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INTRODUCAO

O uso de enzimas ¢ uma realidade cada vez mais presente nos diferentes setores industriais
e consiste em uma alternativa importante aos processos quimicos convencionais. As enzimas
catalisam as reagbes de forma especifica, minimizando a geragio de subprodutos indesejaveis,
€ atuam em temperaturas amenas, o que reduz o custo energético do processo. Além disso,
quando as enzimas estdo imobilizadas em suportes sélidos insoltveis, existe a possibilidade
de sua reutilizagdo. Estas caracteristicas distinguem positivamente estas biomoléculas em
relagio aos catalisadores quimicos.

Uma gama de enzimas, dentre elas amilases, lipases, xilanases, celulases, pectinases, pero-
xidases e queratinases tem sido usada com sucesso nas inddstrias de produtos de limpeza,
alimentos e bebidas, medicamentos e diagnésticos, cosméticos, sintese organica, polpa e
papel, fibras téxteis, oleoquimica e tratamento de efluentes (BON ez 4/, 2008a). O setor
de biocombustiveis também tem procurado celulases e lipases que consigam atuar de forma
técnica e economicamente vidvel na produgio de etanol e de biodiesel, tentando suprir a
demanda crescente do setor.

As celulases sao usadas para hidrolisar a celulose presente em materiais lignocelulésicos,
tais como residuos agroindustriais e florestais e gramineas, em glicose (LYND ez al., 2002).
A partir desta etapa, a glicose pode ser convertida, via fermentagio alcoélica, no chamado
etanol celulésico, ou ainda em outros bioprodutos, dentro do conceito de biorrefinaria.
Em se tratando da cana-de-agticar, principal matéria-prima utilizada para produgio de
etanol no Brasil, somente um tergo da massa da planta, que corresponde ao caldo rico em
sacarose, é convertido em etanol (MOLINARI ez 4/, 2011). Porém, utilizando celulases,
os outros dois tergos (bagaco, palhada e ponteiras), ou uma parte destes, poderiam ser
utilizados na produgio de etanol celulésico, aumentando a produgio do biocombustivel
sem alterar a 4rea plantada. A produgio de etanol celulésico serd tratada com detalhes
nos capitulos deste livro: “Catdlise enzimdtica para desconstrugio de biomassa lignocelu-
16sica”, “Produgio de etanol” e “Microrganismos para a produgio de etanol: fermentacio
de pentoses e hexoses”.

A rota enzimdtica para obtengao de etanol celulésico, em comparacio & quimica, apresenta
vantagens como menor demanda de energia, menor geragio de efluentes e maior eficiéncia
na agdo das leveduras no mosto fermentativo.
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O principal obstdculo a ser transposto para aplicagdo das celulases na produgio industrial
de etanol, além da questio econdmica j4 citada, trata-se do fator técnico de obtencio de
um coquetel com alta atividade e estabilidade para cada tipo de matéria-prima e de pré-
-tratamento utilizados.

Com relagao 4 produgio de biodiesel por rota enzimdtica, as enzimas utilizadas sio as
lipases. Estas enzimas tém a capacidade de atuar tanto na hidrélise de triacilgliceréis como
em reagoes de esterificago e transesterificagio, dependendo da quantidade de dgua contida
no meio reacional. No caso da sintese de biodiesel, trata-se de um meio aquo-restrito no
qual diversos 6leos ou gorduras, sejam de origem vegetal ou animal, virgens ou reciclados,
podem ser transformados em biodiesel por reagio de transesterificacio.

Virias sdo as vantagens na utilizagdo da catdlise enzimdtica para a produgio de biodiesel
quando comparada 4 quimica, a qual ¢ mundialmente utilizada na indtstria. As lipases ndo
levam a formagao de sabdo, pois podem esterificar os dcidos graxos livres, o glicerol pode ser
facilmente recuperado sem tratamento complexo e a enzima pode ser reutilizada. A producio
de biodiesel por esta rota serd tratada com detalhes no capitulo deste livio “Producio de
biodiesel por catélise enzimdtica”.

Apesar de todas as vantagens citadas, ainda existem obstdculos que impedem que o
processo enzimatico seja utilizado comercialmente na producio do biodiesel. O de ordem
econdmica consiste no custo de obtengio do biocatalisador. Os de cunho técnico sio o longo
tempo de reagio necessario para a sintese do biocombustivel e a inibicio e desnaturacio das
lipases no meio reacional (SALUM ez 4l., 2010).

A fim de vencer os obsticulos técnicos e econdmicos para aplicagio de enzimas na
produgio de etanol e biodiesel, varias estratégias tém sido estudadas, como: selegio e enge-
nharia genética para obtengio de novas linhagens hiperprodutoras de enzimas, condigées de
processos de produgio de enzimas e processos de concentragio e imobilizacio de enzimas.

A escolha do microrganismo, meio de cultivo, processo de produgio e recuperagio dos
extratos enzimdticos sio fundamentais na busca por aumento de produtividade e de rendi-
mento na produgio destas biomoléculas.

Neste capitulo serd apresentada uma breve caracterizagio do mercado de celulases e lipases
e serdo abordados, principalmente, dois aspectos técnicos: os processos de produgio e de
imobilizacio de lipases e celulases.

CARACTERIZACAO DO MERCADO DE LIPASES E
CELULASES

O mercado global de enzimas industriais atingiu em 2010 a casa dos US$ 3,6 bilhées.
A BBC Research, empresa lider no mercado de inteligéncia e informagio, projeta uma
taxa de crescimento neste mercado de 9,1% ao ano, atingindo US$ 6 bilhoes em 2016

(GLOBAL..., 2012).
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Segundo Si-Pereira et al. (2008), baseado no estudo Warld Enzymes to 2009, elaborado
pela empresa de consultoria Freedonia Group Incorporated, as celulases e lipases estio entre
as principais enzimas de aplicagio industrial. Estima-se que a demanda mundial por lipases
em 2014 serd de US$ 530 milhées, enquanto para celulases de US$ 430 milhoes. Os autores
reportam que a aplicagio destas enzimas na produg¢io de biocombustiveis é um dos fatores
que impulsionardo o crescimento da demanda mundial.

O mercado de enzimas é um oligopélio e conta com a participagio de 3 prin-
cipais fornecedores de enzimas, a Novozymes A/S (sede na Dinamarca), Genencor
International Inc. (sede nos EUA) e DSMNV (sede na Holanda), sendo que a maior
fornecedora é a Novozymes com uma participagio no mercado estimada em 47%, em

2009 (FOCUS..., 2011).

No Brasil existem duas empresas produtoras de enzimas, a Bioenzima Industria e
Comércio Ltda, com capital 100% nacional, localizada em Caruaru (PE) e a Novozymes
Latin America Ltda., resultado da fusdo da brasileira Novo Industri com a dinamarquesa
Nordisk Gentofte, em 1989, e localizada em Arauciria (PR).

