 [Rachicladosporium antarcticum], 6: Endo-1,4-beta-xilanase
XP_025438678.1 [Aspergillus brunneoviolaceus CBS 621,78].

Producao e purificagdao da potencial xilanase multiespecifica
Xnd01

A enzima XndO01 foi produzida em K. phaffi e purificada. O pico obtido na purificacdo
foi submetido a andlise em gel SDS PAGE 12% e Western Blotting. A Figura 2 mostra o gel
SDS PAGE 12%, a esquerda, corado com nitrato de prata e o Western Blot, a direita, onde
é possivel confirmar a pureza da proteina e seu tamanho de aproximadamente 35 kDa,
conforme era esperado.

Figura 2. Andlise
eletroforética em gel SDS-
-PAGE 12% e Western Blot

C+ MM XndOo1 C+ MM Xndo1 da proteina Xnd01 ap6s

kDa purificagdo. Os anticorpos
250 - .

100 kDa utilizados foram o anticorpo
130 monoclonal de rato anti
~100 | f— His Tag (Sigma Aldrich) e
-0 - o anticorpo anti-lgG de
~55 | w— . .

35 kDa cabra (Sigma Aldrich).
"?5 e Controle positivo (C +): beta
= - glicosidase heterdloga CB1.
=15 | — Xnd01: Fragdo coletada

Blot durante a purificagdo.

-~
SDS-PAGE 12%  Western Blot

MM: Page Ruler prestained
protein (Thermo Scientific).
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Atividade enzimatica de Xnd01

O teste de atividade foi realizado com diferentes substratos para determinar a
especificidade do substrato da enzima XndO1 purificada. Ela apresentou atividade
enzimatica em xilana (2,57 + 0,13 U/mg) e em p-nitrofenil-B-D-celobiosideo (6320,28
+ 0,044 U/mg). Lee e colaboradores descreveram uma exo-B-1,4-celobio-hidrolase de
Streptomyces coelicolor A(3) da familia GH48 que apresentou atividade em xilana de faia,
assim como Xnd01 (Lee et al., 2018). Segundo Lee e colaboradores, a celobio-hidrolase
descrita por eles apresentou atividade alta em avicel e CMC, sendo que a caracterizacao
foi feita com avicel. Além disso, eles relataram que a enzima apresentou baixa atividade
em papel filtro e em xilana de faia. Além disso, Woon e colaboradores (2016) descreveram
em seu trabalho a celobio-hidrolase CBH7B que apresentou atividade insignificante em
avicel e outros substratos de celulose microcristalina. Segundo eles, essa baixa atividade
em substrato natural pode estar relacionada a glicosilagdes que afetaram sua atividade
(Woon et al., 2016).

Os ensaios aqui descritos sdo iniciais e serdo necessarios mais ensaios com a Xnd01
utilizando substratos diferentes tais como celotetratose, celotriose, celopentaose a fim
de verificar sua acdo como celobio-hidrolase.

Conclusao

Neste trabalho foi possivel prospectar uma enzima de potencial aplicacdo
biotecnoldgica e iniciar sua caracterizacdo. XndO1 foi triada a partir do transcriptoma
do fungo C. cladosporioides e possui 34,52 kDa, pl de 7,76 e coeficiente de extincdo de
71765. Xnd01 apresentou atividade enzimatica em xilana de faia (2,57 £ 0,13 U/mg)
e em pNPC (6320,28 + 0,044 U/mg). Novos testes estdo em andamento a fim de
confirmar a atividade desta enzima como celobio-hidrolase e realizar sua caracterizacao
bioquimica detalhada.
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Prospeccao, selecao e identificacao
de bactérias produtoras de corantes

Glducia Emy Okida Midorikawa®, Larissa Carmona Zonta Santos?,
Patricia Abrdo de Oliveira®, Léia Cecilia de Lima Fdvaro*

Resumo

Os corantes naturais podem ser extraidos de uma variedade de plantas, animais e
microrganismos. A maioria dos corantes naturais utilizados para diferentes fins é
produzida a partir de plantas, entretanto, pigmentos extraidos de plantas para uso
industrial possuem o gargalo da producdo, estabilidade e custo. Uma alternativa mais
sustentavel para a producdo de corantes naturais é a via biotecnolégica utilizando
microrganismos. O conhecimento de técnicas de cultivo, processamento e facilidade de
manipulacdo, tornam a producdo de corantes por microrganismos em larga escala um
atrativo para a indUstria de cosméticos, de alimentos, téxtil, de pintura, entre outras.
Este trabalho apresenta a prospeccdo de uma colecdo de bactérias associadas a plantas
nativas e cultivadas de diferentes biomas quanto a sua capacidade de produzir corantes.
A prospecgdo foi inicialmente realizada em dois meios de cultura sélidos, sendo
selecionadas linhagens produtoras de col6nias intensamente coloridas nas tonalidades
de amarelo, rosa, vermelho e marrom em pelo menos um dos meios avaliados. A partir
das linhagens de bactérias pré-selecionadas foram escolhidas 6 linhagens (Bioenzi
B-132A, Bioenzi B-480A, Bioenzi B-586, Bioenzi B-648, Bioenzi B-652 e Bioenzi B-584)
para avaliacdo da producdo de corantes em condicdes de fermentacdao submersa em
diferentes meios de cultura liquidos. A linhagem Bioenzi B-480A (Serratia marcescens)
destacou-se por ser capaz de produzir corante vermelho intenso em meio NB jd nas
primeiras 6 h apds a inoculagdo, intensificando a coloragdo nas horas subsequentes
de cultivo (24, 48, 72h). A identificacdo taxonOmica das bactérias selecionadas revelou
novas linhagens de Sphingomonas endophytica, Serratia marcescens, Streptomyces
olivaceus, Luteibacter yeojuensis, Brevibacterium siliguriense e Curtobacterium luteum
com potencial para serem futuramente caracterizadas quanto a identidade de seus
metabdlitos secundarios visando a descoberta de novos corantes naturais com aplicacao
industrial.

Palavras-chave: bioprospeccdo, bactérias endofiticas, corantes naturais, metabdlitos
secundarios.

Introducao

Nas ultimas décadas, tem-se observado um aumento na demanda pela troca de
pigmentos sintéticos por pigmentos naturais devido a conscientizagdo do consumidor
por produtos ecoldgicos e sustentaveis. Os pigmentos oriundos de processos ecolégicos e

Bidloga, doutora em Biologia Molecular, Universidade de Brasilia, colaboradora da Embrapa Agroenergia, glauciaemy@gmail.com
Farmacéutica, especialista em Cosmetologia, Grupo Boticario, larissa.zonta@grupoboticario.com.br
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gue resultam em um bioproduto, além de aumentar a comercializagdo do produto, pode
possuir propriedades de atividade bioldgica como as a¢des anticancer e antioxidantes
(Tuli et al., 2015).

Os pigmentos naturais podem ser extraidos de uma variedade de plantas, animais
e microrganismos, entretanto, pigmentos extraidos de plantas para uso industrial,
possuem o gargalo da producdo e custo. J& os pigmentos extraidos a partir de
microrganismos (fungos, leveduras, bactérias) sdao fontes em potencial, conhecidos
por produzirem uma variedade de pigmentos, de facil escalonamento e baixo custo
de producdo (Galaffu, et al., 2015), sendo promissores como fonte de pigmentos para
cosméticos. A fermentacdao é uma estratégia importante e muito utilizada na obtencao
dos pigmentos de microrganismos. Ela pode ser por meio de cultivos de fermentacao
estado sdlido (SSF) ou fermentacdo submersa (SmF), onde fatores como: temperatura,
pH, fontes de carbono e nitrogénio, tipo de fermentacado, minerais e taxa de aeracao,
podem influenciar na producdo de pigmentos (Kumar et al., 2015).

Diversos grupos de bactérias, fungos, leveduras e algas tém sido amplamente
estudados pelo seu potencial como fonte de pigmentos (Malik et al., 2012). As bactérias
podem produzir uma variedade de pigmentos como, os carotenoides, melaninas,
violaceina, prodigiosina, piocianina, actinorodina e zeaxantina (Venil et al., 2014).
Além da ampla variedade de pigmentos, as bactérias apresentam ciclo de vida curto
e facil manipulacdo, caracteristicas vantajosas para uso em escala industrial. Dentre os
microrganismos presentes no banco de dados de germoplasma da Embrapa, oriundo
de diversos nichos ecoldgicos, estdo presentes cepas de bactérias de diversas cores e
biomas brasileiros.

Material e Métodos

As bactérias avaliadas quanto a capacidade de produzir corantes foram coletadas
em diversos ambientes (endofiticas, epifiticas e da rizosfera) e associadas a plantas de
diferentes regides e biomas do Brasil. As linhagens encontravam-se preservadas na
“Colecdo de Microrganismos e Microalgas Aplicados a Agroenergia e Biorrefinarias”
(CMMAABIo) da Embrapa Agroenergia.

A estratégia de prospec¢do de bactérias produtoras de corantes foi baseada no
cultivo em 2 meios de cultura sélidos, seguido de selecdo de linhagens promissoras
e cultivo em diferentes meios liquidos. Na etapa de prospeccdo em meio sdlido, os
meios utilizados foram: Tryptic Soy Agar — TSA (Sigma-Aldrich) e Luria Bertani Agar —
LBA (Composicdo por Litro: 10 g de triptona; 5 g de extrato de levedura; 10 g de NaCl;
15 g de agar bacteriolégico; pH 7,2). As bactérias avaliadas foram incubadas em estufa
bacterioldgica a 28°C na auséncia de luz por 7 dias. A avaliacdo das col6nias quanto a
coloragao das células foi realizada apds 3 e 7 dias de incubacdo por inspecao visual.

A andlise da producdo de corantes em fermentacao submersa foi realizada nos meios
Tryptic Soy Broth — TSB (Difco), Luria Bertani Broth Lennox — LB (Sigma-Aldrich) e Nutrient
Broth — NB (Difco). O pré -indéculo foi realizado no meio liquido correspondente (TSB,
LB e NB) com incubacdo a 28°C, 200 rpm por 16 h. Apds o periodo de incubacdo cada
linhagem foi inoculada (em triplicata) em um volume final de 50 mL do respectivo meio
obtendo-se OD, inicial igual a 0,1. Os inoculos foram incubados a 28°C, 180 rpm. As
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curvas de crescimento foram obtidas a partir de medi¢cdes da OD,  realizadas a cada 2
h no intervalo de 8 h, seguidas de medicdes apds 24, 48 e 72 h de cultivo.

A linhagem Streptomyces sp. Bioenzi B-584, devido as suas caracteristicas
morfoldgicas (bactéria filamentosa), teve o seu crescimento avaliado por meio de
medicdo da biomassa seca em 6 diferentes meios de cultura: Tryptic Soy Broth — TSB
(Difco), Luria Bertani Broth Lennox — LB (Sigma-Aldrich), Nutrient Broth — NB (Difco),
Mueller Hinton Broth — MH (Difco), M9 Broth - M9 (Fluka) e Peptone Yeast Extract Iron
Broth (ISP Medium n° 6) (Tresner; Danga, 1958). A inocula¢do nos meios liquidos (em
triplicata) foi realizada com trés discos (8 mm) recortados da cultura crescida em placas
completamente preenchidas de colbnias. Os frascos foram incubados a 28°C, 180 rpm,
por 7 dias. Ao final do cultivo a biomassa bacteriana foi recuperada e seca em estufa por
3 dias a 60°C. Os valores obtidos (trés repeti¢cdes) para o peso seco da massa bacteriana
foram submetidos a analise estatistica.

O DNA gendmico das bactérias selecionadas foi extraido com o Puregene® Yeast/
Bact. Kit B (Qiagen). As reacdes de PCR foram realizadas utilizando como molde a
regido 16S do DNA ribossdmico (Lane, 1999) das bactérias selecionadas. Cada reacao
foi conduzida em 50 uL de volume final contendo: 20ng de DNA gendmico, 0,2 uM de
cada primer PO (27F) e R1378, 1 X do Tampao da Taq (Promega), 2,0 U da Taq polimerase
(Promega), 0,2 mM de dNTPs e 2 mM de MgCl,. As condigbes de amplificagdo utilizadas
em termociclador (Applied Biosystems) foi iniciada por 94°C por 4 min; seguida de 35
ciclos de amplificacdo a 94°C por 30 seg, 67°C por 1 min, 72°C por 1 min; extensao final
de 72°C por 10 min. Os produtos de PCR foram submetidas a purificacdo, utilizando o
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). As sequéncias foram analisadas
com auxilio do software Geneious R11 (https://www.geneious.com) para verificagcdo
da qualidade e obtencdao das sequéncias consenso. As sequéncias de boa qualidade
foram analisadas com a ferramenta BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool) contra
diferentes bases de dados indicadas para identificagdo de bactérias, tais como GenBank
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), Ribosomal Database Project (https://rdp.cme.
msu.edu/).

Resultados e Discussao

Os resultados da prospeccao em meio sdlido mostraram que todas as 332 bactérias
estavam vidveis e a maioria delas estava pura. Das 332 linhagens avaliadas, 26 produziram
colbnias intensamente coloridas nas tonalidades de amarelo, rosa, vermelho e marrom
em pelo menos um dos meios avaliados (LBA e TSA). Em geral, as bactérias produziram
pigmentacdo intracelular, com excecdo a bactéria Streptomyces sp. Bioenzi B-584, que
além de apresentar colénias de cor marrom/castanha, também secretou compostos de
cor marrom/castanha ao redor das colbnias.

Das 26 bactérias coloridas pré-selecionadas na etapa de prospec¢do em meio sdlido,
foram selecionadas 6 linhagens (Figuras 1 e 2) para avaliacdo da producdo de corantes
em condi¢Ges de fermentacdo submersa (Bioenzi B-132A, Bioenzi B-480A, Bioenzi B-586,
Bioenzi B-648, Bioenzi B-652 e Bioenzi B-584) (Figura 3). A linhagem Bioenzi B-132A
ndo apresentou crescimento no pré-indculo, portanto nao foi cultivada na fermentacao
submersa.
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LBA 3 dias LBA 7 dias
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TSA 3 dias

TSA 7 dias

Figura 1. Linhagem de bactéria Serratia marcescens Bioenzi B-480A selecionada pela capacidade de produzir colénias

de coloragdo vermelha intensa em meio de cultura sélido. A figura mostra o aspecto do crescimento nos meios

sélidos LBA e TSA ap06s 3 e 7 dias de cultivo a 28°C na auséncia de luz.
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Figura 2. Linhagens de bactérias
Streptomyces sp. Bioenzi B-584, Bioenzi
B-586, Bioenzi B-648 e Bioenzi B-652
selecionadas pela capacidade de
produzir colonias de coloragdo marrom
(Streptomyces sp. Bioenzi B-584) e amarela
(Bioenzi B-586, Bioenzi B-648 e Bioenzi
B-652) em meio sdlido. A figura mostra o
aspecto do crescimento nos meios sélidos
LBA e TSA apds 3 e 7 dias de cultivo a 28°C
na auséncia de luz.