As empresas produtoras de enzimas fornecem suas formulagées para diversos setores, e
algumas delas, como a Novozymes, a Genencor e a Transbiodiesel tém investido na elaboragio
de formulagoes enzimdticas mais eficientes para producio de biocombustiveis.

PRODUCAO DE ENZIMAS MICROBIANAS

As enzimas podem ser obtidas a partir de fontes animal, vegetal e microbiana. As
de origem microbiana sdo as mais utilizadas atualmente, em virtude do rdpido cresci-
mento dos microrganismos, da facilidade de manipulagio genética e também por nio
dependerem de caracteristicas sazonais, como ¢ o caso das de origem vegetal e nem
de processos complexos de separagio e purificagio, como é o caso das células animais

(HASAN et al., 20006).

A produgio de enzimas microbianas ocorre por meio de processos fermentativos que
diferem entre si por uma série de fatores, tais como o indutor da produgio da enzima, o
microrganismo utilizado e as condi¢ées de processo. Assim, muitas varidveis sio possiveis de
serem estudadas a fim de se desenvolver processos mais eficientes e de menor custo.

O processo industrial de produgio de enzimas por microrganismos, selvagens ou recom-
binantes, consiste em um conjunto de operagées de processo que incluem o tratamento da
matéria-prima, o preparo de meios para indculo e produgio, a esterilizagao e a transformagio
do substrato em produto por via bioquimica, seguida pela etapa de separacio, e normal-
mente, concentragao. Dependendo da finalidade de aplicagio da enzima, pode ser necessdria
também uma etapa de purificagio.

A matéria-prima é um dos componentes de maior custo na produ¢io das enzimas,

podendo, em alguns casos, corresponder a até 75% do custo final do produto (SCHMIDELL,
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2001). A otimizagio do meio de cultivo para obten¢io do maximo de rendimento é uma
tarefa drdua, mas pode render muitos frutos, se conseguir reduzir o custo do produto.

A matéria-prima, em alguns casos ji contém o indutor da sintese da enzima de interesse,
mas caso isto nao ocorra, é necessdrio adiciond-lo, visto que a maioria das enzimas comerciais
s4o obtidas por processos de indugio, e nio de forma constitutiva. As enzimas constitutivas
s3o aquelas cuja sintese ndo depende da presenca de nenhuma substancia especifica, enquanto
para a produgio das enzimas induzidas é necessdria a presenca de tal substincia, chamada
indutor. No caso deste capitulo, para producio de celulases é necessirio o uso de indutor
que contenha celulose na sua composicio, jd para lipases a presenga de compostos lipidicos
no meio de cultivo induzird sua produgio.

A produgio industrial de enzimas utiliza normalmente culturas puras, portanto todo o
processo de produgio é conduzido sob condigoes assépticas, havendo necessidade de algum
tipo de esterilizagio do meio de cultivo. Industrialmente, o mais comum ¢ a esterilizagio
simultinea de meios de cultura e do biorreator, por processo de esterilizagio descontinuo
(ou batelada). Neste processo, ocorre a passagem de vapor saturado sob pressio por serpen-
tinas ou camisas (aquecimento indireto) ou o vapor saturado ¢ introduzido pelo difusor
do vaso, sob agitagio (aquecimento direto). A temperatura utilizada para a esterilizagio
¢ 121 °C. J4 o ar de processo, normalmente, ¢é esterilizado em sistemas de filtracio antes
de entrar no sistema.

As duas principais tecnologias para a producio de enzimas sio a fermentagio submersa
(FS) e a fermentagao no estado solido (FES). Os sistemas diferem entre si em relacio 4
quantidade de dgua disponivel no meio de fermentagio (MUDGETT, 1986).

Na fermentagao submersa o meio ¢ constituido basicamente por d4gua e nutrientes nela
dissolvidos (Figura 7A). As técnicas de cultivo submerso tém se beneficiado dos avangos da
instrumentagio e controle de processos e sao bastante utilizados para o cultivo de micror-
ganismos recombinantes, que vem sendo crescentemente empregados para a produgio de
enzimas. Porém, este tipo de fermentagio nio ¢ adequado para todo o tipo de matéria-
-prima/substrato e microrganismo.

A FES ¢ definida como um processo fermentativo que ocorre na auséncia ou quase
auséncia de dgua livre, no qual o crescimento microbiano e a formagio de produtos ocor-
rem na superficie de substratos s6lidos. Nestes casos, a matéria-prima funciona como um
suporte do microrganismo, dos substratos, do produto e da dgua adicionada para umedecer
o suporte (Figura 7B). Apesar de gotas de dgua poderem estar presentes entre as particulas,
e poder haver finos filmes de 4gua na superficie das particulas, a fase aquosa é descontinua e
a maior parte do espago inter-particulas é preenchida pela fase gasosa, facilitando o processo
de transferéncia de oxigénio (LONSANE et a/., 1985). Em virtude da semelhanca ao seu
habitat natural, fungos filamentosos sio os microrganismos mais adaptados para este tipo
de fermentacao.
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Figura 7. A. Fermentacdo submersa em escala de bancada. B. Fermentagdo no estado sélido em escala de
bancada.

O uso da técnica de FES oferece vantagens sobre a FS, dentre as quais, a simplicidade
do meio, principalmente para paises com abundéncia de biomassa e de residuos agroin-
dustriais como o Brasil, e o uso de reatores menores, proporcionando economia de espago.
Destaca-se, ainda, a possibilidade dos rendimentos serem maiores que os obtidos em FS,
além da auséncia de formagio de espuma, menor demanda de energia e, especialmente, a

facilidade de controle de contaminago proporcionada pela baixa quantidade de 4gua no
sistema (RAGHAVARAO ez al., 2003).

A utilizagao da FES privilegia a sustentabilidade ambiental e o uso racional dos recursos,
ja que, na maioria dos casos, sao empregados residuos agricolas e industriais. Porém, existem
alguns gargalos que dificultam a implementagio desta tecnologia em escala industrial, como:
problemas de acessibilidade e disponibilidade do substrato, transferéncia de oxigénio, e prin-

cipalmente, as dificuldades em regular os fatores fisicos como pH, temperatura e umidade
(RAGHAVARAO et al., 2003).

A FES ¢ utilizada em escala industrial somente para a produgio de alimentos fermentados
tradicionais, como molho de soja, por exemplo. Para a produgio de bioprodutos como enzi-
mas, biopesticidas e outros metabélitos, sua aplicacio tem sido estudada mais recentemente,
e ainda requer um consideravel trabalho de pesquisa para ser utilizado em plantas industriais

(KHANAHMADI et al., 2006).