Figura 3. Aspecto visual do
crescimento durante 72 horas
(28°C, 180 rpm, na auséncia de
luz) das bactérias selecionadas
Bioenzi B-480A, Bioenzi B-586,
Bioenzi B-648 e Bioenzi B-652
nos meios Tryptic Soy Broth
(TSB), Luria Bertani Broth (LB) e
Nutrient Broth (NB). O controle
(meio sem indculo) é mostrado
do lado esquerdo das imagens.
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A linhagem Serratia marcescens Bioenzi B-480A apresentou coloracao avermelhada
no meio de cultura NB nas primeiras 6 h apds a inoculagdo, intensificando
demasiadamente essa coloragdo nas horas subsequentes de cultivo (24, 48, 72 h). Em
24 h apds a inoculagdo a mesma linhagem apresentou coloragao avermelhada no meio
LB. No entanto, no meio TSB (Difco, o qual contém glicose na composicdo) a produgao
de corante nao foi observada mesmo apds 72 h de cultivo. Vale ressaltar que no meio
sélido TSA (Sigma-Aldrich, o qual ndo tem glicose na sua composicdo) essa linhagem
produziu colbnias intensamente coloridas com 72 h dias de cultivo. De fato, a presenca
de glicose em alguns meios de cultivo leva a uma diminuicdo na producdo ou inibe
a producdo de corantes vermelhos por Serratia marcescens provavelmente devido ao
mecanismo de repressao catabdlica por glicose (Darshan et al., 2015).

As linhagens Bioenzi B-586, Bioenzi B-648 e Bioenzi B-652 apresentaram coloragao
amarelada, levemente amarela/alaranjada e amarelada nos meios TSB, LB e TSB,
respectivamente, ao final das 72 h de cultivo. De acordo com os valores de absorbancia
foi tracado um perfil de crescimento, onde foi possivel concluir que a linhagem Serratia
marcescens Bioenzi B-480A teve um crescimento mais rapido nos trés meios de cultura
(NB, TSB e LB), quando comparada com as linhagens Bioenzi B-586; Bioenzi B-648;
Bioenzi B-652.

A linhagem Streptomyces sp. Bioenzi B-584 foi selecionada por produzir col6nias
de coloragdo castanha/marrom principalmente no meio TSA (Sigma-Aldrich) e também
por ser a Unica bactéria selecionada capaz de secretar corantes no meio sélido. Por
ser uma bactéria filamentosa, o perfil de crescimento em diferentes meios liquidos foi
avaliado pela determinagao de peso seco da biomassa bacteriana, ao invés de medicdes
da absorbancia. Nao foi observada coloragao visivel das células ou do sobrenadante em
nenhum dos meios (TSB, LB, NB, MH, M9 e ISP), embora uma tonalidade levemente
alaranjada/acastanhada tenha sido observada no cultivo em TSB apds 7 dias. A auséncia
de producdao de compostos melanoides pela linhagem Bioenzi B-584 nos meios liquidos
avaliados, pode estar relacionada a diferente composicdo do meio TSA (peptona de
caseina, peptona de soja e cloreto de sédio), meio em que foi observada col6nias de
coloragdo castanha/marrom. A medicdo do peso seco da biomassa bacteriana obtida
apos 7 dias de cultivo nos 6 diferentes meios mostrou que os meios que melhor
estimularam o crescimento e formacdao de biomassa da bactéria Streptomyces sp.
Bioenzi B-584 foram ISP Medium 6, o qual é um meio especifico para Streptomyces, MH
e TSB, os quais sao amplamente usados para cultivo de bactérias.

A fim de caracterizar de maneira mais detalhada, as 6 linhagens de bactérias coloridas
selecionadas da biodiversidade brasileira, tiveram a sua identidade taxondmica revelada
a partir da regido 16S do DNA ribossémico (1.500 pb). De acordo com diferentes
bases de dados, GenBank (Type strain e Nucleotide database) e RDP (Classifier tool),
as linhagens foram classificadas como: Bioenzi B-132A (Sphingomonas endophytica),
Bioenzi B-480A (Serratia marcescens), Bioenzi B-584 (Streptomyces olivaceus), Bioenzi
B-586 (Luteibacter yeojuensis), Bioenzi B-648 (Brevibacterium siliguriense) e Bioenzi
B-652 (Curtobacterium luteum). Todas as sequéncias apresentaram homologia de 99
-100% de identidade com os bancos de dados.

Dentre as linhagens promissoras, a Serratia marcescens Bioenzi B-480A, é conhecida
pela producdao de metabdlitos da familia das prodigiosinas, que conferem a coloragao
avermelhada tipica dessa espécie, sao insolUveis em agua e possuem ampla aplicacao
biotecnolégica (Darshan et al., 2015). A producdo da coloracdo avermelhada pela
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linhagem Serratia marcescens Bioenzi B-480A na fase inicial do cultivo em meio NB é um
diferencial, visto que é reconhecido que a producdo de prodigiosinas por Serratia spp.
ocorre na fase estacionaria de crescimento (Harris et al., 2004).

A linhagem Streptomyces olivaceus Bioenzi B-584 foi selecionada pela capacidade de
produzir células de cor marrom e por secretar compostos marronsno meio TSA. Asecrecao
de compostos marrons, como a melanina e similares, é tipica do género Streptomyces e
€ um critério taxondmico desse grupo. Diferentes espécies de Streptomyces produzem
melanina e compostos semelhantes. Embora ndo existam estudos detalhados sobre a
producdo de melaninas por Streptomyces olivaceus e sua caracterizacao quimica, essa
espécie possui em seu genoma um cluster génico responsavel pela sintese de melanina
(ZHANG et al., 2019). Além disso, esse actinomiceto produz dezenas de antibidticos
conhecidos, muitos de uso comercial, bem como quimicos de importancia para
bioeconomia, como acidos organicos diversos.

As linhagens Bioenzi B-132A (Sphingomonas endophytica), Bioenzi B-586 (Luteibacter
yeojuensis), Bioenzi B-648 (Brevibacterium siliguriense) e Bioenzi B-652 (Curtobacterium
luteum), selecionadas por apresentar cor em diferentes tonalidade de amarelo nos
meios TSA e LBA, possuem poucos estudos com énfase na producao de carotenoides
(Forquin-Gomez et al., 2014).

Conclusao

Os resultados da triagem de bactérias, tanto em meio sélido como em meio liquido,
revelaram varias linhagens com potencial para serem investigadas quanto a extracao dos
metabdlitos secunddrios e investigacdo da identidade quimica dos corantes produzidos.
Essas linhagens também sdo candidatas para o desenvolvimento de bioprocessos
visando aumento da producgdo de corantes de interesse.
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Analise evolutiva dos acidos
carboxilicos de base bioldgica
na industria internacional

Douglas de Lima Belém?, Melissa Braga? Jodo Ricardo Moreira de Almeida 3

Resumo

Iniciativas no setor produtivo para a obtencdo de produtos quimicos a partir matéria-
prima renovavel estdo se tornando cada vez mais recorrentes, diante da perspectiva de
recursos foésseis limitados e restricdes ambientais. Dentre esses produtos, destacam-
se os acidos carboxilicos, especialmente os intermediarios da industria de polimeros.
Este trabalho apresenta um mapeamento da atividade empresarial relacionada a
producdo renovdvel dos acidos acrilico, adipico, 2,5-FDCA, 3-HP, levulinico e succinico.
Para tanto, foram executadas buscas na web por noticias relacionadas publicadas em
fontes secundarias, destacadamente a imprensa especializada e, para assegurar a
verossimilidade ou complementacao da informacgao recuperada, o website da empresa
foi consultado. Em posse desses dados e informacgdes, foram elaborados infograficos em
que as atividades foram cronologicamente posicionadas. Os resultados mostram que
nos anos 2010 foi o auge das atividades empresariais no contexto desses acidos. Grandes
empresas se associaram, startups e joint ventures foram criadas, porém, ao final da
década esse movimento desacelerou e muitas dessas unides foram desfeitas e empresas
fechadas, por razdes técnicas e econdmicas. Dentre as empresas remanescentes de
maior notoriedade, estdo GF Biochemicals para o levulinico, a Avantium para o 2,5-
FDCA, a Succinity para o succinico e a Cargill para o acrilico e 3-HP.

Palavras-chave: acidos carboxilicos, base bioldgica, players.

Introducao

Os acidos carboxilicos sdo os compostos organicos, cujas estruturas contém uma
ou mais carboxilas. Embora encontrem mercado pelo uso direto, destacadamente na
industria de alimentos, a capacidade dessa carboxila terminal de sofrer reacdes de
reducdo, aminacao, esterificacdo ou neutralizacdo, caracteriza essa classe de compostos
como intermediarios importantes na industria quimica, através dos quais se obtém uma
série de outros produtos tais como alcoois, aldeidos, amidas ésteres e sais, de grandes
volumes e relevancia, destacadamente a industria de polimeros.

A grande dependéncia que a sociedade moderna possui dos plasticos associada a
perspectiva de escassez do petrdleo impulsiona o desenvolvimento de matérias-primas
renovaveis para a producado de pldsticos de base bioldgica (Harmsen, 2014).
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Assim, é cada vez mais recorrente na literatura cientifica e patentaria a descricao
de propostas tecnoldgicas para producdo de acidos provenientes de matérias-primas
renovaveis em substituicao a de origem fdssil. Entre esses acidos, estdao desde os com
altos volumes de produgdao como o acrilico e adipico, e também outros, com baixo
volume ou sem producdo comercial estabelecida, que podem vir a ser substitutos de
petroquimicos. Neste ultimo caso, estdo o 2,5-furanodicarboxilico (2,5-FDCA), como
alternativa ao acido tereftdlico; (Pavone, 2015) o 3-hidroxipropionico (3-HP), como
intermedidrio do acrilico (Vidra; Nemeth, 2018); o levulinico, cujos ésteres sdo usados
como plastificantes e aditivos para resinas ou combustiveis;(Hartweg; Becer, 2018) e o
succinico, como precursor do 1,4-butanodiol (Nghiem et al., 2017).

A despeito do grande nimero de publica¢des cientificas acerca do tema, a industria,
especialmente a de commodities, é conservadora e nao faz mudangas em processos
produtivos estabelecidos sem garantias de sucesso no negdécio. O acompanhamento
dessas mudancas, entretanto, ndo é algo simples devido a grande pulverizacdo de
informacgdes. Ao contrario das publica¢des cientificas e patentarias, que se encontram
concentradas e estruturadas em base de dados, a informacdo sobre negbcios e
estratégias do setor privado deve ser minerada em diferentes fontes, especialmente em
websites.

Se por um lado a busca e consolida¢cdao de dados e informagdes associados ao setor
produtivo ndo é uma tarefa simples, as noticias da web podem consistir a Unica fonte
de informacdes acerca de tecnologias em estagio mais avancado de desenvolvimento
tecnoldégico. Juntamente com publicagbes cientificas patentdrias e ndo patentarias,
auxiliam a compor um cendrio de uma dada area tecnolégica e servir de insumo para
o planejamento estratégico de outras instituicdes cujos negdcios estdo relacionados
(Lezama-Nicolas et al., 2018)

Isso posto, este trabalho tem como objetivo mapear, por meio de dados e
informacgdes recuperadas na web, as principais iniciativas da industria em relagao a
producado renovavel dos acidos acrilico, adipico, 2,5-FDCA, 3-HP, levulinico e succinico.

Material e Métodos

A busca de empresas do setor produtivo (players) associadas aos seis acidos
escolhidos foi feita na ferramenta de buscas Google, associando o nome comum do
acido em inglés com as expressdes “renewable” ou “bio-based”. Inicialmente empregou-
se fontes secunddrias como websites de noticias e revistas eletronicas, destacadamente:
Chemical and Engineering News, Chemical Engineering Online, Biofuels Digest, Biomass
Magazine, News Biobsed EU, Bioplastics News, Indepent Commodity Inteligence Service
(ICIS). Em seguida, os websites das empresas foram consultados, para confirmar ou
complementar a informacao recuperada na primeira fonte.

Em posse desses dados e informacgdes acerca dos players, foram construidas linhas
temporais dos eventos, associadas a simbolos que representam o estagio de maturidade
tecnoldgica (pesquisa e desenvolvimento, piloto/demonstracdo ou comercial), o tipo de
rota de obtencdo (quimica, bioquimica, hibrida), negdcio (joint venture, licenciamento e
venda de negdcio) ou mudanca da razdo social. Os ingressantes e desistentes do negécio
também foram identificados. Quando disponivel, as capacidades instaladas para plantas
piloto, demonstrativa ou industrial foram apresentadas. Como resultado, obteve-se
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infograficos para cada acido, ordenando as informag¢des em ordem cronoldgica dos
principais players associados aos simbolos apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Simbolos usados nos infograficos acerca dos acidos.

Simbolo Significado Simbolo Significado Simbolo Significado

Licenciamento de [g% Pesquisa |:| Players

tecnologia ingressantes

) '
-
- .
) Joint venture ou
a ) @ﬂ Piloto/ '__1'  Pplayers "
parceria para ~ . o
i Demonstragdo desistentes b}
codesenvolvimento c
©
r 1 , il Comercial/ Q _ >
°
he] Venda de negdcio @] ndustrial Rota quimica 8
o (U]
= Troca de razao B Rota
social bioquimica

H Rota hibrida

Resultados e Discussao

As principais iniciativas divulgadas acerca de pesquisa, desenvolvimento,
escalonamento e comercializa¢do dos acidos acrilico, adipico, 2,5-FDCA, 3-HP, levulinico
e succinico, ocorreram nos anos 2000, no continente europeu e nos Estados Unidos da
América.

Muitas joint ventures foram estabelecidas com o propdsito de desenvolvimento e/ou
producdao comercial de renovaveis. Dentre elas, destaca-se a criagdo de novas empresas,
como a Succinity, resultado de unido da Basf e Corbion; a Reverdia, resultado da unidao
entre a DSM e Roquette; e a Synvina, da unido entre a Basf e Avantium. A criacdo de uma
entidade com personalidade juridica propria confere um carater otimista em relagao ao
negdécio, dada a complexidade e custo de manter uma nova instituicdo cujo negdcio é
incerto.

As iniciativas dos acidos acrilico e 3-HP estdao diretamente vinculadas, conforme
mostram as Figuras 1 e 2, visto que o primeiro pode ser obtido por meio da desidratacao
do segundo. Assim, todos os players apresentados na Figura 1 constam na Figura 2,
exceto a Metabolix (atualmente Yield10), cujo objetivo principal era a producdo de
polialcanoatos. Nota-se a presencga de grandes multinacionais, pertencentes a tradicional
indUstria petroquimica (Basf, Dow, Nippon Shokubai, Arkema) lideres na producdo de
acido acrilico, associadas a empresas de biotecnologia como Novozymes, ADM e Cargill.
Contudo, tanto Basf, que atualmente é a maior produtora global de acido acrilico, quanto
a Dow, deixaram a parceria em 2015 e 2014, respectivamente.