Portanto, a tecnologia utilizada industrialmente para produgio de enzimas ainda ¢ a
FS, que tem como grandes vantagens a homogeneidade dos sistemas fermentativos; a rela-
tiva facilidade na transferéncia de calor ¢ de massa; a facilidade na quantificagdo celular; e
ainda, o melhor controle de condi¢es de cultivo como temperatura, pH e concentracio de
oxigénio dissolvido. Além disso, existem muitas informagées sobre a cinética e fendmenos
de transporte, e desenho de reatores muito bem configurados, além do conhecimento de
técnicas de monitoramento e controle j& bem estabelecidas se comparado 4 FES.
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A produgdo industrial de enzimas por FS é conduzida em biorreatores acrados e agitados
mecanicamente (Figura 8), em geral com volumes de 20 a 200 m?, chegando até a 1.000 m?,
dependendo do tipo de enzima a ser produzida. O microrganismo, agente da fermentagio,
se desenvolve no seio do meio liquido, sob agitagdo, e o ar é suprido por borbulhamento no
liquido através de um compressor. Tais fermentadores apresentam, basicamente, camisas ou
serpentinas internas para as necessidades de aquecimento e refrigeracio e sistemas de medidas,

como sensores de pH, temperatura e oxigénio dissolvido (SANT’ANNA JUNIOR, 2001).

Figura 8. Biorreator aerado e agitado mecanicamente.

A FS pode ser conduzida de diversas formas dependendo do microrganismo, do meio de
cultivo e do produto que se pretende obter. Porém, de forma simplificada e generalizada existem
trés modos de operagio para FS: descontinuo ou batelada simples, descontinuo alimentado ou
batelada alimentada ¢ continuo. No sistema de batelada simples, o inéculo ¢ inserido no meio
de cultivo contido no biorreator, e aguarda-se o final do processo fermentativo quando entio o
meio fermentado ¢ retirado e segue para as operagbes unitdrias necessdrias para a recuperagio do
produto. No sistema de batelada alimentada uma corrente de alimentacio que pode conter a
fonte de carbono e/ou fonte de nitrogénio, vitaminas, dentre outros componentes, é adicionada
a0 biorreator ao longo do processo fermentativo, sem que efluente e células sejam removidos
do sistema. J& no modo continuo, a0 longo de todo o processo fermentativo, uma corrente de
alimentagio ¢ adicionada ao sistema, enquanto o meio fermentado é retirado e segue para as

etapas de recuperagao do produto (SCHMIDELL; FACCIOTTT, 2001).

Os dois sistemas em batelada sdo os mais utilizados para producio industrial de enzimas,
embora a batelada alimentada tenha superado o uso da batelada simples. A possibilidade de
adi¢ao gradual da fonte de carbono como ocorre no processo alimentado, permite contornar
os problemas de inibigo/repressio causados pelo substrato durante a sintese de vérias enzimas,
como as celulases e amilases. Além disso, tem sido a técnica escolhida para a sintese de enzimas
heterélogas produzidas por microrganismos geneticamente modificados (BON ez 4/, 2008b).

Apés o processo fermentativo, sdo iniciadas as etapas de downstream para obtengio do
produto final. Dependendo da finalidade da aplicacio da enzima, ela pode ser comercializada
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sob a forma de extratos enzimdticos brutos, como € o caso das celulases e lipases para aplica-
cao em biocombustiveis; extratos parcialmente purificados; até enzimas altamente purificadas.

Pelo fato de a maioria das enzimas comerciais serem extracelulares, a primeira etapa
do processo de recuperagio do produto ¢ separar as células do microrganismo do meio de
cultivo, o que pode ser feito por filtragio ou centrifugagio. No entanto, para as enzimas
intracelulares hd necessidade de ruptura das células do microrganismo produtor e adigio de
etapas subsequentes que consigam separar a enzima dos fragmentos celulares.

Como na fermentagio submersa a quantidade de liquido ¢ grande, e, portanto, as enzimas
ficam diluidas, geralmente hd necessidade de concentré-las, o que pode ser feito por proces-
sos de evaporagio, precipitagao, ultrafiltragio ou liofilizagao, em condigées que ndo causem
desnaturacio das enzimas. Caso as enzimas tenham uma finalidade na qual as impurezas
possam interferir no processo, como o uso medicinal e em quimica fina, estas devem ser

extremamente puras. Para a purificacao do produto podem ser utilizadas técnicas como cris-
talizagdo, cromatografia e extragio liquido-liquido (KILIKIAN; PESSOA JUNIOR, 2001).

A maioria dos extratos enzimdticos comerciais possui além da enzima, compostos que
auxiliam na preservagio da atividade da enzima ao longo da estocagem, como estabilizantes e
conservadores. Este assunto serd tratado com detalhes no capitulo “Estabilizagao de enzimas
para o desenvolvimento de formulagoes liquidas”. A adigao de diluentes que padronizem os
valores de atividade entre as diferentes bateladas de produgao, garantindo a padronizagio
do produto para venda, também é comum (BON ez 4/, 2008b).

O uso de enzimas em escala comercial ainda ¢ proibitivo para alguns processos industriais
devido ao seu alto custo. Uma das alternativas para baixar o custo da catélise enzimdtica ¢
usar enzimas imobilizadas sobre substratos sélidos, aumentado assim sua taxa de utilizacao.

IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

A imobilizagdo de enzimas é uma técnica que tem como objetivo fixar enzimas a supor-
tes inertes insolaveis. Convencionalmente, enzimas sio imobilizadas em matrizes sélidas,
embora sejam também utilizados alguns polimeros que podem ser soltveis ou insoldveis
dependendo do pH, temperatura ou adi¢io de espécies quimicas. Uma das vantagens da
utilizacio de enzimas imobilizadas é a possibilidade de reutilizagao da preparagio enzimaitica,
que tem implicagdes no custo do processo catalisado enzimaticamente, além de possibilitar
a execucio de processos continuos e a ficil separagio da enzima dos produtos. Um exemplo
de indtstria que utiliza bastante enzimas imobilizadas ¢ a farmacéutica.

Segundo Forde e O’Fdgdin (2008), as técnicas de imobilizagdo podem ser classificadas
em quatro tipos basicos: ligacdo ao suporte, confinamento, encapsulamento e ligago inter-
cruzada (Figura 9).

a) Os métodos classificados como “ligagio ao suporte” pressupoem a “ligagao” da
enzima ao suporte por meio de ligagdes covalentes, ligagoes idnicas ou adsorgio
(por interagoes idnicas, forcas de van der Waals, ligagoes de hidrogénio, interagées
dipolo-dipolo ou interagdes hidrofdbicas).

b) Os métodos baseados em confinamento da enzima envolvem a polimerizagao de
materiais organicos ao redor da proteina, resultando no confinamento da enzima
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em uma matriz fisica. Apesar de ser um bom método para manter a conformagcio
das enzimas, tem a desvantagem de dificultar a difusdo dos substratos por entre os
poros da matriz do suporte.

) A técnica do encapsulamento consiste na imobilizagio da enzima no interior de esfe-
ras nao rigidas, formada por polimero geleiforme e semiperme4vel ou em membranas
fibrosas semipermedveis, de forma que a enzima fique aprisionada em uma dada
regido da solugio. Este tipo de imobilizagdo também acarreta limitacoes difusionais.

d) A ligagao intercruzada (crosslinking) entre moléculas da enzima é um tipo de imobili-
zagao sem suporte. Este procedimento se baseia na produgio de agregados tridimen-
sionais de enzimas insoltiveis em dgua por meio de reagentes bi ou multifuncionais,
que se ligam covalentemente as moléculas de enzima. O reagente mais comumente
utilizado para o crosslinking intermolecular é o glutaraldeido. Este método também
tem como desvantagem a dificuldade de difusio dos substratos.

Confinamento Encapsulamento
w—d ] e
P
JeIEIL /@ N\ o
JEEL e ¥ 220
R el
arrrr
Em esferas Em membranas
"Ligagdo" ao suporte Ligacdo intercruzada

1! 1

Ligagao covalente Adsorgdo
@ Enzima |

Figura 9. Métodos de imobilizagao de enzimas.

LIPASES E CELULASES: DEFINICAO, ESTRUTURA, |
PRODUCAO E IMOBILIZACAO PARA FINS (
AGROENERGETICOS

Lipases

As lipases constituem um dos grupos de catalisadores mais importantes para aplicagoes 1
biotecnolégicas. Estas enzimas sdo muito atrativas devido a trés principais aspectos: 1) sua ‘
alta seletividade (quanto ao grupo funcional e quanto 4 formacio de determinado isémero
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estrutural ou espacial); 2) a possibilidade de serem obtidas em grandes quantidades a partir
de microrganismos; e 3) a estrutura cristalina de vérias lipases ja terem sido elucidadas,
facilitando sua modificagio por engenharia genética JAEGER; EGGERT, 2002).

As lipases tém uma gama de aplicagbes industriais, sendo utilizadas em vdrios setores
como: alimenticio (COUTO; SANROMAN, 2006), cosmético, oleoquimico, farmacéutico
e de detergentes (SHARMA ez al., 2001).

Lipases (glicerol éster hidrolases E. C. 3.1.1.3) sdo enzimas que tém como fungio natural
a hidrélise de triacilgliceréis em 4cidos graxos e glicerol. Entretanto, em ambientes aquo-
-restritos, as lipases tém se mostrado muito ativas em reagoes de esterificacio, transesterifi-
cagio, inter-esterificagio, alcoélise e amindlise (Figura 10).
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Figura 10. Reagoes catalisadas por lipases.
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A acdo catalitica das lipases é bastante complexa ¢ a estrutura da enzima ao redor do
sitio ativo varia significativamente de uma lipase para outra. Entretanto, existem aspectos
estruturais que sdo comuns para todas as lipases: a triade catalitica, formada por residuos de
serina, histidina e aspartato (ou glutamato) (JAEGER ez 4/, 1994) e um dobramento carac-
teristico na conformagcao o/p hidrolase, que também ¢ encontrado em esterases, proteases €

haloperoxidases (OLLIS ez al., 1992).

Além dos residuos do sitio ativo, outra regiio importante ¢ o sitio de ligagio de Ca™,
que ¢ coordenado por seis dtomos de oxigénio, sendo quatro dtomos da proteina e dois de
moléculas de dgua. Acredita-se que este seja um importante sitio para forgar a permanéncia
de algumas ligagoes peptidicas na conformagio cis, o que beneficiaria a proteina na manu-

tengio de algumas ligagoes de hidrogénio (SCHRAG et 4L, 1997).

As reacées lipoliticas ocorrem em interfaces dgua/6leo. Um fenémeno bem conhecido
de reacbes lipoliticas ¢ o aumento da atividade das lipases na presenca de emulsoes de subs-
tratos insoltiveis. Esse fendmeno ficou conhecido como “ativagao interfacial”. A elucidagao
das estruturas tridimensionais das lipases trouxe uma explicagio para a ativagio interfacial:
na maioria das lipases, existe uma parte da molécula da enzima que cobre o sitio ativo com
uma curta a-hélice, e é chamada flap ou lid (tampa). O lado da “tampa” voltado para o sitio
catalitico, assim como as cadeias protéicas ao redor deste, sio compostos principalmente por
cadeias laterais hidrofébicas. Em ambientes aquosos, sem o seu substrato natural, a “tampa’
est4 cobrindo o sitio catalitico, a lipase ¢ inativa, e diz-se que ela estd na sua forma fechada.
Na presenga de substratos hidrofébicos, as lipases sio adsorvidas na interface hidrofébica, o
que promove mudangas dramdticas na estrutura enzimitica, levando & forma aberta da lipase,
deixando a enzima ativa. Mais recentemente, descobriu-se que a presenca da /id nio era corre-
lacionada com o fendmeno da ativagio interfacial, visto que foram descobertas muitas excegoes.
Exemplos sao as lipases de Burkholderia glumae, Candida antarctica B e DPseudomonas aeruginosa,
que nio possuem o efeito da ativagao interfacial, apesar de conterem a /id (JAEGER; REETZ,
1998). Outras lipases, como a de Staphylococcus hyicus, mostram ativagao interfacial somente
com alguns substratos (VERGER, 1997). Por outro lado, as cutinases nao apresentam a /id e
nio precisam da interface para exercer sua atividade hidrolitica (CYGLER; SCHRAG, 1997).
Assim, a presenca da /id e o fenémeno da ativagio interfacial, ao contrério do que se conside-
rava h4 alguns anos, nio sio critérios adequados para se classificar uma enzima como lipase.
A definico atualmente aceita ¢ simples: lipase ¢ uma carboxilesterase que catalisa a hidrélise

de triacilgliceréis de cadeia longa (JAEGER; REETZ, 1998).

O tamanho exato da cadeia carbénica do substrato para que a enzima seja considerada uma
lipase verdadeira nio ¢ um fator bem definido. Enquanto Rhee ez 4l (2005), por exemplo,
consideram que uma lipase é verdadeira quando hidrolisa substratos com cadeias carbonicas
maiores do que 10, outros autores consideram lipases verdadeiras aquelas que atuam em subs-
tratos com cadeias com mais de 8 carbonos (COTE; SHARECK, 2008). As lipases, entretanto,
sdo também capazes de hidrolisar os substratos das esterases, ou seja, triacilgliceréis de cadeia
curta. No entanto, as esterases nio sio capazes de hidrolisar os substratos de cadeia longa.

As lipases podem ser obtidas a partir de animais, de plantas e de microrganismos, porém,
assim como outras enzimas, as lipases microbianas sao as mais utilizadas. Os microrganismos
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produtores de lipase podem ser encontrados em diversos habitats, tais como: residuos indus-
triais, solo contaminado com éleo, dleos vegetais processados de fabricas, etc.

Os referidos microrganismos incluem bactérias, leveduras, actinomicetos e fungos, sendo os
Gltimos os mais aplicados em processos industriais (MAHADIK ez al., 2002). Os fungos dos
géneros Rhizopus, Aspergillus, Penicillium, Mucor, Geotrichum e Thermomyces, as leveduras do
género Candida e as bactérias do género Pseudomonas e Burkholderia sao utilizados para produgao
industrial de lipases (PAQUES; MACEDO, 2006; JAEGER; REETZ, 1998). Com a evolugio
da biologia molecular, os genes de algumas lipases fingicas tém sido clonados e expressos em
microrganismos como Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, Aspergillus niger e Aspergillus oryzae.