A Cargill vale-se de sua experiéncia em producdo acidulantes, acido citrico e
citratos, para expandir seu portfélio de produtos biotecnoldgicos. Dentre as iniciativas
identificadas, estd a compra de parte da Nature Works, um dos grandes fabricantes de
acido latico e as aliangas para o desenvolvimento dos acidos 3-HP em parceria com a
Novozymes e acrilico com a Basf.

Além do 3-HP, duas outras matérias-primas destacam-se como potenciais
precursores do acido acrilico: o acido latico e a acroleina (Grasselli; Trifiro, 2017). De
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modo geral, a rota via acido lactico apresenta-se como segunda opcao diante da via
3-HP, visto que acidos B-hidroxilados (3-HP) sdo mais susceptiveis a desidratacdo do que
os a-hidroxilados (acido lactico). Além disso, a producdo bioldgica de acido lactico ndo
é economicamente vidvel para grandes fermenta¢des em escala industrial, devido as
exigéncias de meios nutricionalmente ricos e condi¢des de pH préximo a neutralidade.
Somadas, essas podem ser as razdes pelas quais as grandes empresas tém optado pelo
processo via 3-HP.

O glicerol, coproduto do processo de producao de biodiesel a partir de 6leos vegetais,
também é considerado matéria-prima renovavel. Sua importancia neste contexto esta
no fato de que a remocgdo de duas moléculas de agua gera a acroleina, precursora do
acido acrilico. O processo mais estudado até o momento é uma rota exclusivamente
quimica, avaliada pela empresa francesa Arkema e a japonesa Nippon Shokubai.
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Figura 1. Infografico da movimentagdo recente dos players no mercado o acido acrilico renovavel.
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Figura 2. Infografico da movimentagdo recente dos players no mercado o acido 3-HP renovavel.

Alternativamente, startup Novomer propde um novo processo de captura o didxido
de carbono residual (da geracdo de gds industrial), conversdao em mondxido de carbono
usando um processo de eletrélise de dxido sélido, e finaliza o processo quimico-catalitico
convertendo o CO e o 6xido de etileno em acido acrilico.

Os casos dos diacidos adipico e succinico sdao os casos mais singulares dentre os
acidos analisados neste trabalho. No inicio dos anos 2010 tiveram varios ingressantes, a
maior parte startups ou empresas de pequeno porte de base bioldgica concebidas para
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desenvolvimento desses acidos. No entanto, até o final da década, a maioria entrou em
colapso por ndo suportar a concorréncia com os petroquimicos diante da baixa do preco
do petréleo. O ano de 2018 foi derradeiro para a Rennovia, Verdezyne e Bioamber, todas
empresas de biotecnologia que investiram esforcos e investimentos em instalagdes de
planta de demonstracdo para a producdo dos acidos (Figura 3).
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Figura 3. Infografico da movimentacgdo recente dos players no mercado o acido adipico renovavel.

A barreira de entrada no mercado para o acido adipico é exclusivamente o custo de
producdo, o qual minimamente deve ser igual ou muito préximo ao do petroquimico. O
mercado de 2,85 milhdes T/ano é atrativo e estabelecido (Deng et al, 2016). O succinico,
por sua vez, cujo mercado ndo ultrapassa 50 mil T/ano (Rokem, 2020), além de apresentar
custo competitivo frente ao petroquimico, deve demonstrar a viabilidade técnica para
os grandes consdrcios que investiram nesse acido como intermediario, especialmente
do 1,4-butanodiol, cujos volumes industriais sdo bastantes atrativos.

A situacdo de empresas como Myriant, BioAmber, BASF-Purac (Succinity) e Reverdia
(DSM-Roquette), que investiram recursos na construcdo de plantas comerciais,
extremamente fragil diante das flutuacdes de precos do petrdleo bruto. A DSM e
Roquette dissolveram sua joint venture de acido succinico. Ja BioAmber fechou
fabrica e pediu faléncia em 2018 (Figura 4). A fabrica da Reverdia na Itdlia continua
ser operada pela Roquette, mas a DSM iniciou processo de licenciamento da tecnologia
para terceiros. Além da faléncia ou desisténcia das empresas apontadas acima, as
remanescentes estao ociosas.

Os acidos 2,5-FDCA e levulinico ndo tém mercados estabelecidos e enquadraram-se
como substitutos ou alternativas a produtos pré-existentes. Ambos tém rotas similares,
com 5-hidroximetilfufural como intermedidrio, sendo que o primeiro acido é obtido
a partir da hidrdlise e o segundo por oxidacdo desse intermediario. Diante da baixa
complexidade das etapas que precedem os produtos, a principal aposta de rotas
concentra-se na rota quimica conforme apresentado no infografico da Figura 5.
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A GFBiochemicals estd envolvida em pesquisa e desenvolvimento do 4cido
levulinico desde 2009 e, desde entdo, fez parcerias com empresas de engenharia para
o escalonamento da tecnologia de obtencdo do levulinico conjuntamente com o acido
féormico a partir de biomassa lignocelulésica. Em 2016 adquiriu a Segetis, que até entdo
ja operava uma planta de demonstracao nos EUA para esse acido. Atualmente, divulga
que tem producdo comercial do acido a partir de biomassa, com uma capacidade
instalada de 8 mil T/ano. Nao foram encontrados registros subsequentes que atestem o
progresso da Biofine e nem dos outros players.
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Figura 5. Infografico da movimentagdo recente dos players no mercado o acido 2,5-FDCA renovavel.
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O acido 2,5-FDCA tem a Avantium como a empresa que ha mais tempo investe no
furanoato de polietileno (PEF), polimero resultante da condensacdo desse acido com o
etilenoglicol. Caso a tecnologia intitulada YXY se consolide e se o etilenoglicol também
for de origem vegetal, o resultado sera um plastico 100% de base bioldgica, porém nao
biodegradavel. A parceria com a Basf, que resultou na joint venture Synvina, previa a
instalacdo de uma planta na Bélgica com capacidade instalada de 50 mil T/ano, mas com
a saida da Basf em 2018, o empreendimento passou a se chamar Avantium Renewable
Polymers e reduziu os planos para uma planta de 5 mil T/ano.
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Figura 6. Infogréfico da movimentacgdo recente dos players no mercado o acido levulinico renovavel.

A abordagem por rota bioquimica da Corbion segue de forma oposta a da Avantium e
dos outros players, porém recentemente decidiu por pausar o negécio com o 2,5-FDCA.

O levantamento apresentado neste trabalho mostra grande entusiasmo nos anos
2010 acerca da pesquisa e desenvolvimento dos acidos avaliados, porém o saldo de
players apds uma década demonstra que poucos restaram. Dentre os remanescentes,
destaca-se a GF Biochemicals para o levulinico, a Avantium para o 2,5-FDCA, a Succinity
para o succinico e a Cargill para o acrilico e 3-HP.

Atualmente, a producdo de acidos a partir de matérias-primas renovaveis é restrita a
mercados capazes de arcar com custos mais elevados de produgao, como por exemplo,
a area farmacéutica e cosmética, partindo de amido, frutose ou glicose. Dentre os
acidos cujo vinculo de base bioldgica é efetivo e comercial, estdo os acidos citrico e
l[atico. Os demais, como os abordados neste estudo, ndo tém conseguido superar as
barreiras politicas, logisticas ou econdmicas a implementacdo. Entretanto, as mudancas
no cenario econémico e as oscilagdes do preco do petrdleo em decorréncia das guerras
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comerciais entre as na¢des criam um clima de instabilidade para a criagdo de negdcios
no setor de renovaveis para substituicdo de petroquimicos.

Conclusao

A Ultima década foi marcada por uma série de iniciativas no campo empresarial
acerca de pesquisa e desenvolvimento de dacidos acrilico, adipico, 2,5-FDCA, 3-HP,
levulinico e succinico a partir de matérias-primas renovaveis. Embora no comeco
da década observou-se um cendrio otimista, com aliangas e surgimento de startups
compartilhando espagco com grandes multinacionais, no final da década houve uma
desaceleracdo e poucos restaram.

Dentre as justificativas apresentadas pelos desistentes ha um reposicionamento
de estratégia. Porém, ainda ha uma série de obstaculos a serem transpostos para o
sucesso do negdcio de acidos carboxilicos renovaveis, dentre eles a questao de preco do
produto. Até o momento, o mercado nao estd disposto a arcar com custos mais elevados
enquanto houver petroquimicos a preco menores. Os “novos” produtos, como o 2,5-
FDCA e levulinico, por sua vez, precisam provar que ha um ganho real pela troca, seja ele
econdmico, ambiental ou tecnoldgico. Caso essa comprovacao seja vidvel, serd possivel
garantir uma reserva de mercado e o sucesso do negdcio.
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Desidrata¢ao do acido latico para
obtencao de acido acrilico

Raquel Maria Vieira Ramos?®, Marina Rodrigues de Amorim Santos?, Emerson
Leo Schultz®, Wesley Gabriel de Oliveira Leal*, ItGnia Pinheiro Soares®

Resumo

A industria do petrdleo é a maior produtora de acido acrilico e seus precursores. O dcido
acrilico, ou dcido propenoico, € uma comddite quimica de valor e demanda consideraveis,
utilizado principalmente para producdo de poliacrilato. Entretanto, as pesquisas sobre
energias renovaveis vém sendo bastante discutidas e tém ganhando visibilidade,
propondo matérias-primas alternativas e sustentdveis para a obtencdo do acido acrilico,
sendo que uma das possiveis rotas a semissintética a partir da desidratacdo do acido
latico, obtido por via fermentativa. Esse trabalho tem objetivo de testar catalisadores na
reacdo de desidratacdo do acido latico comercial, visando a obtencdo do acido acrilico.

Palavras-chave: acido lactico, acido acrilico, desidratacdo catalitica.

Introducao

O acido acrilico, ou acido propenoico, € uma comddite de valor e demanda
consideraveis. A técnica mais comumente utilizada pelas industrias para a produgao
do acido acrilico é pela via sintética utilizando derivados do petréleo, como o propeno.
Também, pode ser obtido por rota fermentativa, de fontes renovdveis ou por rota
semissintética a partir da desidratacao do acido latico de processo fermentativo (Jaimes,
2013).

O 4&cido latico ou acido 2-hidroxipropandico, além de ser o acido organico de
maior ocorréncia na natureza, pode ser obtido de uma variedade de bioprodutos, e
possui ampla faixa de aplicagdes industriais. Pode ser obtido por sintese quimica e
processos de fermentacdao baseados em biomassa. A via fermentativa é mais barata e
sustentdvel, além de possibilitar novas rotas para obtengdo de produtos quimicos de
fontes renovaveis. A produgao de acido latico a partir de fungos e bactérias lactamicas
(Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus) tem vantagens como: as
condicBes operacionais brandas (temperatura e pressao), baixo consumo de energia,
uso de matéria-prima renovavel, baixa toxicidade dos catalisadores (Lunelli, 2010).
Sendo assim, as industrias teriam outro caminho para produ¢dao do acido acrilico para
produtos como polimeros absorventes de dgua, adesivos e agentes de tratamento téxtil.

A sintese de acido acrilico a partir da reacdo de desidratacdo do 4acido latico foi
publicada inicialmente em 1958 por Holmen et al. que descreveram, com catalisadores
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de fosfato e sulfato, conversdao de 68% em temperatura de 400 °C. Embora os avangos
posteriores tenham sido pequenos, ainda existem alguns desafios na producao industrial,
como a reducdo de custos no processo, além do baixo rendimento devido as varias
reacdes concorrentes (hidrogenacdo, condensacdo, descarboxilacdo e esterificacdo)
As principais reacdes competidoras da reacao de desidratacdo sdo a descarboxilacao e
descarbonilagdo. A Figura 1 mostra os possiveis produtos obtidos pela desidratacao do
acido latico (adaptado de Zhang; Lin; Xu; Cen, 2008).

0

descarbonilagio_ )k + CO + HO
descarboxilagdo . - .
HC H + (O, + H,

Acetaldeido
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ne?Y Tt 1O
0

Acido acrilico
redugdo N
OH > 1Y
_ . 0
OH Acido propanoico
H,C 0
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nz('/fl\('u; i e

0
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Y

A\ 4

hidrogenagio

\

oy *HO
OH

1,2-propanediol

- O 0., CH,
esterificagio j L + H.,0
e 9o .

Dilactida

Figura 1. Vias de conversdo quimica do acido lactico.

Para aumentar os rendimentos da producao de acido acrilico a partir da desidratacao
do 4cido latico, principalmente inibindo a producdao de acetaldeido, alguns autores
propdem o uso de zedlitas (aluminossilicatos cristalinos) com elementos dos grupos |
e Il, particularmente Na, K, Mg, Ca, Sr e Ba) (Jaimes, 2013). Zhang et al. (2014) realizou
estudos com a zedlita NaY modificada com sais de potdssio tentando correlacionar
o desempenho catalitico com estrutura de poros, acidez do catalisador e localizacao
de ions metdlicos do NaY modificados, o que ajuda a entender a quimica catalitica e
desenvolver catalisadores sélidos mais eficientes para a desidratacdao de acido para
acido acrilico.

Durante a desidratacao do acido latico para acido acrilico sdao usados gases como Ar,
N, e CO, como diluentes, para facilitar a passagem dos reagentes pelo reator. Segundo
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Zhang et al. (2009) o CO,, teria ainda outra fun¢do. Devido ao equilibrio quimico, o gas
inibiria a ocorréncia das reacbes de descarboxilacdo e descarbonilagdo. A reagdo de
desidratacdo catalitica do acido latico inicia com a formac¢dao do estado de transicao
gerado entre a molécula de acido lactico, atomos C; e Cs, e os sitios acidos e bdasicos
do catalisador, atomos O, e K*, seguido da perda dos grupos B-préton e a a-hidroxila
mediante o mecanismo de eliminagao, gerando uma molécula de acido acrilico com
posterior geracdo de uma molécula da 4dgua que é eliminada do catalisador (Sun et
al., 2010). Varios catalisadores com diferentes locais ativos foram testados para esta
reacdo. A fim de identificar melhor os recentes avancos cataliticos e desenvolvimentos,
os catalisadores foram divididos em trés grupos: zedlitas, fosfatos e sulfatos (Avasthi;
Bohre; Grilc; Likozar; Saha, 2020).

Tendo em vista o grande emprego das zedlitas, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar o desempenho de zeélitas comerciais, sendo que uma delas foi modificada com
sodio e iodeto de potassio, na desidratacdo de acido latico para producdao de acido
acrilico.

Material e Métodos

Material

Acido latico, Sigma Aldrich Ltda., pureza 85%; nitrato de sédio (NaNO,); iodeto de
potassio (KI) e zedlitas comerciais, da Zeolyst International: NH, — ZSM - 5 (CBV2314
com razdo Si/Al de 24 e CBV28014 com razdo Si/Al de 297) e NH, — Y (CBV500 com razdo
Si/Al de 5,2).

Preparo do catalisador

As zedlitas comerciais na forma amoniacal (NH,*) foram calcinadas a 650 °C por 6
horas, para obtencdo das suas formas protonicas (H*). A zedlita Y foi modificada por
troca ibnica para obtengdo da zedlita NaY. Para isso, 10 g da zedlita Y foram adicionados
a 250 mL de solugdo 1 N de NaNO,. A suspensdo foi agitada a 350 rpm por 12 horas a
25 °C, filtrada a vacuo e lavada com agua deionizada, seguido por secagem e calcinagdo
a 500 °C por 6 horas. Posteriormente, a zedlita NaY foi modificada com KI, utilizando
10 g da zedlita NaY, adicionado-se em 22 mL de solugdo 0,4 M de KIl. A suspensdo foi
agitada a temperatura ambiente por 12 horas, filtrada, lavada, seca, calcinada a 500 °C
por 6 horas, moida e peneirada.

Reacgao de desidratagao

A reacao foi realizada em um reator tubular de leito fixo da PID ENG & Tech (D.I.
de 9,1 mm, L = 300 mm). O catalisador foi colocado no interior do reator sobre uma
camada de I3 de quartzo contida em um suporte de ago inoxidavel. O reator foi aquecido
a 350 °C, em fluxo de argbnio (30 mL.min?) e mantido nesta temperatura, com tempo
total de 60 min. Em seguida, o fluxo de argénio foi diminuido para 15 mL.min* e a solucdo
de acido latico foi bombeada por uma bomba HPLC em um fluxo de 0,05 mL.min™. O
produto da reagao foi condensado e coletado. Em um dos experimentos, usou-se dioxido
de carbono (CO,) ao invés de argbnio. As condi¢bes experimentais e os catalisadores
usados nos experimentos realizados estdo na Tabela 1. A amostra usando o catalisador
KI-NaY em atmosfera de CO, (dltima linha da Tabela 1), foi nomeada KI-NaY CO..
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Tabela 1. Catalisadores e condig¢Ges experimentais usados na desidratacdo do acido latico.

Zeolita Tempo de reagdo (h) Gas usado na reagdo
Zedlita ZSM - 5, Si/Al = 24 3 Argdnio
Zedlita ZSM - 5, Si/Al = 297 3 Argonio
Zedlita Y, Si/Al = 5,2 3 Argdnio
Zedlita ZSM - 5, Si/Al = 24 2 Argdnio
Sem catalisador 1 Argonio
KI-NaY 2 Argonio

KI-NaY 2 co

2

Graduandos

Analise por cromatografia gasosa e espectrometria de massas
(GC/MS)

Para andlise do liquido obtido na reacao de desidratacao do acido latico foi utilizado
o sistema de cromatografia multidimensional MDGC, Shimadzu GC-2010. Na primeira
dimensdo (GC — FID): injetor Split, razdo de split 100:1, sua temperatura: 280 °C, e o
volume de injecdo 300 mL, gas de arraste: He com a de vazdo: 1,5 mL.min™. Coluna ZB -
1701 com dimensdes 60 m x 0,25 mm x 0,25 um. Programacao de temperatura: Ti 40 °C,
isoterma 3 min, razdo de aquecimento 10 °C.min* até 150 °C, razdo de aquecimento 20
°C até 260°C, isoterma 10 min. O detector FID: H, 40 mL.min™, ar: 400 mL.min™, gés de
auxilio He: 30 mL.min? e temperatura: 280 °C. Na segunda dimensao: coluna de silica
2,3 m x 0,25 mm (sem fase estacionaria) com vazdo de 1,0 mL.min?' e temperatura
do forno: 260 °C; espectrometro de massas: triplo quadrupolo, modo Q 3 Scan, razao
massa M/Z 35-400, fonte: 235 °C, interface: 245 °C.
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Figura 2. Cromatografia CG-MS. preto: Zedlita CBV 28014; rosa: Zedlita Y CBV 500; marrom: Sem catalisador; verde:
KI-NaY; azul escuro: KI-NaY co,.
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Resultados e Discussao

Os cromatogramas das diferentes reacdes foram sobrepostos e apresentados na
Figura 2. Foram destacadas as analises das amostras com o catalisador KI-NaY, onde
houve formacado do acido acrilico.

Na Tabela 2 sdo mostrados os compostos formados em cada reacdo e identificados
por cromatografia gasosa e espectrometria de massas (CG/MS).

Conforme mostrado na Tabela 2, além do acido acrilico (dcido propenoico), houve a
formacdo de outros compostos como: diferentes acidos carboxilicos, etanol, cetonas e
aldeidos, devido as reacdes concorrentes. A formacdo de acido acrilico ocorreu apenas
com o catalisador KI-NaY. Quanto a utilizacdo dos gases diluentes argénio e carbonico,
também sdo observados comportamentos diferentes. O gds carbonico teria indicacao
devido a sua formacdo nas reacdes concorrentes de descarbonilacdo e descarboxilacao.
Assim, o gads em exceto inibiria essas rea¢des concorrentes. No entanto, ainda que ndo
tenha sido feita uma andlise quantitativa, observa-se que a drea do pico do 4cido acrilico
utilizando o gas argonio foi o dobro da area utilizando didéxido de carbono, indicando ser
o argbnio mais indicado para a sintese, diferente do que foi visto na literatura. Entretanto,
outras condi¢des experimentais e outros catalisadores ainda deverdo ser testados com o
objetivo de minimizar as reacdes concorrentes e aumentar a seletividade para producao
de 4acido acrilico.

Conclusao

A reacdo de desidratacdo de acido latico foi realizada empregando diferentes
zedlitas. O melhor resultado foi obtido com a zedlita KI-NaY, utilizando fluxo de gas
argonio durante a reacdo, sendo que esta zedlita foi obtida da modificacdo da zedlita V.

Referéncias

AVASTHI, K.; BOHRE, A.; GRILC, M.; LIKOZAR, B.; SAHA, B. Advances in catalytic production processes of biomass-
derived vinyl monomers. Catalysis Science & Technology, [S.L.], v. 10, n. 16, p. 5411-5437, 2020. Royal Society of
Chemistry (RSC).

HOLMEN, R.E. Production of acrylates by catalytic dehydration of lactic acid and alkyl lactates. Titular: United State
Patent Office. USA n. US2859240A. Depdsito: 12 jan. 1956.

JAIMES J. H. B.; Produgao de acido acrilico de fonte renovavel a partir do acido latico por fermentagao do melago de
cana-de-agucar. 2013. 144 p. Dissertacdo (mestrado). Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de Engenharia
Quimica, Campinas, SP.

LUNELLI, B.; Produgdo e controle da sintese do éster de acido acrilico através da fermentagao do acido lactico. 2010.
212 p. Tese (doutorado). Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de Engenharia Quimica, Campinas, SP.

SUN, P.; YU, D.; TANG, Z.; LI, H.; HUANG, H. NaY Zeolites Catalyze Dehydration of Lactic Acid to Acrylic Acid: studies
on the effects of anions in potassium salts. Industrial & Engineering Chemistry Research, [S.L.], v. 49, n. 19, p. 9082-
9087, 6 out. 2010. American Chemical Society (ACS).

YAN, J.; YU, D.; LI, H.; SUN, P.; HUANG, H. NaY zeolites modified by La** and Ba?: the effect of synthesis details on
surface structure and catalytic performance for lactic acid to acrylic acid. Journal Of Rare Earths, [S.L.], v. 28, n. 5, p.
803-806, out. 2010. Elsevier BV.

ZHANG, J.; LIN, J.; XU, X.; CEN, P. Evaluation of Catalysts and Optimization of Reaction Conditions for the Dehydration
of Methyl Lactate to Acrylates. Chinese Journal Of Chemical Engineering, [S.L.], v. 16, n. 2, p. 263-269, abr. 2008.
Elsevier BV.

259

Graduandos



VI Encontro de Pesquisa e Inovagdo da Embrapa Agroenergia: Anais 260

ZHANG, J.; ZHAQ, Y.; FENG, X.; PAN, M.; ZHAO, J; JI, W.; AU, C. Na, HPO,-modified NaY nanocrystallites: efficient
catalyst for acrylic acid production through lactic acid dehydration. Catalysis Science & Technology, [S.L], v. 4, n. 5, p.
1376-1385, 2014.

ZHANG, Z.; QU, Y.; WANG, S.; WANG, J. Catalytic Performance and Characterization of Silica Supported Sodium
Phosphates for the Dehydration of Methyl Lactate to Methyl Acrylate andAcrylic Acid. Industrial & Engineering
Chemistry Research, [S.L.], v. 48, n. 20, p. 9083-9089, 21 out. 2009. American Chemical Society (ACS).

Graduandos



Hidrodesoxigenacao de d6leo de palma
utilizando catalisadores a base de niquel

Marina Rodrigues de Amorim Santos’, Raquel Maria Vieira Ramos? Diogo Keiji
Nakai®, Wesley Gabriel de Oliveira Leal*, Itdnia Pinheiro Soares®

Resumo

Nos ultimos anos, muitos esforcos vém sendo feitos na tentativa de encontrar substitutos
renovaveis para os combustiveis fdsseis. Atualmente, duas alternativas que tém se
destacado é o biodiesel e o diesel verde. Ambos podem ser produzidos a partir de éleos
e gorduras. A vantagem do diesel verde é que na reacdo de obtencdo do biocombustivel,
por hidrodesoxigenacdo (HDO), podem ser utilizadas matérias-primas com alto grau de
acidez, sem restricdes. Sendo assim, nesse trabalho foram investigadas as reacdes de
HDO utilizando catalisadores a base de niquel, dispersos em suportes de MCM-41 e Al-
MCM-41, sendo que os melhores resultados foram obtidos utilizando Ni/Al-MCM-41.

Palavras-chave: 6leos acidos, diesel verde, hidrodesoxigenagao (HDO).

Introducao

Um dos grandes desafios dos Ultimos anos esta centrado na ideia de dar continuidade
ao desenvolvimento cientifico e tecnolégico, levando em consideragdao a manutencao
da qualidade de vida do planeta. Neste sentido, especificamente no setor energético,
muitos esforcos vém sendo feitos na tentativa de substituir os recursos a base de
petrdleo, por recursos renovaveis para a produgdo de combustiveis. Desta forma, espera-
se que os processos utilizados sejam cada vez mais sustentaveis, menos poluentes e
economicamente viadveis (Armaroli; Balzani, 2007; Sheldon, 2014; Perego, 2012).

O biodiesel pode ser produzido pelo processo de transesterificacdo de 6leos vegetais
ou gorduras animais com metanol para levar a formacdo de ésteres metilicos de dcidos
graxos. Apesar de ser uma tecnologia consolidada para a produgao do biodiesel, o setor
ainda tem desafios a vencer para alcancgar resultados ainda mais expressivos. Alguns
desses desafios estdo relacionados ao aproveitamento de residuos do processo de
producdo e a utilizacdo de matérias-primas acidas, que agrega uma etapa a mais no
processo. Nas etapas de separacao e purificacdo do biodiesel, é gerada uma grande
quantidade de residuos compostos por tri, di e monoglicerideos remanescentes,
ésteres e acidos graxos livres. Uma alternativa é reprocessamento para produzir mais
biodiesel. No entanto, da mesma forma que para o tratamento da matéria-prima acida,
é necessario um tratamento acido que pode ocasionar danos aos reatores utilizados.

Além desses inconvenientes na producdo, algumas desvantagens estao relacionadas
ao fato do biodiesel ser um combustivel oxigenado: apresentando menor poder
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calorifico que o diesel, e a presenca de insaturacdes, que o torna menos estdvel e sujeito
a oxidacao.

Sendo assim, uma alternativa adequada para a matéria-prima como éleo de palma
(Elaeis guineensis) com elevada acidez é a producdo do diesel verde por meio do
processo de hidrodesoxigenacdo (HDO), amplamente utilizado na industria petroquimica
(hidroprocessamento). Essas reacdes podem ser empregadas utilizando d6leos acidos/
residuais e Oleos virgens (Pattanaik; Misra, 2017; Sugami; Minami; Saka, 2017). Os
hidrocarbonetos gerados por este método podem ser denominados de diesel verde. Um
esquema genérico para as reacdes de HDO é apresentado na Figura 1.

p?
_/ °
0 0
\ Hy .
0 Ry —2m- 3 OH ~N
V4 -
0 Hy 38 o
R
! }V El
n.‘< 2
Ci7Hzs + OO, a
0
* HQO
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Figura 1. Transformag¢dao de um triacilglicerol em hidrocarbonetos por meio das etapas de reagdo HDO

hidrodesoxigenagao, descarboxilagdo e decarbonilagao.

As reacdes HDO ocorrem por meio de sequéncia de reacbes de hidrogenacao,
desidratacdo, descarboxilagdo ou descarbonilacdo, ou seja, os catalisadores devem
conter sitios ativos metdlicos 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 desidratacao.

Material e Métodos

Preparo do catalisador

A partir do método de impregnacao aquosa (Beck; Vartuli, 1992; Cai; Lin; Xiao, 1999)
de uma solugdo de nitrato de niquel Il (Ni(NO,)x6H,O-Sigma Aldrich) sobre a superficie
de sélidos mesoporosos de silica do tipo MCM-41 e aluminossilicato do tipo AI-MCM-41
foram preparados catalisadores Ni15-MCM-41 e Ni15-Al-MCM-41(55), onde Nil5 refere-
se a um teor de 15% de Ni incorporado aos suportes, e 55 refere-se e razdo Si/Al (Beck;
Vartuli, 1992; Cai; Lin; Xiao, 1999). A impregnacdo aquosa foi assistida pela presenca de
etilenoglicol (VETEC 99,5%) para levar a formagdo de nanoparticulas de Ni dispersas na
superficie do suporte. As amostras foram calcinadas a temperatura de 550 °C.
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Reag¢ao de HDO

Para testar a atividade catalitica dos catalisadores (Nil5-MCM-41, Nil5-Al-
MCM-41-(55) foi utilizado um reator de alta pressdo Parr 5000. Inicialmente, os
catalisadores passaram por uma etapa de redugdo a 260 °C a uma pressdo de H, de
20 bar, por 3 horas, utilizando ciclo-hexano (Sigma-Aldrich) como solvente. Apds essa
etapa, adicionou-se o substrato dleo de palma (Elaeis guineensis) cedido pela empresa
Denpasa. Utilizou-se 10% de catalisador a 260 °C, de 20 bar de H,, durante 6 horas. Ao
final da reacdo, o catalisador e a solucdo resultante foram separadas por centrifugacao.
A fase liquida foi rotoevaporada para a remocao do solvente e o produto resultante foi
reservado para determinagao dos produtos.