Geralmente, as enzimas de interesse industrial sao produzidas na presenca de indutores. No caso
de lipases, a presenca de triacilglicerdis, surfactantes, dleos vegetais e residuos de inddstrias de éleos

no meio de cultivo induz a produgio da enzima (SALUM ez al., 2010, DAMASO et al., 2008).

As lipases sdo comercializadas nas suas formas livre ou imobilizada. Exemplos de lipases
comerciais sdo mostrados na Tabela 8. Como citado anteriormente, alguns genes de lipases,
por meio de técnicas de engenharia genética, sao obtidos de seus hospedeiros e expressos em
outros microrganismos, dando origem a lipases heterdlogas. Virias lipases sio produzidas
em Aspergillus niger e Aspergillus oryzae como hospedeiros.

Tabela 8. Exemplos de lipases comerciais.

Novozymes Thermomyces silica

lanuginosus
Novozymes Rhizomucor michei resina de troca i6nica

macroporosa

Novozymes Candida antartica B resina acrilica macroporosa
Amano Burkholderia cepacia terra diatomdcea
Meito Sangyo  Alcaligenes sp. terra diatomdcea
Novozymes Thermomyces nenhum

lanuginosus
Novozymes Rhizomucor michei nenhum
Novozymes Thermomyces nenhum

lanuginosus
Novozymes Candida antartica A nenhum
Novozymes Candida antartica B nenhum
Amano Pseudomonas nenhum

[fluorescens
Amano Penicillium nenhum

camembertii
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As lipases atualmente disponiveis no mercado foram desenvolvidas para sua utilizacio na
industria alimenticia, de detergentes, entre outras. Portanto, elas nio sio adequadas para a
produgio de biodiesel, sendo, entio, necessdria a prospecgio de microrganismos que pro-
duzam lipases estdveis em meios aquo-restritos e contendo dlcool, assim como a realizacio
de melhoramento genético de microrganismos produtores deste tipo de lipase.

A Embrapa Agroindustria de Alimentos e a Embrapa Agroenergia em parceria com ins-
tituigdes brasileiras (UFR], UFRR], UCB, UnB) e internacionais de pesquisa e ensino tém
atuado na selecao de microrganismos produtores de lipases, por meio de isolamento tradi-
cional de microrganismos do meio ambiente e de residuos (MOREIRA ez 2., 2009), bem
como selegdo a partir de suas colegées de microrganismos (DAMASO ez al., 2008). Além
destas estratégias, também tém sido utilizadas técnicas de metagendmica para construgio de
biblioteca de clones contendo partes de DNA isolados do solo do cerrado (CASTRO ez 4l,
2011). De posse desta biblioteca, estd sendo realizada a selegio de linhagens para produgio
de lipases e a caracterizagdo destas enzimas.

A produgio de lipases utilizando principalmente FES também estd sendo estudada por
grupos da Embrapa, porém ainda em escala de bancada: frascos conicos, bandejas e em
sistema de colunas aeradas. Os agentes da fermentagao sdo, em sua maioria, fungos fila-
mentosos e, como indutores do processo de sintese, estio sendo testadas borras de refino
de 6leos vegetais como milho, girassol e canola (SANTOS, 2012; MURUCI ez 4l., 2011;
DAMASO et al., 2008). As lipases selecionadas nestes estudos serdo testadas na produgio
de biodiesel por rota enzimdtica, em escala de bancada.

Em relagio as lipases imobilizadas, matrizes de natureza diversa tém sido utilizadas,
como por exemplo, poliestireno, alginato, silica gel, resinas ani6nicas, alumina, polipropi-
leno, agarose, celite, terra diatomdcea, entre outros. Dependendo da natureza do suporte,
a enzima estard “ligada” de forma diferente. Especificamente para a sintese de biodiesel ¢
considerada bastante importante a utilizagio de lipases imobilizadas, a fim de reduzir o
custo desta catdlise, uma vez que este ¢ um dos principais, senio o principal entrave para a
produgio de biodiesel por rota enzimdtica.

A adsorgao é o método mais empregado para a imobilizagio de lipases. O processo de
imobilizagio por adsorgao, além de ser relativamente ficil e barato, possui a vantagem de
poder ser realizado em condi¢bes amenas sem perda significativa de atividade. Por outro lado,
como as forgas de interagio entre o suporte ¢ a enzima sio fracas, pode haver a dessorcio da
enzima durante o processo catalitico. Esse efeito ja ndo ocorre quando se imobiliza lipases
por ligacdo covalente (TAN ez al.,, 2010).

As lipases parecem ter uma tendéncia natural de serem adsorvidas em diferentes super-
ticies hidrofébicas, como por exemplo, gotas de 6leo (seu substrato natural), superficies
hidrofébicas de suportes, bolhas de gés, proteinas hidrofébicas e lipopolissacarideos, embora
sua hidrofobicidade, em geral, nio seja maior do que a da maioria das enzimas (PALOMO
et al., 2005). O que ocorre ¢ que lipases possuem regiées hidrofébicas, ou seja, residuos de
aminoicidos hidrofébicos concentrados em uma determinada regido, que fazem com que
haja uma interagdo desta com o suporte hidrofébico. Apesar dos diversos tipos de imobili-
zagdo existentes, devido a hidrofobicidade relativamente alta de algumas regides das lipases,
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a simples adsor¢io destas em suportes hidrofébicos adequados tem sido a estratégia mais
popular de imobilizagao deste tipo de enzima.

Virios trabalhos sobre imobilizagio de lipases tém utilizado géis frigeis e de alto custo,
baseados em matrizes hidrofilicas. Entretanto, o uso de lipases imobilizadas em tais géis res-
tringe a sua aplicagdo industrial em larga escala. Lipases para a aplicacio industrial precisam
ser imobilizadas em suportes rigidos e estdveis (PETKAR ez al., 2000).

Uma vantagem da imobilizagio é que muitas vezes ela leva a um aumento da estabili-
dade térmica (PALOMO et al., 2002; FORESTT et al., 2005) e da atividade das lipases. O
aumento de atividade tem sido atribuido a diversos fatores, como o espalhamento da enzima
pela ampla 4rea superficial do suporte, prevenindo a agregacio das moléculas, o que facilita
0 acesso aos substratos (PERSSON ez 4/, 2002). Outro fator seria a adsor¢do das lipases em
suportes hidrofébicos de forma que as 4reas hidrofébicas ao redor do sitio ativo sio envol-
vidas na imobilizagdo, deixando a lipase estabilizada em sua forma aberta, aumentando a

atividade enzimdtica (MATEO ez al., 2007).

Por outro lado, o processo de imobilizagio também pode levar 2 inativagao de certa
fracao de moléculas de lipase. Isto pode ocorrer devido 2 distor¢io da estrutura tercidria da
enzima causada pela interagio enzima-suporte. Além disso, a lipase pode interagir com o
suporte de forma que o sitio ativo fique escondido, impedindo que o substrato o alcance

(SALIS et al., 2008).

Como fruto de parceria entre a Embrapa Agroindastria de Alimentos e a Escola de
Quimica/UFR] estd sendo testada a estratégia de imobilizagdo de uma lipase, produzida
por Aspergillus niger mutante, em suporte vitreo para utilizagdo em biossensores visando

avaliagio da qualidade de biodiesel (MELLO ez al., 2011).

Celulases

As celulases tém uma ampla variedade de aplicagbes industriais, sendo utilizadas como
componente de detergentes, no clareamento e amaciamento de fibras téxteis, no tratamento
de 4guas residuais, na industria de alimentos para aumentar o rendimento da extragio de
amido e dleos vegetais e como aditivos de ragio animal (BHAT, 2000). Além disso, as
celulases sao indispensdveis na producao de etanol a partir de materiais lignocelulésicos,
via rota enzimadtica.

As celulases constituem uma classe de enzimas responsaveis pela hidrélise do polimero
insoltvel de celulose, cuja estrutura se forma pela unido de moléculas de B-glicose (uma
hexosana) por meio de ligagées B-1,4-glicosidicas. O mecanismo de hidrélise enzimdtica
da celulose mais aceito atualmente descreve a ago sinérgica de pelo menos trés classes de
enzimas: as endoglucanases, as exoglucanases e as B-glicosidases ou celobiases (ZHANG;

LYND, 2004).

As endoglucanases sio as enzimas do complexo celuldsico responsdveis por iniciar a
hidrélise, causando mudanca rdpida no grau de polimerizagio por meio da hidrélise das
ligagoes glicosidicas B-1,4 intramoleculares da cadeia de celulose. Tais enzimas hidroli-
sam randomicamente as regides internas da estrutura amorfa da fibra celulésica, liberando
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oligossacarideos (LYND ez al., 2002). J4 as exoglucanases sao enzimas que atuam na por¢io
cristalina da molécula de celulose e catalisam a hidrélise de ligagoes B-1,4-D-glicosidicas na
celulose, liberando celobiose das extremidades das cadeias. As exoglucanases sio também
conhecidas como celobiohidrolases (CBH). A CBH ainda pode ser dividida em dois tipos:
enzima do tipo I (CBH I), que hidrolisa terminais redutores, enquanto que a do tipo II
(CBH II) hidrolisa terminais ndo redutores. Essas enzimas geralmente sofrem inibicao pelo
seu produto de hidrélise (celobiose). O terceiro grupo das enzimas do complexo celulolitico
engloba as enzimas B-glicosiddsicas, ou B-glicosideo glucohidrolases, que é seu nome sistem4-
tico. As B-glicosidases tém a propriedade de hidrolisar celobiose e oligossacarideos soltveis
(com grau de polimerizagio menor que 7) em glicose. Assim como as celobiohidrolases, as
B-glicosidases também sofrem inibi¢ao por seu produto de hidrélise (LYND et 4/, 2002). O
mecanismo de agdo dessas enzimas serd detalhado no capitulo deste livro “Catdlise enzimatica
para desconstrugio da biomassa lignocelulésica”.

As celulases sio enzimas que possuem massas moleculares relativamente elevadas, e, em
geral, se apresentam na forma glicosilada, com um teor de carboidratos que pode variar de
cerca de 1% até 50% da massa total da enzima. A estrutura dessas enzimas pode ser dividida
em trés regides: o dominio catalitico (DC), que abrange cerca de 90% do ndmero total de
aminodcidos da sequéncia peptidica e ¢ a localizagio da molécula onde a catilise efetiva-
mente ocorre; a regido de ligacdo (RL), na qual estd contida uma quantidade pequena de
aminodcidos, no entanto altamente glicosilados, cuja fungio ¢ apenas a de ligar o dominio
catalitico 4 terceira regido, que compreende o médulo de ligagao a carboidratos (MLC)
(CASTRO, 2006). As principais fungdes dos MLCs sao: a) aproximar e manter a enzima
préxima a superficie do substrato de forma a aumentar a taxa de degradacio do polissacari-
deo, b) aumentar a especificidade da enzima na atuagao de regioes seletivas da molécula de
substrato e, c) romper interagoes quimicas da cadeia do substrato, especialmente se essa se

apresentar com elevada cristalinidade (CASTRO, 2006).

Recentemente, as enzimas que atuam sobre os carboidratos presentes na biomassa vegetal,
juntamente com seus respectivos médulos de ligagio a carboidratos (MLC), foram agrupa-
das em familias com base nas suas respectivas sequéncias e as informagoes depositadas em
um banco de dados chamado Carbohydrate-Active Enzymes (Cazy — http://www.cazy.org/)
(CANTAREL ez al., 2009). O ntimero de familias é constantemente atualizado, sendo que
um nimero expressivo de glicosil hidrolases (GHs) contém enzimas que contribuem para a
desconstrugdo da parede celular vegetal. A Tabela 9, adaptada de XU et /. (2007), mostra
algumas familias de celulases descritas no servidor Carbohydrate-Active Enzymes (CAZy),
bem como as principais caracteristicas dessas enzimas.

Sistemas celuloliticos completos sao produzidos por vdrios microrganismos, como bacté-
rias e fungos. As bactérias celuloliticas incluem as aerébias, como Pseudomonas e actinomicetos,
anaerdbias facultativas, como Bacillus e Cellulomonas e anaerdbias estritas, como Clostridium.
A produgio de celulases por fungos é amplamente disseminada na natureza, incluindo fungos
do género Trichoderma, Penicillium e Aspergillus.

Virios trabalhos tém sido direcionados para a selecdo ou desenvolvimento de microrganis-
mos produtores de celulases, incluindo programas baseados em selegao natural e mutagénese e
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também a produgio de microrganismos geneticamente modificados (DILLON ez 4l., 2006).

O fungo Trichoderma reesei é o microrganismo mais estudado, pois produz altas concentragées

do complexo enzimdtico hidrolitico. No entanto, a quantidade de B-glicosidases contida no

complexo ¢ relativamente baixa, acarretando uma desvantagem do ponto de vista do processo

de sacarificagdo (KIM ez al., 1997). Nesse sentido, a utilizacio do fungo Aspergillus niger

tem sido apontada como alternativa para superar esta desvantagem, podendo ser avaliada
) em fermentagoes com culturas simples ou em coculturas.

A obtengio de preparados com alta atividade celulolitica depende do microrganismo utili-
zado e do processo de produgio das enzimas. O formulado ideal pode ser obtido pelo cocultivo
de linhagens superprodutoras dos principais tipos de celulases; pela produ¢io em separado das
celulases e posterior mistura dos extratos, em proporgoes pré-otimizadas; ou ainda pela incor-
poragio controlada de genes de celulases em organismos hospedeiros, de forma que a célula
modificada ji excrete as enzimas em proporg¢des ideais (CASTRO; PEREIRA JUNIOR, 2010).