Analise por cromatografia gasosa e espectrometria de massas

As andlises foram feitas utilizando um cromatégrafo gasoso Shimadzu, equipado
com coluna Rtx-5MS 30 m x 0,25 mm x 0,25 um, com volume inje¢do 1 uL, modo split
100:1, temperatura 280 °C. Gas de arraste He, vazdo 1,5mL/min. Com programacéao de
temperatura: Ti 70 °Cisoterma 3 min, razdo de aquecimento 7 °C/min até 320°C, isoterma
20 min. O espectrometro de massas Shimadzu, foi configurado com temperatura da
fonte de ions 280 °C, interface 280 °C. M/Z 45-500, intervalo de aquisi¢cdo entre 3,5 e 60
minutos.

O solvente utilizado foi o diclorometano grau analitico (Macron Fine Chemicals). O
heptadecano (Sigma-Aldrich) foi utilizado como padrao de referéncia.

Resultados e Discussao

Na Tabela 1 sdo apresentados os compostos das reagdes utilizando os catalisadores
Ni15-MCM-41 e Ni15-Al-MCM-41 (55).

Tabela 1. Identificagcdo de compostos por cromatografia gasosa e espectrometria de massas (GC/MS).

Amostras Ni15-MCM-41 Ni/Al-MCM-41(55)

Nome dos compostos 1:::;;: Area Area

Pentadecano 15,607 1,81x10° 2,27x10°
Hexadecano 17,306 3,59x10* 1,81x10°8
Heptadecano 18,926 4,51x10° 4,84x10°
Acido Tetradecanéico 19,874 1,33x103 6,11x10*
Octadecano 20,449 4,31x10* 3,40x10°
1-Hexadecanol 21,642 5,80x10* 8,37x10*
Acido n-Hexadecanoico 23,003 1,34x10°8 4,32x10°
Acido Hexadecanoico, etil éster 23,241 3,37x10* 2,51x10°
1-Octadecanol 24,445 1,13x10° N/D

Acido Hexadecanoico, propil éster 24,521 7,07x10% 2,99x10°
Acido Octadecanoico, metil éster 24,997 2,05x10* 2,03x10°
Acido Octadecanoico 25,746 3,10x10° 1,02x107

Continua...
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Tabela 1. Continuacdo.

Amostras Ni15-MCM-41 Ni/Al-MCM-41(55)
Nome dos compostos Tempo~d € Area Area
retencdo

Octadecanoic acid, propyl ester 27,042 1,39x10° 5,44x10°
Acido Octadecanoico, . ,
2,3-dihidroxipropil éster A5 LEBIY Lol
Acido Octadecanoico, 30,142 1,58x10° 4,84x10°
3-hidroxipropil éster

Stigmastane 35,192 1,46x10% 1,49x10*
16-Hentriacontanone 38,692 3,82x10% N/D
Q:tl::) Hexadecanoico, octadecil 39336 2 25x10* 3,14x10°

Pode-se observar na Tabela 1 que houve formacdo de hidrocarbonetos, acido
carboxilico e ésteres. Nos processos de hidrogenacdo costuma ocorrer a adicdo
de hidrogénio as duplas ligacdes e posteriormente, pode ocorrer a formagdao de
acidos graxos livres. Esses acidos podem ser reduzidos a aldeidos, alcoois e por
ultimo, a hidrocarbonetos. Dentre os acidos formados o mais pronunciado foi o
acido octadecanoico, o que era esperado, uma vez que o 6leo de palma é formado
principalmente pela trioleina. Dentre os hidrocarbonetos, em ambas as condi¢des foi
mais pronunciada a formacao do heptadecano e octadecano.

Para efeito de comparacdao do desempenho dos catalisadores frente as reacées HDO
sdo mostradas as areas dos compostos formadas nas duas condicdes.

Pode-se observar que o catalisador Nil5-Al-MCM-41(55) foi bastante superior
na conversdao do dleo de palma, embora tenha formado outros compostos além dos
hidrocarbonetos, que formam o diesel verde. Assim com a utilizagdo do aluminossilicato
houve a formacgdo de pentadecano, hexadecano, heptadecano e octadecano. Ja no caso
dos ésteres foram formados o octadecanota e hexadecanoato.

Conclusao

A utilizacdo do aluminossilicato Ni15-MCM-41 (55) mostrou melhor desempenho
na formacao de hidrocarbonetos nC17 e nC18, embora tenha formado acido e ésteres.
Além das analises quantitativas sdo necessarios testes adicionais, visando otimizar a
reacdo para maior conversao do éleo e maior rendimento em hidrocarbonetos.
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Viabilidade técnica e econOmica
de uso do 6leo fusel em mistura
com o etanol combustivel

Luis Henrique Nogueira Marinho?, Itania Pinheiro Soares?, Cristiane
de Conti Medina?, Carmen Luisa Barbosa Guedes *

Resumo

Atualmente, o mercado mundial voltado ao consumo de combustiveis vem buscando
fontes renovaveis, limpas e com resultado financeiro mais atrativo, no que tange a
producdo de biocombustiveis. No Brasil, o biocombustivel mais utilizado é o etanol
combustivel, derivado do setor sucroenergético, que tem ofertado ao mercado volumes
significativos de coprodutos, como o dleo fusel, que é bastante utilizado como matéria-
prima em outros processos. Neste sentido, este estudo teve por objetivo analisar a
mistura de etanol combustivel com éleo fusel contendo 14 e 34% de agua para verificar o
limite maximo da adicdo no etanol, além de analisar a viabilidade econdmica da mistura,
a fim de aumentar a rentabilidade deste coproduto. A metodologia utilizada neste
estudo foi baseada nas normas vigentes pela Agéncia Nacional do Petrdleo, Gas Natural
e Biocombustiveis (ANP) e reproduzida em laboratério por meio de ensaios técnicos. O
estudo mostrou que até 0,5% do dleo fusel contendo 34% de dgua pode ser incorporado
ao etanol, resultando em um aumento na receita de R$314.000,00 por safra de 200 dias.
Apesar dos dispéndios econdmicos necessdrios para possibilitar o projeto, o calculo do
Valor Presente Liquido — VPL confirmou a viabilidade econémica do projeto, que se paga
antes mesmo do primeiro ano, agregando portanto, maior receita a usina.

Palavras-chave: 6leo fusel, etanol combustivel, cana de acucar, setor sucroenergético.

Introducao

Com a eminéncia da reducdo das reservas de petroleo mundial, aliada a preocupacao
da socioambiental, é o principal motivo que leva os governos a buscarem estratégias
para aumentar a producdao e o consumo de combustiveis renovaveis e sustentaveis.
Dentre estes combustiveis o etanol recebe grande destaque, pois melhora o processo
de combustdo e mitiga as emissdes de CO (mondxido de carbono); neste sentido, é uma
area de conhecimento em que pesquisas tém crescido de forma substancial (Uyumaz et
al., 2014; Boas et al., 2017).

Berger, Krings e Zorn (2010) relatam que entre os coprodutos gerados pela industria
Sucroalcooleira, o 6leo fusel possui grande potencial de reaproveitamento dada sua
rica composicdo em alcoois superiores. Apesar do seu aproveitamento ndo atuar
diretamente na reducdo do custo final do etanol, sua utilizagdo como insumo em outros
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ramos industriais, tais como industria farmacéutica, solventes, industria de plastico e
perfumaria (ésteres) pode representar importante iniciativa para aumentar a eficiéncia
global da producao industrial do etanol.

Demartini (2012), salienta que para a cadeia produtiva do etanol se tornar mais
competitiva, é necessario agregar valor aos coprodutos, fazendo com que estes
coprodutos sejam matéria-prima de base para outros processos.

O 6leo de fusel é um coproduto obtido através da fermentacao de produtos agricolas.
Além de ser extraido da cana-de-agucar, também pode ser extraido de beterraba, graos,
batatas, batata doce, arroz e trigo entre outros (Awad et al., 2017a). A separag¢do do
coproduto 6leo fusel nas destilarias mais antigas era realizada em fracao e armazenadas
em tanques. Atualmente, existem colunas de retificacdo automatizadas, que fazem a
retirada automatica de acordo com a temperatura da coluna ou de forma continua em
volume controlado (Garcia, 2008).

A gualidade e a quantidade produzida de éleo fusel estao ligadas diretamente ao
método utilizado no preparo do caldo de cana que é utilizado no processo de fermentacao;
pois, dependendo da qualidade desta matéria prima, a cepa de levedura pode desviar
em seu processo metabdlico a rota para producdao de dalcool e assim produzir outros
coprodutos de acordo com as condi¢cdes e o ambiente que o processo fermentativo
esta inserido. Esta variacao pode ocorrer também de acordo com instalagao da planta
industrial ou pela estratégia adotada pela organizacdo (Patil et al, 2002). Porém,
trabalhos como o de Mayer, Hoffmann e Hoffmann (2013) demonstram que em pequena
escala é possivel produzir etanol sem a retirada do dleo fusel atendendo os parametros
permitidos pela Agéncia Nacional do Petrdleo, Gas Natural e Biocombustiveis - ANP,
0 que ndo ocorre na produgdao em grande escala, pois a ndo retirada do 6leo fusel na
destilacdo de grandes volumes, impacta na perda de etanol no processo de destilacao.

Neste sentido, o presente estudo tem como objetivo analisar a mistura de etanol
combustivel com 6leo fusel.

Metodologia

Primeiramente foram conduzidos testes experimentais com misturas de etanol
hidratado combustivel (EHC) e etanol anidro combustivel (EAC), misturadas em dois tipos
de ¢dleo fusel variando o percentual de agua. As amostras utilizadas: etanol hidratado
combustivel, etanol anidro combustivel e éleo fusel, foram fornecidos por uma empresa
situada no noroeste do estado do Parand, constituida sob as leis brasileiras e cadastrada
na ANP conforme Resolucdo ANP n° 43, de 22 de dezembro de 2009 (ANP, 2009). Os
produtos fornecidos e a nomenclatura adotada para utilizacdo nos experimentos foram:

e Etanol Anidro Combustivel (EHC).

« Oleo Fusel Bruto retirado da oitava bandeja da coluna de destilacdo (OF34).

e Oleo Fusel Bruto retirado da décima quarta bandeja da coluna de destilacdo
(OF14).

O ponto de retirada da amostra de etanol foi na base de carregamento para produtos
comercial com grau alcodlico conforme estabelecido pela legislagdo em vigor. Ja para a
retida do dleo fusel, foram estabelecidos pontos de amostragem na coluna de destilagao
industrial. Antes das coletas, todos os fracos foram submetidos a lavagem e realizada a
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rinsagem com etanol anidro, etanol hidratado e dleo fusel, respectivamente, de cada
bombona.

Para o preparo das misturas de etanol com 6leo fusel bruto, cada amostra de etanol
combustivel foi aditivada com 0,25; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0; 10,0; 20,0; e 50,0 % (v/v) de
6leo fusel bruto contendo 34% de agua (OF34) e éleo fusel bruto contendo 14% de dgua
(OF14).

Resultados e Discussao

O dleo fusel é obtido como coproduto no processo de purificacdo do etanol, mais
precisamente na coluna de retificacdo, denominada em seu projeto como B nas bandejas
08 e 14. Posteriormente, de forma individual, esse coproduto vai para um tanque de
decantac¢do no qual foram realizadas as coletas das amostras, que foram caracterizadas
pela usina, como mostra a Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas do dleo fusel bruto retirado da bandeja 08 e 14.

Oleo Fusel Bruto

Composi¢ao

Bandeja 08 (OF34) Bandeja 14 (OF14)
% Agua 34% 14 %
% Oleo fusel 66% 86 %

Qualidade do combustivel com dleo fusel

Todo controle de qualidade tem por objetivo estabelecer padrdes para os produtos
de forma que o consumidor final ndo seja prejudicado. A adi¢cdo do dleo fusel ao etanol
pode impactar nos parametros de qualidade estabelecidos pela Agéncia Nacional do
Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis — ANP, podendo tornar a mistura impropria
para utilizagdo como combustivel nos motores disponiveis no mercado.

Mistura do etanol anidro combustivel com dleo fusel bruto

Para realizar a avaliagcdo da mistura de etanol anidro com éleo fusel, foram utilizados
dois tipos de matéria prima, denominado OF34 com maior percentual de dgua (66% 6leo
fusel e 34% agua) e OF14 com menor percentual de dgua (86% dleo fusel e 14 % agua).
Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados das amostras provenientes da mistura do
etanol anidro com dleo fusel bruto OF34.

269



VI Encontro de Pesquisa e Inovagdo da Embrapa Agroenergia: Anais 270

Tabela 2. Avaliagdo mistura etanol anidro e éleo fusel contendo 34% agua (OF34).

Parametros
Propriedade
EAC / Unidade Acidez total, Condutividade Massa especificaa  Teor alcodlico
max. (mg/L) elétrica (uS/m) 20°C (kg/m3) (% massa)
Padrdo Etanol
Anidro 6,86 22,74 789,6 99,90
0,25 % 11,10 64,27 790,3 99,65
0,50 % 13,00 57,68 791,1 99,41
1,00 % 16,55 67,55 792,7 98,90
© 1,50 % 17,49 73,58 794,3 98,40
.‘3 2,00 % 21,04 82,23 795,9 97,90
= 3,00 % 29,04 103,17 799,1 96,90
10,0% 77,54 3987,56 821,2 89,91
20,0% 82,14 4587,43 852,8 79,92
50,0% 91,38 7985,21 946,8 50,23
Limite ANP 30,0 max. 300,0 max. 791,5 max. 99,3 min.

Utilizando-se os mesmos procedimentos, foram realizadas analises alterando
o tipo de aditivo, com o objetivo de avaliar o impacto nos parametros de qualidade
estabelecidos pelo érgado regulamentador. Na Tabela 3, estdo os resultados das amostras
provenientes da mistura do etanol anidro com éleo fusel bruto OF14.

Tabela 3. Avaliagdo mistura etanol anidro e éleo fusel contendo14 % agua (OF14).

Parametros

Propriedade Massa Teor
especifica a alcodlico
20°C (kg/m3) (% massa)

EAC / Unidade Acidez total, Condutividade
max. (mg/L) elétrica (uS/m)

Padrao Etanol

Anidro 6,86 22,74 789,6 99,90
0,25 % 9,93 179,04 790,5 99,75
0,50 % 15,13 321,48 791,1 99,53
1,00 % 23,17 597,51 792,0 99,10
1,50 % 29,79 799,56 793,3 98,64

©
§ 2,00 % 38,77 1060,70 795,7 98,05
'é 3,00 % 72,52 1659,30 798,5 97,15
10,0% 83,22 3998,40 818,8 91,25
20,0% 91,33 4967,21 848,5 80,90
50,0% 95,44 7934,40 940,4 51,85

Limite ANP 30,0 max. 300,0 max. 791,5 max. 99,3 min.
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Pela tabulagdo dos dados e avaliacao dos experimentos, foi possivel verificar que,
valores acima de 3,0% na mistura de dleo fusel contendo 34% de agua ultrapassa o
limite de 30mg/L estabelecido pela ANP, quando utilizado na mistura o éleo fusel
contendo 14% de dgua o limite permitido pela legislagao em vigor decresce para 1,5%,
sofrendo maior influéncia pela 6leo fusel misturado. No parametro condutividade
elétrica a mistura do dleo fusel OF34 permite a adigdo até 3,0% de modo a atender
os parametros estabelecidos pela ANP, ao utilizar na mistura o 6leo fusel OF14 maior
que 0,25% ja existe a inviabilidade para comercializagdo da mistura, conforme o drgao
regulamentador. No parametro massa especifica em ambos os casos da mistura valores
acima de 0,5% de dleo fusel no etanol anidro ultrapassa o limite de 791,5kg/m? valor
maximo estabelecido pela ANP. Diferentemente dos parametros anteriores o teor
alcodlico tem maior interferéncia com a mistura OF34 devido aos seu maior percentual
de agua, no entanto em ambos os casos misturas acima de 0,5% ndo atendem as
diretrizes estabelecidas pelo érgdo regulamentador.

Consideragoes Finais

Tendo em vista o baixo valor agregado do dleo fusel de RS 0,18 por litro e sua
forma atual de comercializa¢cdo (como coproduto), foi observado grande potencial para
utilizacdo como aditivo em misturas com etanol anidro combustivel e etanol hidratado
combustivel. Nos ensaios foram utilizados dois tipos de éleo fusel: éleo fusel bruto
contendo 34% agua (OF34) e dleo fusel contendo 14% de agua (OF14); nos dois casos,
a utilizacdo do coproduto como aditivo teve viabilidade técnica, porém existe restricdes
guanto ao percentual a ser adicionado.

Nos ensaios realizados com dleo fusel OF34, a mistura se mostrou viavel até o
percentual de 0,50%, de modo a atender todas as restri¢des estabelecidas pela Agéncia
Nacional do Petrdleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP). Acima deste percentual,
obteve-se como variavel critica o teor alcodlico e a massa especifica, pois ha impacto
direto devido ao teor de agua no dleo fusel utilizado na mistura. Em ambos os tipos
de etanol utilizados (anidro e hidratado), o comportamento de variacdo teve a mesma
singularidade.

Nos ensaios com dleo fusel contendo 14% de 4gua (OF14), a mistura se mostrou
vidvel até o percentual de 0,25% de modo a atender todas as diretrizes estabelecidas
pela Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP). Acima deste
percentual, obteve-se como varidvel critica a condutividade elétrica da mistura, que
esta diretamente ligada ao potencial corrosivo do combustivel, que pode prejudicar as
linhas de transferéncia de combustivel nos veiculos, causando possiveis depdsitos no
sistema de injecdo. Sobre os tipos de etanol utilizados (anidro e hidratado), em ambos
0s casos, o comportamento de variacdao teve a mesma singularidade devido ao éleo
fusel concentrado.

Para o cdlculo daviabilidade econ6mica, foi considerado o maior percentual da mistura
permitido 0,5% o6leo fusel contendo 34% de agua, tendo em vista otimizar o volume
adicionado a mistura e o produto comercializado. Ponderando a caracteristica da planta
industrial avaliada, foi proposta a adaptacao do ponto de mistura, sendo detalhado o
calculo do custo de implantacdo; diante do cenario analisado, concluimos que o melhor
resultado financeiro foi ao adicionar o coproduto éleo fusel ao etanol hidratado gerando
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uma receita financeira por safra de 200 dias no montante de RS 314.000,00, pagando ja
no primeiro ano de implantac¢do o investimento de adaptacao da planta industrial.

A utilizacdo do 6leo fusel como aditivo no etanol combustivel, mostra-se promissora
e uma otima forma de agregar valor ao coproduto, pois, incorporando-o ao etanol
combustivel em pequenas proporgoes, é possivel realizar a comercializacdo do mesmo
de forma que atenda a legislacdo em vigor.
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Desenvolvimento de metodologia
LC-MS/MS para analise de acidos
dicarboxilicos provenientes

da conversao de lignina

Fldvia Soares Vieira*, José Anténio de Aquino Ribeiro? Clenilson Martins Rodrigues®

Resumo

A lignina é um polimero complexo gerado em grandes quantidades como coproduto pela
industria de papel e celulose. A conversdo dessa macromolécula em produtos quimicos
de maior valor agregado tem sido objeto de estudos como forma de implementar o
desenvolvimento sustentavel para as indUstrias baseadas em biomassa lignoceluldsica.
Dentre os compostos que podem ser obtidos na despolimerizacdo e conversdo da
lignina, destacam-se os acidos carboxilicos alifaticos, que possuem aplicacbes nas
industrias de biopolimeros, farmacéutica e de aditivos alimentares. Assim, este trabalho
foi desenvolvido com o objetivo de estabelecer um método baseado em cromatografia
liquida de ultraalta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (UHPLCMS) para
detectar e quantificar acido adipico, acido oxalico e acido succinico, provenientes da
conversdo (bio)catalitica de lignina. Foram avaliadas trés colunas cromatograficas, sendo
a melhor condicdo de analise obtida com a coluna HSS T3 (1,8 um; 2,1x 150 mm, Waters),
empregando um sistema de eluicdo em modo gradiente e constituido de fase movel A:
agua acidificada com acido férmico 0,1% e B: acetonitrila acidificada com acido férmico
0,1%. Todas as fases estaciondrias avaliadas apresentaram condicGes satisfatdrias para
analise de acido adipico e acido succinico, mas apenas com a coluna HSS T3 foi obtida
condicdo de deteccdo de acido oxdlico, ainda que com baixa sensibilidade. Esse estudo
investigou metodologias capazes de analisar trés acidos dicarboxilicos por UHPLC-MS/
MS, resultando em um protocolo que viabiliza a detec¢do simultanea e de forma seletiva
dos compostos avaliados.

Palavras-chave: UHPLC-MS/MS, acidos dicarboxilicos, lignina.

Introducao

A biomassa lignoceluldsica corresponde a uma abundante fonte de carbono
renovdvel. E composta principalmente por celulose, hemicelulose e lignina, sendo a
lighina o componente mais complexo. A industria de papel e celulose gera anualmente
grande quantidade de lignina, no entanto, a maior parte desta é queimada para
producdo de calor e energia. Por ser um polimero natural e abundante, a lignina possui
grande potencial de uso como matéria-prima renovavel. A partir da despolimerizacao
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dessa macromolécula podem ser obtidos outros compostos, de menor tamanho e
que possuem maior valor de mercado. Entretanto, por ter uma estrutura complexa e
heterogénica, sua conversao em outros produtos é um desafio e tem sido objeto de
estudos em diversos paises (Mei et al., 2019; Ponnusamy et al., 2019).

Dentre os compostos relatados como produtos da conversdo da lignina estdao os
acidos carboxilicos, sendo obtidos principalmente os acidos aromaticos a partir da
oxidacdo dos mondmeros de lignina. Acidos carboxilicos alifaticos sdo produtos quimicos
importantes e de grande valor para diversos ramos industriais, tais como as industrias
de biopolimeros, farmacéutica e de aditivos alimentares, possuindo um mercado ainda
maior do que o de acidos carboxilicos aromaticos. Como atualmente a base de producgao
desses compostos tem sido os combustiveis fosseis, pesquisas tém buscado tecnologias
para converter lignina em acidos alifaticos como uma estratégia renovavel de obtencao
dessa classe quimica (Mei et al., 2019; Haldar; Purkait, 2020).

Dentre as diversas abordagens analiticas utilizadas para analise de acidos organicos,
a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas tem sido utilizada na
identificacdo e quantificacdo de analitos em matrizes complexas (Huang et al., 2012;
Xiao et al., 2012). O emprego dessa técnica, no modo de monitoramento de reacao
multipla (MRM do inglés, Multiple Reaction Monitoring), permite a detec¢do de ions
especificos em amostras complexas, proporcionando alta seletividade as andlises (Putri;
Fukusaki, 2014).

Diante disso, o objetivo desse trabalho foi definir um método para quantificacdo de
acido adipico, acido oxdlico e acido succinico, provenientes da conversao da lignina, por
cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (UHPLC-
MS/MS). Para isso, foram avaliadas trés diferentes fases estacionarias: as colunas
SeQuant Zic-HILIC, BEH Amida e HSS T3.

Material e Métodos

Reagentes

Foram utilizados acetonitrila grau LC-MS (Biograde), acetato de amoénio (LiChropur)
e metanol grau LC-MS (Lichrosolv). Hidréxido de amoénio, formiato de amodnio, acido
formico, acido adipico, acido oxdlico e acido succinico foram obtidos da empresa
Sigma-Aldrich. Agua ultrapura foi obtida utilizando um sistema de purificacio Milli-Q
(Millipore).

Instrumentac¢ao

Os experimentos de cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia, acoplada a
espectrometria de massas (UHPLC-MS), foram realizados em espectrémetro de massas
(modelo Acquity Xevo TQD, Waters) equipado com fonte de ioniza¢do por electrospray
(ESI) e analisador de massas do tipo triplo quadrupolo (QqQ, TQD, Waters). Os dados
espectrais foram adquiridos e processados pelo software MassLynx 4.1 (Waters). O
MS foi operado em modo de ionizagdao negativa, ESI(-)-MS, usando monitoramento de
reacdes multiplas (MRM). Os parametros instrumentais (voltagem do capilar e energia
do cone) foram otimizados a partir da técnica de infusdo direta por espectrometria
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de massas (DIMS — do inglés, Direct Infusion Mass Spectrometry) de modo a obter os
sinais da razdo massa/carga (m/z) mais intensos para cada analito analisado. Utilizouse
a espectrometria de massas tandem (MS/MS) para sele¢do das energias de colisdo
utilizadas na fragmentacdo do ion precursor e obtencao dos perfis de fragmentacao.

As colunas cromatograficas avaliadas foram: SeQuant Zic-HILIC (3,5 um; 100 x
2,1 mm), HILIC BEH Amida (1,7 um; 2,1 x 150 mm, Waters) e HSS T3 (1,8 um; 2,1 x
150 mm, Waters).

Resultados e Discussao

Os compostos foram detectados no modo negativo (ESI(-)), que promove a
identificacdo das massas na forma desprotonada. Para configurar o modo MRM,
ajustou-se as condicdes de energia do cone e de colisdo de modo a obter os sinais da
razdo massa/carga (m/z) mais intensos para cada analito analisado. A Tabela 1 mostra o
resultado final com as melhores energias do cone e de colisdo para cada composto, o ion
precursor e ion fragmento utilizados para o método MRM.

Tabela 1. Condigdes experimentais otimizadas para experimentos de MRM de analise dos acidos organicos.

Composto fon I(’::/czljrsor ion Fragmento (m/z) E:::;ii?\f)o E::ﬁ:g? ((:;;
Acido adipico 144,95 100,94 25 14
Acido oxalico 88,85 60,83 20 7

Acido succinico 117,00 73,00 22 10

O estudo avaliou trés colunas cromatograficas. Para as colunas SeQuant e BEH
Amida, empregou-se a fase mével A: ACN/H,O (90/10) com tampdo acetato de amonio
e B: ACN/H,0 (40/60) com tampdo acetato de aménio. Os parametros avaliados foram:
concentragao do tampao (10, 20 e 25 mM), gradiente de elui¢do, temperatura da coluna
(25, 35 e 60°C), e uso de tampao formiato de amonio no lugar de acetato. Com a coluna
BEH Amida, foram avaliadas fase mével com pH neutro, fase mével alcalina com adigado
de 0,1% hidroxido amonio a ambas as fases, e fase moével dcida com adicdo de 0,1% de
acido féormico. Nas trés condigcbes, a temperatura da coluna foi mantida em 40°C.

Foram obtidas boas condi¢des de separagao e detecgdo para acido adipico e acido
succinico tanto com a coluna SeQuant quanto com a BEH Amida, no entanto, o acido
oxalico apresentou problemas de assimetria de pico e detec¢do. Utilizando a coluna HSS
T3 foi possivel detectar todos os trés acidos. A melhor condicdo foi obtida utilizando
fase movel acidificada pela adigdo 0,1% de acido férmico na fase aquosa (H,0) e na fase
organica (Acetonitrila), com a coluna HSS T3. Essa coluna possui fase estacionaria apolar
(C18) e, portanto, necessita que o equilibrio da forma nao dissociada dos acidos seja
favorecido para que haja maior interagdo com a coluna. A temperatura da coluna foi
mantida em 40°C. A Tabela 2 mostra a melhor condi¢do de andlise obtida para detecgdo
simultanea dos trés compostos avaliados. Foi obtida boa separac¢do entre os trés acidos,
no entanto, a sensibilidade para acido oxalico foi baixa, comparada com a dos demais
compostos (Figura 1).
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A dificuldade de deteccdao de acido oxdlico por MS foi apontada anteriormente
por alguns autores (Moldoveanu et al., 2018), enquanto que a deteccdo de outros
acidos alifaticos como acido succinico por MS, utilizando colunas HILIC, tem sido mais
comumente empregada (Teleki; Takors, 2019; Huang et al., 2012).

Tabela 2. Condig¢Ges cromatograficas otimizadas para o método utilizando a coluna HSS T3.

Tempo Vazio (mL/min) Eluente A: Eluente A:
(min) H,O + AF 0,1% (%) ACN + AF 0,1% (%)
0,00 0,4 100 0
1,00 0,4 100 0
4,00 0,4 70 30
6,00 0,4 0 100
8,00 0,4 0 100
12,00 0,4 100 0
f | oo MR
adipico ESI(-)-MS/MS
Acido
succinico 8.55e5
J . 277
°  Acido 117.00
1 oxalico
0.92

Figura 1. Cromatograma obtido por UHPLC-ESI(-)-MS/MS, utilizando o gradiente de eluigdo mostrado na Tabela 2 e
a coluna HSS T3, da solugdo contendo os padrdes analiticos de acido oxalico a 100 ug/mL (m/z 88,85; t,: 0,92), 4cido
succinico a 50 ug/mL (m/z 117; t.: 2,77) e écido adipico a 50 ug/mL (m/z 144,95; t.: 3,76).