Tabela 9. Nameros da classificacao das enzimas (CE) e familias das celulases.

Endoglucanase, Endo-1,4-B-
Endohidrdlise de ligagoes glucanase, Carboximetilcelulase, 5, 6, 7, 8,

EC3214  1,4-B-D-glucosidica em Endo-1,4-B-D-glucanase, p-1,4- 10, 12, 44,

celulase ~ celulose, lichenina e cereais  glucanase, B-1,4-endoglucana 45, 48, 51,

' ' com ligagoes B-D-glucanos.  hidrolase, Celodextrinase, 61,74
Avicelase

Endohidrdlise de ligacoes
~  1,3-ouli4 emp-D-
EC3216 glucanos quando o residuo

; ~ Endo-1,4-B-gl , Endo-1,3-
Endo-1,3(4)-  de glicose cujo grupo redu- ndo P8 Heanase mdo-1,3 16
. ) . . PB-glucanase, Laminarinase
B-glucanase tor estd envolvido na ligacio
: - aser hidrolisada ¢ substitu-
~ {dono C-3
{ ~ Hidrdlise dos residuos de
E.C3.2.121 B-D-glucose terminais, ndio  Gentiobiase, Celobiase,
o 5 ~ 3 u 1: 3; 9
P-glicosidase  redutores com a liberagio de  Amigdalinase
. B-D-glicose.
 Hidrélise de ligagoesl,4-B-
- L . ’ l
~ D-glucosidica e.m celulose Exoglucanase, Exo-
e celotetraose, liberando o
t . . celobiohidrolase, 5
 celobiose a partir das extre- 1, f-celobiohidrol
midades nao redutoras das FRpREsORIEIGONSs
‘ ~ cadeias
Fonte: Xu et al. (2007).
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A produg¢io de celulases e outras enzimas acessérias por meio de cultivo de fungos com-
poem sistemas estritamente aerdbios, que sio realizados em diferentes tipos de biorreatores,
tanto em FS quanto em FES (escala de bancada ou piloto). Grande parte dos avangos na
produgio de celulases microbianas foi desenvolvida para FS, apesar de o crescimento de fun-
gos filamentosos produtores de celulases ocorrer no meio ambiente em condig6es similares

a FES (SINGHANIA ez 4l., 2010).

Diferentes condi¢oes de cultura resultam em diferentes morfologias de crescimento de
fungos e, consequentemente, afetam a producio da enzima. A influéncia do pH e da tem-
peratura, tipo de meio nutriente, cultivos de culturas mistas, e tipo de biorreator tem sido
investigados. Em vérios estudos, os indutores de celulase tais como celulose, lactose, ou virios
lignoceluloses foram adicionados ao meio de cultivo para a producio de celulase. A escolha
do substrato indutor é um dos principais fatores que influenciam a produgio de celulase.
Estudos de hidrélise enzimdtica da biomassa utilizando diferentes coquetéis enzimiticos
tem indicado que a utilizagio de substratos lignocelulésicos, em lugar de outros indutores
comerciais, tais como carboximetil celulose ou lactose, podem contribuir para a especificidade
do coquetel enzimdtico e, com isso, melhorar a eficiéncia da hidrélise.

A glicose ¢ outra fonte de carbono geralmente utilizada em cultivos submersos para
crescimento de fungos filamentosos para a producio de celulases. Sua adi¢do nos meios de
cultivo em concentragoes adequadas pode favorecer a produgio enzimidtica. No entanto,
quando adicionada em excesso pode causar repressao catabélica. A presenga de glicose inibe
diretamente a agdo das B-glicosidases, o que pode gerar acimulo de celobiose. Tanto a glicose
quanto a celobiose, além de serem substratos, sdo também reconhecidos como possiveis
inibidores das endoglucanases e celobiohidrolases e também da B-glicosidase (ANDRIC er
al., 2010).

Nesse sentido, a utilizagdo do bagago de cana-de-agticar como indutor para a produgio de
celulases por linhagens fiingicas apresenta vantagens em relagio a outros tipos de indutores.
Além de ser um indutor barato para a produgio enzimdtica, outro motivo faz com que a
utilizagdo da lignocelulose seja atrativa: o fato de que a escolha do substrato indutor afeta
as caracteristicas do coquetel enzimdtico produzido. Portanto, quando se trata de cultivos
cujo objetivo é produzir enzimas para aplicagdo especifica na hidrélise do bagaco de cana
na cadeia do etanol celulésico, o bagago de cana como indutor favorece o direcionamento
das caracteristicas do coquetel enzimdtico.

A demanda por celulases estd em constante ascensio devido a suas diversas aplicagoes.
Existem vdrias empresas envolvidas na produgao de celulases para as industrias téxtil, de deter-
gentes, industrias de papel, entre outras. As duas grandes empresas, Genencor e Novozymes,
que tém investido na produgio de celulases para a aplicagdo na conversio de biomassa, tém
desempenhado um papel significativo em reduzir o custo destas enzimas (SINGHANIA ez
al., 2010). A Tabela 10 mostra as principais empresas produtoras de celulases comerciais, as
diferentes preparagoes enzimdticas e sua fonte de origem.

Apesar da redugio significativa dos custos das celulases nos tltimos anos, a produgao de
etanol celulésico em escala comercial ainda necessita de continuas pesquisas para melhorar
diversos aspectos técnicos e econdmicos sobre a producio e agio das celulases.
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Tabela 10. Exemplos de celulases comerciais produzidas a partir de cultivo de fungos filamentosos dos géneros
Aspergillus e Trichoderma.

Novozymes
Novozymes

Rhodia-Danisco

Rohm-AB Enzymes

Dyadic
Genencor Intl.

Novozymes

Novozymes

Novozymes

Novozymes

Lyven

Genencor-Danisco

Genencor

Genencor

Genencor

(Genencor

Amano Enzyme

Solvay Enzymes

I /onz’mhzztum
A. niger
A. niger

1. longibrachiatum
T reesei

1. longibrachiatum
1. reesei

1. longibrachiatum

1. reesei
T reesei

1. longibrachiatum
1. reesei

1 longibrachiatum
T reesei

1! longibrachiatum
1. reesei

T longibrachiatum
T reesei

1! longibrachiatum
T reesei

1" longibrachiatum

1. reesei

T longibrachiatum
T. reesei

1" longibrachiatum
T veesei

1! longibrachiatum
T reesei

T reesei
A. niger

1. veesei

17 longibrachiatum
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Tabela 10. Continuagao.

. . ’ T reesei
, Econas§ CE . Alko-EDC 1. longibrachiatum

 Cellulase TAPI'DGT . ; Amano Enzyme T viride
. ’ T reesei

, Bi,qC¢IiUIase TRJ | Qesthd 1. longibrachiatum

Biocel]ulaée A . Quest Intl. A. niger

o 1. reesei
Ultra—low,mlcroblgl (ULM) Togen T longibrachiasum

Fonte: Singhania et al. (2010).