Conclusao

Para o desenvolvimento de um método de analise de acido adipico, acido oxalico e
acido succinico por espectrometria de massas UHPLC-MS/MS foram avaliadas trés colunas
cromatograficas com diversas condi¢cdes de andlise. Foram obtidas boas condicdes para
acido adipico e acido succinico com as trés colunas investigadas (Zic-HILIC SeQuant,
HILIC BEH Amida, HSS T3). O uso coluna HSS T3, no entanto, possibilitou a detec¢do dos
trés analitos avaliados, inclusive do acido oxdlico, ainda que com baixa sensibilidade.
A metodologia desenvolvida vem sendo aplicada em projeto de codesenvolvimento
que avalia a conversdo (bio)catalitica de lignina em acidos dicarboxilicos e, por razdes
de sigilo industrial, apenas os dados de desenvolvimento (sem aplicacdo em amostras

reais) foram apresentados.
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Preservacao de substancias bioativas
em extrato da casca da semente do
algodao durante a secagem por spray-
dryer com uso de agentes carreadores
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Resumo

A casca da semente do algoddo é um importante residuo agroindustrial da cadeia do
biodiesel. A obtencdo de extratos ricos em bioativos € uma das formas de agregacdo de
valor a este tipo de material no contexto da bioeconomia, economia circular ou de base
bioldgica. Isso pode ser alcancado submetendo o material a uma maceracdo dinamica
em etanol a 80%. Para se preservar as caracteristicas fisico-quimicas de extratos ricos
em bioativos, uma estratégia consiste em se utilizar, durante a etapa de secagem,
agentes carreadores que impedem a degradacdo. Nesse sentido, o presente estudo
foi realizado com o objetivo de avaliar a performance de dois agentes carreadores,
Aerosil 200® e goma ardbica, na secagem por atomizacdo em Spray dryer do extrato
da casca da semente do algodao, verificando a manutencdo de certas caracteristicas
(teor de flavonoides e atividades antioxidantes). Ambos permitiram a obtencdo do
extrato em p6é com umidade de 5,5+0,25% e 8,03+1,29 %, e rendimento de secagem
de 50,3% e 36,95% para Aerosil 200 e Goma Arabica, respectivamente. Foi evidenciado
gue a goma arabica mantém algumas caracteristicas do extrato seco como o teor de
flavonoides e principalmente, atividades antioxidantes mesmo apds exposicdo ao calor
durante processo de secagem. Os resultados sugerem que a goma pode ser empregada
no microencapsulamento do extrato da casca da semente do algoddo, mas, outros
parametros ainda precisam ser investigados.

Palavras-chave: substancias bioativas, estabilidade quimica, atomizacdo, antioxidantes.

Introducao

A aplicacdo de extratos vegetais em alimentos, fitoterdpicos e cosméticos vem
ganhando destaque no Brasil e no mundo. A existéncia de substancias bioativas em
matrizes vegetais, origindrias principalmente de seu metabolismo secundario, faz com
gue cresca o interesse em novas matérias-primas.
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No Brasil até o ano de 2010 estavam registrados mais de 500 medicamentos
fitoterdpicos, sendo a maioria em forma sélida em fun¢do do maior tempo de
conservacao (Oliveira, O. W.; Petrovick, 2010).

O preparo de extratos vegetais inclui diferentes etapas como reduc¢do da particula
da matriz, que é dissolvida em uma solucdo extratora, o liquido é filtrado e o solvente é
removido obtendo-se o extrato que finalmente pode ser utilizado no produto final em
diferentes formas (cdpsulas, comprimidos, géis, pomadas e outros) (Lopes et al., 2018).

A secagem dos extratos consiste em etapa crucial que deve garantir a manutencgao de
suas propriedades. Nesse sentido, a secagem por spray-dryer é recomendada em fungao
de menor tempo de exposicdo do pé ao calor, reduzindo sua degradacdo (Oliveira, B. E.
et al., 2018).

Apesar disso, alguns problemas ainda podem ser observados nesse processo como
aglomeracao de particulas, endurecimento e aderéncia que ocorrem em fun¢ao da
presenca de algumas substancias no extrato como agucares de baixo peso molecular.
Estes acUcares apresentam grande afinidade quimica com moléculas de agua o que
acarreta em diminuicdo da temperatura geral de transicao vitrea (Tg) do sistema
ocasionando os efeitos descritos anteriormente (Saavedra-Leos, M. et al., 2012). Além
disso, fatores como temperatura de entrada e saida, pressdao de atomizagao, entre
outros, merecem ser observados.

A fim de contornar estes problemas e manter as caracteristicas fisico-quimicas dos
extratos, o emprego de transportadores na secagem por spray-dryer é indicado (Cynthia;
Bosco; Bhol, 2015). Estes agentes carreadores sdo caracterizados por apresentarem alto
peso molecular, baixa viscosidade e Tg na faixa de 100 — 188 °C. Dessa forma, durante
a secagem por pulveriza¢gdao, aumentam a Tg do sistema contribuindo para manutencao
das propriedades de interesse nas amostras (Saavedra-Leos, Z. et al., 2015). Entre os
agentes estudados tem-se a maltodextrina, inulina (Araujo-Diaz et al., 2017), aerosil,
amido pré-gelatinizado (Asquieri et al., 2020), goma ardbica, dextrina, entre outros
(Braga; Rocha; Hubinger, 2018).

Neste contexto, a caracterizacdo do extrato da casca da semente do algodao
(Gossypium hirsutum L.), importante residuo agroindustrial da cadeia do biodiesel,
evidenciou a presenca de importantes substancias bioativas de interesse industrial como
compostos fendlicos e atividade antioxidante. Em decorréncia da grande diversidade
guimica existente nos extratos vegetais, em especial entre os compostos fendlicos, varios
ensaios tém sido desenvolvidos para avaliacdo da capacidade antioxidante de amostras,
abordando diferentes mecanismos. O principio do método de redugdao do ion férrico
(FRAP) é baseado na produgdo do ion Fe* a partir da reducdo do ion Fe*, encontrado
no complexo 2,4,6- tripiridil-s-triazina (TPTZ) na presenca de antioxidantes. Outro teste
antioxidante usado neste estudo baseia-se na perda da cor amarela do B-caroteno devido
a sua reagdo com os produtos da oxida¢do do acido linoleico em uma emuls3o. A avaliacdo
do sistema B-caroteno/acido linoleico determina a capacidade de uma amostra de
proteger um substrato lipidico da oxidacdo (Duarte-Almeida et al., 2006).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a produg¢do de extrato seco de semente
de algodao (Gossypium hirsutum L.) empregando agentes carreadores para secagem
em spray dryer, com énfase na manutencao e estabilidade de compostos bioativos
e atividade antioxidante. O extrato foi analisado em relacdo ao teor de umidade,
rendimento do processo, teor de flavonoides e atividades antioxidantes.
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Material e Métodos

Os extratos hidroalcodlicos foram obtidos por maceracdo dindmica em agitador
orbital empregando-se a casca da semente do algoddo e solucdo de etanol 80% na
proporcdao 1:5 (m:v) durante 24 horas a 20°C e 150 rpm. Os extratos foram entao,
submetidos a filtracdo simples com papel de filtro e em seguida parte do solvente
evaporado em rotaevaporador para reducdo do teor de etanol em aproximadamente
15%. O teor de sélidos totais desta solugdo ficou em 8 g/L. Na sequéncia, os extratos
foram submetidos a secagem por atomizacdo (spray-dryer) com utilizacdo dos agentes
carreadores goma arabica e Aerosil 200® conforme concentracdes recomendadas
na literatura para cada agente (15% e 30%, respectivamente) (Daza et al., 2016;
Vasconcelos et al., 2005). Para secagem foram empregados os seguintes parametros:
Para extrato + Aerosil (temperatura de entrada: 130°C; Temperatura de saida: 71°C;
Pressdo: 40bar; Vazdo: 30% 9ml/min) e para extrato + goma (temperatura de entrada:
130°C; Temperatura de saida: 80°C; Pressdo: 40bar; Vazdo: 20% 6ml/min.). Os materiais
carreadores foram adquiridos em farmacias de manipulacdo de Brasilia e possuem grau
farmacéutico. Como controle utilizou-se uma aliquota deste material liofilizada e sem a
adicdo de carreadores.

Os extratos em po obtidos foram caracterizados quanto ao rendimento em
porcentagem R (%) com base na seguinte férmula:

R(%) = {[Mpo x (1 — Upd)] + [Mal x (1 — Ual)]} x 100

Onde,

Mpd: Massa do pé obtido

Upd: Umidade do pd

Mal: Massa da solucdo de alimentacdo no secador
Ual: Umidade da solucdo

A umidade foi determinada gravimetricamente em estufa a vacuo e os compostos
bioativos quanto a presenca de flavonoides e atividades antioxidantes. A quantificacdo
de flavonoides totais foi realizada de acordo com metodologia descrita por Siatka e
Kasparova (2010). As atividades antioxidantes foram avaliadas pelo método de
reducdo do ion férrico FRAP (Benzie; Strain, 1996), e sistema betacaroteno/acido
linoleico (Duarte-Almeida et al., 2006) com modificacdes. As solucdes analiticas foram
preparadas na concentragdo 1,6 mg/mL para todos os testes, exceto para determinagdo
de betacaroteno/acido linoleico do liofilizado que foi testado a 1mg/mL.

Todos os ensaios foram realizados em, no minimo, triplicata certificando-se que as
médias das triplicatas analiticas ndo tivessem variacdo maior que 5%, além disso, foi
assegurado que o R? da regressdo linear da curva padrdo tivesse valor proximo a 1. Os
dados obtidos foram submetidos a teste estatistico no software SISVAR (Ferreira, 2011).

Resultados e Discussao

Apds a secagem foi observado que os carreadores contribuiram para obtencdo de
extratos secos com aspecto de po fino, principalmente o Aerosil® conforme ilustrado na
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Figura 1. Ambos permitiram a obtengao do extrato em pd com umidade de 5,5+0,25% e
8,03£1,29 %, e rendimento de secagem de 50,3% e 36,95% para o tratamento contendo
30% Aerosil e 15% Goma Arabica, respectivamente. Os experimentos de secagem
foram realizados com quantidade de extrato préximo ao limite minimo de operacao
do equipamento, o que contribuiu para o baixo rendimento devido, provavelmente a
perda proporcional do material que fica aderido as paredes do spray dryer. Dessa forma,
novos testes, com maior quantidade de extrato, se fazem necessarios para uma melhor
avaliacdo do rendimento e repetibilidade do processo de secagem.

9

Figura 1. Extrato apds evaporagdo parcial do etanol (A); Extrato obtido com adigdo de Aerosil 200® e secagem em
spray-dryer (B); Extrato obtido com adigdo de goma arabica e secagem em spray-dryer (C).

A aplicacdo da técnica de secagem por spray dryer oferece muitos beneficios como
a capacidade de escalonamento e processamento de substancias sensiveis ao calor com
menor risco de degradacdo (Arpagaus; Ritti; Meuri, 2013).

Apos solubilizados no solvente utilizado na etapa de extragao (Etanol 80%), foram
realizadas as analises dos produtos, onde foi verificada a presenca de flavonoides e
atividades antioxidantes (Figura 2), foi feita a comparacdo entre a secagem em spray
dryer com dois agentes carreadores e em liofilizador, esse ultimo foi usado como
processo controle.

Os teores de flavonoides nao diferiram estatisticamente indicando a possivel
manutencdo dos flavonoides mesmo apds a secagem em spray dryer, quando comparado
com a liofilizagdo. Também nao foi observada diferenca entre os carreadores.

Os carreadores empregados desempenharam suas fun¢des na protecdo do
extrato durante o curto periodo de exposicao ao calor no spray dryer. O extrato seco
juntamente com a goma arabica apresentou maior atividade antioxidante pelo método
FRAP do que o seco com Aerosil 200 e o extrato liofilizado. Os agentes carreadores
sozinhos ndo apresentaram atividades antioxidantes mostrando-se inertes (dados nao
apresentados). Na avaliacdo da atividade antioxidante pelo sistema betacaroteno/acido
linoleico, o extrato seco por spray dryer com goma arabica nao diferiu do extrato seco
por liofilizacdo, enquanto que a secagem por spray dryer com Aerosil 200 apresentou
menor atividade.

A goma arabica ja foi descrita como um dos melhores carreadores para preservagao
de compostos bioativos durante a secagem por spray (Da Silva et al., 2013). Em um
estudo realizado com extrato de lulo (Solanum quitoense L.), o emprego de goma arabica
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na concentragdo de 3% contribuiu para a manutengdo das propriedades nutricionais
como o teor de flavonoides totais e atividade antioxidante (lgual et al., 2014).

A adicdo de goma ardbica também permitiu maior retencao de compostos redutores,
polifendis e radicais sequestrantes, quando utilizada no encapsulamento da prépolis

(Busch et al., 2017).
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Figura 2. Teor de Flavonoides (A); atividades antioxidantes pelos métodos FRAP (B); e sistema beta caroteno/acido
linoleico (C). Os valores das colunas representam a média de trés repeti¢es. As barras representam o desvio padrao.
Letras diferentes indicam diferencgas estatisticamente significativas pelo teste de Tukey (p<0,05).
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O Aerosil permite a secagem de amostras com diferentes teores de sdlidos, inclusive
em baixas temperaturas de entrada e pode preservar quantidades significativas de
liguido dentro do volume intersticial de seus conglomerados, contudo, resultados
anteriores demonstraram que em extratos com baixa concentrac¢ao de sélidos ndo sado
totalmente confinados nessas estruturas (Gallo et al., 2011).

O emprego de Aerosil no éleo essencial de orégano, por exemplo, aumentou a
liberacdo de compostos volateis, levando a perda da atividade antioxidante (Ansensio
et al., 2017).

Consideragoes Finais

O extrato da casca da semente do algod3o apresenta importantes propriedades
bioativas como flavonoides e efeitos antioxidantes. Os resultados do presente trabalho
sugeriram que a goma arabica parece ser o material mais promissor como adjuvante
de secagem quando comparada com o Aerosil 200, visto que o teor de goma arabica
utilizado foi metade do teor de Aerosil 200. Além disso, quando comparada com a
liofilizagdo, a atomizacdo com goma arabica se mostrou superior ou igual. No entanto,
o rendimento da secagem com a goma arabica foi inferior. Mais estudos se mostram
necessarios, testes com replicatas de processo de secagem, elucidacdo e variacao dos
parametros de secagem e diferentes avaliacdes de composi¢do e atividade dos extratos
serdo ainda realizados a fim de se obter um produto final que mantenha as principais
substancias bioativas do extrato.
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Reforma a vapor de biogas
simulado usando déxidos mistos
NiMgAl, NiMgAIGd e NiMgAIPr

Emerson Léo Schultz’, Iténia Pinheiro Soares?

Resumo

Oxidos mistos NiMgAl, NiMgAIGd e NiMgAIPr foram obtidos a partir da calcinagdo de
compostos tipo hidrotalcita, preparados por coprecipitacdo a pH variadvel. No preparo
destes materiais foi usado nos cdlculos o teor de 15% de niquel. A composi¢dao dos
oxidos mistos foi determinada por fluorescéncia de raios X (FRX). Os 6xidos mistos
preparados foram empregados na reforma a vapor de biogas simulado, com 70% de
metano (CH,) e 30% de dioxido de carbono (CO,), na temperatura de 750 °C, pressdo
atmosférica, e razdo vapor/carbono (S/C) de 3,2. Este processo de reforma de biogas gera
gds de sintese, mistura de hidrogénio (H,) e mondxido de carbono (CO), que pode ser
usado para obtencdo de hidrogénio, metanol, hidrocarbonetos, entre outros produtos.
Apds a reacdo de reforma, a quantidade de carbono depositada nos catalisadores
foi determinada por analise termogravimétrica (ATG). Os oxidos mistos preparados
possuem teor de niquel entre 17-18%, acima do valor estabelecido de 15% de niquel no
preparo. O oxido misto 15NiMgAIGd possui 1,0% de gadolinio, enquanto 15NiMgAIPr
possui 1,1% de praseodimio. As conversdes de CH, obtidas foram 97,9%, 98,6% e
99,4% para os oxidos mistos 15NiMgAl, 15NiMgAIGd e 15NiMgAIPr, respectivamente.
A razao HZ/CO variou entre 3,3 a 3,5, mostrando que o processo é mais indicado para
obtencdo de hidrogénio a partir do gas de sintese produzido. A quantidade de carbono
depositada na superficie dos catalisadores foi maior para 15NiMgAl (5,6%) e menor
para 15NiMgAIGd (4,9%) e 15NiMgAIPr (4,8%). Estes resultados indicam que gadolinio e
praseodimio atuam como promotores em oéxidos mistos NiMgAl obtidos de compostos
tipo hidrotalcita.