Na Embrapa vdrios esforgos estao sendo realizados nesse sentido. A Embrapa Agroenergia,
Embrapa Agroindustria de Alimentos, a Embrapa Florestas, a Embrapa Agroinddstria
Tropical e a Embrapa Instrumentagio em parceria com institui¢oes brasileiras de ensino e
pesquisa tém atuado na sele¢io de microrganismos produtores de celulases, por meio de
isolamento tradicional de microrganismos do meio ambiente, bem como sele¢ao a partir de
suas colegbes de microrganismos (DELABONA ez al., 2012; DAMASO ez al., 2012). Esse
assunto ¢ tratado em mais detalhes no capitulo “Bioprospeccio ¢ melhoramento genético
de fungos para a produgio de enzimas aplicadas em biocombustiveis”.

A produgao de celulases utilizando tanto FS como FES também estd sendo estudada por
estes grupos da Embrapa, porém ainda em escala de bancada: frascos, bandejas, sistema de
colunas aeradas e em reatores mecanicamente agitados. Os agentes da fermentacio sio, prin-
cipalmente, fungos filamentosos, incluindo basidiomicetos. Vérias composi¢oes de meios de
cultivo e varidveis de processo estao sendo avaliados visando melhorar a produgio de celulases

(ZILLY et al., 2012; FAHEINA JUNIOR, 2012; DAMASO et al., 2012; FARINAS et al.,
2011; RODRIGUEZ-ZUNIGA ez al., 2011).

A Embrapa Agroenergia, em parceria com institui¢coes brasileiras (UCB, UnB) e inter-
nacionais de pesquisa e ensino, tem atuado na selecio de genes codificadores de celulases
utilizando técnicas de metagendmica. J4 foram construidas bibliotecas de clones a partir de
amostras de rimen de caprinos e solo da Amazdnia, e estes clones estio sendo avaliados
quanto a produgao de diversas enzimas. Este assunto é tratado mais detalhadamente no capi-
tulo “Metagendmica para prospecgio de enzimas visando a produgio de biocombustiveis”.

Em outra linha de pesquisa relacionada a tecnologias inovadoras para produgio de
celulases, pesquisadores da Embrapa Instrumentagio em parceria com o Departamento
de Engenharia Quimica da UFSCar desenvolveram um processo nio convencional para a
producio de celulases cujos resultados foram bastante promissores (CUNHA ez al., 2012a;
CUNHA et al., 2012b). Estudos inovadores foram realizados no desenvolvimento de um
sistema de produgio de celulases em um processo de fermentagio combinada a fim de unir
as vantagens dos processos fermentativos no estado sélido e no estado submerso em um
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Gnico processo, operando-se sistemas trifdsicos em biorreatores pneumdticos. O substrato
sélido da FES foi inicialmente fermentado até a fase de produgio de micélios para entio
ser utilizado como um inéculo da FS. Desta forma, os custos envolvidos com o meio da
ES podem ser reduzidos, uma vez que o préprio meio da FES ¢ utilizado também na FS.
Valores de produtividade aproximadamente 3 vezes maiores em comparagio com fermenta-
¢ao submersa convencional foram obtidos utilizando o sistema proposto, oferecendo, assim,
uma alternativa promissora para a produgio de celulases.

Algumas celulases selecionadas nos estudos citados j4 estdo sendo testadas na produgio
de etanol celulésico, em escala de bancada.

Em relagdo a aplicagao de técnicas de imobilizagio de celulases, sabe-se que existem
estudos neste tema sendo conduzidos para aplicacdo destas enzimas para algumas finalidades
industriais. Entretanto, quase nao hd relatos na literatura de uso de celulases imobilizadas
para fins de producio de etanol celulésico, devido, principalmente 4 dificuldade de recu-
peragdo da enzima, visto que neste caso, as celulases atuam sobre substratos sélidos. Um
projeto de pesquisa que visa aplicar as enzimas celuloliticas imobilizadas na hidrélise de bio-
massa para produgio de etanol celulésico estd sendo desenvolvido na Embrapa Agroenergia

(RODRIGUES et al., 2011).

CONSIDERACOES FINAIS

As indstrias produtoras de enzimas tém investido fortemente desde o desenvolvimento
de culturas microbianas mais produtivas utilizando, principalmente, técnicas de engenharia
genética, até o desenvolvimento de tecnologias mais avangadas em reatores de grande escala.
Estas empresas possuem centros de PD&I que atuam em toda a cadeia de produgio, obtendo
extratos enzimdticos que apresentam alta atividade e eficiéncia catalitica para cada tipo de
aplicagio especifica a que se destina a enzima, podendo assim chegar 4 demonstracio do
seu potencial industrial.

Apesar das iniciativas de industrializacao, a producio do biodiesel por rota enzimdtica e a
produgio de etanol celulésico ainda nio tém sido adotadas em larga escala para a comercia-
lizagao. Existem vdrios avangos econdmicos e técnicos necessarios para que essas tecnologias
comecem a ser utilizadas de fato.

O principal problema apontado para a producio industrial de biodiesel e de etanol por
rota enzimdtica € a falta de viabilidade econémica, principalmente devido ao alto custo do
biocatalisador. Para a redugdo do custo de produgio das enzimas, alguns gargalos precisam
ser vencidos, como a produgio de enzimas mais ativas a partir da selegio de novas linhagens
de microrganismos, melhoramento de microrganismos ou produgio em sistema heterélogo.
Além disso, hd a necessidade de se buscar meios de cultivo mais baratos e estudar possibili-
dades de reutilizacio dos biocatalisadores.

No Brasil existem dificuldades adicionais para implantagio da rota enzimética aos diver-
sos processos industriais, como os de produgéo de biocombustiveis. As industrias de capital
internacional sao as principais produtoras de enzimas, fazendo com que o custo de utilizacio
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destes catalisadores no pais seja ainda mais alto, pelo fato de a maioria ser importada. Além
disso, apesar de muitos centros de pesquisa e universidades nacionais terem experiéncia e
know-how dentro da cadeia de produgio das enzimas, este processo se restringe  escala de
bancada, quigi piloto, faltando interlocucio entre estes setores e as empresas. Faltam também
investidores nacionais que queiram implantar comercialmente o processo.

Uma alternativa que tem sido vislumbrada e que pode ser aplicada para tentar tornar a
produgio comercial de etanol e de biodiesel por rota enzimdtica economicamente vidvel ¢ a
produgio das enzimas dentro do conceito de biorrefinaria. Nesta concepgao, processos que
atualmente ndo sio economicamente vidveis podem se tornar, a partir do aproveitamento
integral e integrado de todos os materiais e correntes de dentro de uma usina. Desta forma,
caso a enzima pudesse ser produzida 7 Joco, utilizando fontes materiais (fonte de carbono e
indutores) e de calor gerados nesta biorrefinaria, haveria uma redugio no custo de produgio
das enzimas favorecendo a viabilizagio dos processos de produgio de biocombustiveis por
rota enzimdtica.
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