Palavras-chave: reforma a vapor, biogds, éxidos mistos, niquel, gadolinio, praseodimio.

Introducao

O biogas é obtido da digestdo anaerdbia de material organico, como dejetos de
animais, residuos agricolas e efluentes industriais. Normalmente, a digestdo anaerdbia é
realizada em biorreatores chamados de biodigestores, existindo diferentes configuracdes
destes equipamentos (Atelge et al., 2020).

Os principais constituintes do biogas sdo metano (CH,) e dioxido de carbono (CO,),
além de outros compostos minoritarios, como sulfeto de hidrogénio (H,S). Devido a
alta concentragdo de CH,, normalmente entre 50-75% em volume, o biogas € bastante
usado para producdo de energia térmica e elétrica (Atelge et al., 2020, Scarlat, 2018).

! Engenheiro quimico, doutor em Engenharia Quimica, pesquisador da Embrapa Agroenergia, emerson.schultz@embrapa.br
2 Quimica, doutora em Quimica, pesquisadora da Embrapa Agroenergia, itania.soares@embrapa.br
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Entretanto, o biogds pode ter outras aplicagdes, como a sua conversdao em gas de
sintese para producao de compostos quimicos, como metanol, dimetil éter, etanal,
hidrocarbonetos, entre outros. Processos de reforma s3o usados para converter o biogas
em gas de sintese, que € uma mistura de hidrogénio (H,) e mondxido de carbono (CO)
(Amaral et al., 2020, Hernandez; Martin, 2018).

A reforma a vapor de biogas engloba rea¢des de reforma a vapor e de reforma
seca de metano, por isso também é chamada de birreforma de biogas. Este processo
normalmente é realizado em temperaturas entre 700 a 850 °C e pressdes entre 1 a 7
bar. Dependendo da razdo CH,/CO, do biogés e da razdo CH,/H,O na alimentagdo do
reator, o gas de sintese obtido possui razao HZ/CO entre 2 a 4 (Tuna et al., 2018, Roy et
al., 2018).

Catalisadores a base de niquel tém sido usados na reforma a vapor de biogas (Tuna
et al.,, 2018). A partir da calcinacdo de compostos tipo hidrotalcita contendo niquel
sdo obtidos catalisadores com excelente dispersdao do niquel e com bom desempenho
catalitico em processos de reforma de metano e biogds (Schultz; Correia; Soares,
2020; Serrano-Lotina et al., 2011). Entretanto, catalisadores a base de niquel sofrem
desativacao devido a formacao de carbono, bloqueando os poros do catalisador e,
consequentemente, o fluxo de gds (Tuna et al., 2018).

A adicdo de promotores aos catalisadores de Ni é realizada para diminuir a
formacdo de carbono. Os elementos de terras raras, que incluem os elementos da
série dos lantanideos, tém sido usados como promotores em catalisadores de niquel,
apresentando aumento na redutibilidade do Ni, introducao de novos sitios basicos e
melhora do desempenho catalitico, sem rapida desativacao pela deposicao de carbono
(Liu et al., 2016). Dentre estes elementos, estdo gadolinio e praseodimio, os quais foram
usados como promotores em catalisadores de Ni empregados na decomposi¢cdo de
metano (Anjaneyulu et al., 2015).

Dessa forma, no presente trabalho foram preparados éxidos mistos NiMgAl, sem ou
com adicdo de gadolinio ou praseodimio para serem utilizados na reforma a vapor do
biogds simulado, avaliando-se a conversdo dos reagentes, a razdo H,/CO e a quantidade
de carbono formada na superficie dos éxidos mistos.

Material e Métodos

Material

Foram utilizados niquel hexa-hidratado (Ni(NO,),-6H,O, 98,5%), nitrato de
magnésio hexa-hidratado (Mg(NO,),-6H,0, 98,0%), nitrato de aluminio nono-hidratado
(AI(NO,),-9H,0, 98,0%), nitrato de gadolinio hexa-hidratado (Gd(NO,),-6H,0, 99,5%),
nitrato de praseodimio hexa-hidratado (Pr(NO,),-6H,0, 99,9%), hidroxido de sddio
(NaOH) e carbonato de sddio (Na,CO,, 99,5%) da Sigma-Aldrich; I3 de quartzo (99,995%
de pureza em SiO,, tamanho da fibra de 4 um), da Actquartzo Industrial.

Preparo dos catalisadores

Trés compostos tipo hidrotalcita de niquel (Ni), magnésio (Mg) e aluminio (Al) foram
preparados por coprecipitacdo a pH varidvel, sendo que um foi adicionado de gadolinio
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e outro de praseodimio. Estes compostos foram calcinados para sua decomposi¢ao
e obtencdo dos oxidos mistos 15NiMgAl, 15NiMgAIGd e 15NiMgAIPr, sendo que
15 representa o teor de niquel usado nos cdlculos relacionados com o preparo dos
catalisadores. Para o preparo, duas solucdes aquosas foram utilizadas: solugdo de nitratos
(A) contendo Ni(NO,),-6H,0, Mg(NO,),-6H.0, Al(NO,),-9H,O, sem ou com Gd(NO,),-6H,0
ou Pr(NO,),6H,0, e com razdo molar de M**/(M?>* + M?**) de 0,25; e solugdo (B) de Na,CO,
e NaOH (B). A solugdo (A) foi lentamente adicionada a solugdo (B), mantida em agitacdo
vigorosa, permanecendo em agitacao por mais 30 min apds a adicdao e envelhecida por
21 h em repouso. Em seguida, a suspensdo resultante foi filtrada usando bomba de
vacuo, sendo o sdlido obtido lavado com agua deionizada a 60 °C. Os compostos tipo
hidrotalcita obtidos foram secos a 110 °C por 18 horas e moidos. A calcina¢cdo destes
compostos resultou nos éxidos mistos utilizados.

Reac¢ao de reforma a vapor de biogas simulado

A reforma a vapor de biogds simulado foi realizada em reator tubular de leito fixo,
da marca PID Eng&Tech, na temperatura de 750 °C e pressdao atmosférica, empregando
60 mg dos éxidos mistos preparados, os quais foram colocados sobre uma camada de |3
de quartzo contida em um suporte de aco inoxidavel. O reator foi aquecido por 80 min
em um fluxo de argénio de 30 NmL/min, atingindo 750°C nesta etapa. Posteriormente,
o catalisador foi reduzido por 2 h em fluxo de hidrogénio de 30 NmL/min. Apds o reator
foi purgado com fluxo de argonio de 30 NmL/min por 10 min. Em seguida, o reator foi
alimentado com a mistura reacional, primeiro sem passar pelo reator (modo By-pass)
para sua caracterizagdo e depois passando pelo reator. Uma razdo molar CH,:CO, de
2,33:1 foi usada para simular um biogas com 70% de CH, e 30% de CO,.Uma razao
vapor/carbono (S/C) de 3,2 foi empregada nos experimentos. Os fluxos dos reagentes
foram de 15,68 NmL/min de CH,, 6,72 NmL/min de CO, e 0,04 mL/min de H,O. O fluxo
de saida do reator foi analisado em linha usando um cromatdgrafo gasoso (Shimadzu,
GC-2014), equipado com detector de condutividade térmica e detector de ionizacao de
chama.

Caracterizagao dos oxidos mistos

A composicao quimica dos oxidos mistos foi determinada por fluorescéncia de
raios X (FRX). A quantidade de carbono depositada nos éxidos mistos apds a reagao de
reforma a vapor de biogas foi determinada por andlise termogravimétrica, aquecendo
as amostras em fluxo de ar sintético da temperatura ambiente até 1.000 °C, sob uma
taxa de aquecimento de 10 °C min’, monitorando a variagdo de massa.

Resultados e Discussao

Os teores de niquel, gadolinio e praseodimio dos éxidos mistos sdao apresentados
na Tabela 1. Os valores de niquel obtidos estdo acima dos valores usados nos calculos
do preparo dos compostos tipo hidrotalcita. A lavagem da lama com &4gua destilada
levemente acida durante o preparo pode ter causado a dissolucdo seletiva do magnésio,
provocando o aumento nos teores de niquel (Michalik et al., 2008). Os teores de
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gadolinio e praseodimio obtidos estdo préximos do valor usado nos célculos (1,0 % em
massa).

Tabela 1. Teores de niquel, gadolinio e praseodimio dos éxidos mistos preparados.

Metal (% em massa)

Oxido misto
Gadolinio Praseodimio
15NiMgAl 17,2 == -
15NiMgAIGd 18,5 1,0 -
15NiMgAIPr 17,8 --- 1,1

A reforma a vapor de biogas simulado foi realizada usando os O6xidos mistos
15NiMgAl, 15NiMgAIlGd e 15NiMgAIPr. Os resultados estdo nas Figura 1 para o éxido
misto 15NiMgAIPr.

mCH4 ¢ CO2 aH2/CO
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Figura 1. Conversdo de CH,e de CO,, e razdo molar HZ/CO, na reforma a vapor de biogas simulado a 750 °C e razdo S/C
de 3,2, usando 15NiMgAIPr.

De acordo com os resultados da Figura 1, a conversdo de CH, esteve proxima de 99%,
enquanto a conversdo de CO, ficou em torno de 60%, usando o 6xido misto 15NiMgAIPr
como catalisador. A reacdo de reforma a vapor de metano é a mais importante no
processo de reforma a vapor de biogdas, enquanto a reforma seca é inibida na presenca
de vapor (Guilhaume et al., 2019). Por isso, a conversdo de CH, é maior que a de CO.,.
A razdo molar H,/CO apresentou valores em torno de 3, o que estd de acordo com a
estequiometria da reforma a vapor de metano (Rahbari et al., 2018).

A Tabela 2 apresenta os valores médios da conversdo de CH4 e de CO, e da razdo
molar HZ/CO na reforma a valor de biogas simulado a 750 °C e razdo S/C de 3,2.
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Tabela 2. Valores médios da conversdo de CH, e de Co, e da razdo molar HZ/CO na reforma a valor de
biogas simulado a 750 °C e razdo S/C de 3,2.

Oxido misto X, (%) X, (%) Riz/co
15NiMgAl 97,9 55,3 3,5

15NiMgAIGd 98,6 59,3 3,4

15NiMgAIPr 99,4 58,9 3,3

As conversbes médias de CH, variaram entre 97,9 e 99,4%. Os dxidos mistos contendo
terras raras apresentaram valores maiores de conversdo média de CH,, sendo que a
maior conversdo foi obtida pelo dxido misto 15NiMgAIPr. A conversdo média de CO,
variou entre 55,3 e 59,3%. A conversdo média de CO, foi maior para os 6xidos mistos
com terras raras que para o 6xido misto 15NiMgAl. As raz8es molares H,/CO médias
variaram entre 3,3 e 3,5. Assim, o gas de sintese obtido é mais indicado para produgao
de hidrogénio. De acordo com a literatura, razdes molares entre 3,26 e 5,66 foram
obtidas na reforma de biogas simulado, contendo 60% de CH, e 40% de CO,, a 750 °C e
razdo S/C de 1,5 (Roy et al., 2015). Desta forma, os resultados obtidos estdo dentro da
faixa de valores encontrados na literatura.

Analises termogravimétricas (ATG) foram realizadas para determinar a formacgao de
carbono nos catalisadores usados na reforma a vapor de biogas, sendo que os resultados
estdao na Figura 2.

100
9%
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3 R0
©
€ ——— 15NiMgAl
S
o~ 88 ———15NiMgAIPr
2
g 15NiMgAIGd
84
80

0 200 400 600 800 1000

Temperatura (°C)

Figura 2. Analises termogravimétricas (ATG) dos oxidos mistos apds a reagdo de reforma a vapor de biogas simulado.

De acordo com os resultados de ATG da Figura 2, inicialmente ocorre uma perda
de massa, principalmente, devido a elimina¢do de umidade. Apds, para o éxido misto
15NiMgAl a perda de massa fica estavel entre 320-360 °C, enquanto para os outros
6xidos ha um aumento de massa em torno de 290-380 °C para 15NiMgAIPr, e em
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torno de 310-410 °C para 15NiMgAIGd. Este aumento de massa para os oxidos mistos
15NiMgAIPr e 15NiMgAIGd estdo relacionados com a oxidacdo de Ni reduzido (Niu et
al., 2019).

Neste trabalho, a quantidade de carbono depositada na superficie dos éxidos mistos
foi estimada pela perda de massa apds 400 °C, pois em temperaturas inferiores ha perda
de umidade e de CO, adsorvido nos oxidos mistos devido a elevada basicidade destes
materiais (Serrano-Lotina et al., 2011). Os valores calculados sdo mostrados na Tabela 3.

Tabela 3. Quantidade de carbono depositada na superficie dos éxidos mistos.

Oxido misto Carbono (%)
15NiMgAl 5,6

15NiMgAIGd 4,9

15NiMgAIPr 4,8

Assim, a quantidade de carbono depositada na superficie dos dxidos mistos indica que
a adicdo dos metais de terras raras diminui a formacgao de carbono durante a reagao de
reforma de biogds simulado. Estes metais sdo usados como promotores em catalisadores
de niquel devido a melhora no desempenho catalitico, como consequéncia da maior
dispersdo e redutibilidade do niquel e menor deposicdo de carbono na superficie destes
catalisadores (Serrano-Lotina et al., 2011). Desta forma, os resultados obtidos indicam
que gadolinio e praseodimio atuam como promotores em d6xidos mistos NiMgAl.

Conclusao

Os oxidos mistos contendo gadolinio e praseodimio, 15NiMgAIGd e 15NiMgAIPr,
apresentaram conversdes de CH, acima do valor encontrado para o 6xido misto
15NiMgAl. Além disso, a quantidade de carbono depositada na superficie dos dxidos
mistos 15NiMgAIGd e 15NiMgAIPr foi menor que para 15NiMgAl. Isto mostra que os
metais gadolinio e praseodimio atuam como promotores em oéxidos mistos NiMgAl
obtido a partir de compostos tipo hidrotalcita, incrementando o desempenho catalitico,
com menor deposicao de carbono na superficie destes catalisadores.
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