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RESUMO

A procura por novas fontes de matérias-primas para a producdo de biocombustiveis vem sendo
amplamente estudada no meio académico para consolidar a matriz energética dos paises com a
reducdo da utilizacdo das fontes fésseis. O presente trabalho objetivou prospectar bactérias
celuloliticas a partir de biomassa lignocelulésica residual (Contetdo ruminal de bovinos) com
potencial aplicacdo na producdo de etanol de segunda geragdo. Foi realizada inicialmente a
prospeccdo de bactérias celuloliticas em conteddo ruminal de bovinos, em seguida foi
quantificado a producdo de celulase total (Fpase) extracelular produzida por essas bactérias em
fermentacdo submersa em meio mineral suplementado com bagaco de cana sem tratamento
hidrolitico, bem como, a caracterizagdo e identificacdo dos isolados por biologia molecular.
Para alcancar os objetivos propostos foi realizada o isolamento das bactérias em meio BHM
com Carboximetil-celulose (CMC), sendo revelada com vermelho Congo. Apds um isolado foi
selecionado e empregado estratégias para aumentar a producao de celulase, para selecionar os
fatores nutricionais do meio de cultivo com efeitos significativos positivos no processo de
producdo de celulase um delineamento Plackett-Burman e Regressdo Multivariavel (Stepwise)
foram utilizadas. A partir da pré-selecdo dos melhores parametros para a producdo de celulase,
foi realizado um estudo de otimizacdo do processo utilizando um Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR) e modelagem por Redes Neurais Artificiais (RNA), para identificar
as melhores condigdes nutricionais que maximizam a producdo da enzima. Foram isoladas 16
bactérias com capacidade de degradar celulose, dessas, 15 foram amplificadas no 16S rDNA e
identificadas usando o banco de dados do Genbank da NCBI, resultando em cinco diferentes
géneros (Bacillus, Ochrobactrum, Microbacterium, Stenotrophomonas e Klebsiella). Com
producéo de celulase variando de 0,34 a 0,63 FPU/mL. O isolado V13 (BR 13961) foi
selecionado para o processo de otimizacgado por estar classificado como de média eficiéncia. Os
fatores nutricionais pré-selecionados (Ureia, KH2PO4 e extrato de levedura) apresentaram
efeitos significativo positivo no processo de producdo de celulase para esse isolado. A
otimizacdo por Redes Neurais apresentou um modelo matematico mais ajustado aos dados
experimentais, sendo a arquitetura feed-forward com trés neurdnios na camada oculta, funcéo
de transferéncia “trainlm” e fungédo de treinamento “radbas” apresentando aumento na producéo

de celulase em 2,13 vezes.

Palavras-chaves: Conteudo ruminal bovino. Bactérias celuloliticas. Modelagem matematica.



ABSTRACT

The search for new sources of raw materials for the production of biofuels has been widely
studied in the academic world to consolidate the energy matrix of countries with the reduction
of the use of fossil sources. The present work aimed to prospect cellulolytic bacteria from
residual lignocellulosic biomass (ruminal content of cattle) with potential application in the
production of second generation ethanol. Cellulolytic bacteria were prospected for ruminal
bovine contents, after which the total extracellular cellulase production (Fpase) produced by
these bacteria was quantified in submerged fermentation in mineral medium supplemented with
sugarcane bagasse without hydrolytic treatment, as well as characterization and identification
of isolates by molecular biology. In order to reach the proposed objectives, the isolation of the
bacteria in BHM medium with Carboxymethylcellulose (CMC) was performed, being
developed with Congo red. After an isolate was selected and employed strategies to increase
cellulase production, to select the nutritional factors of the culture medium with positive effects
in the cellulase production process a Plackett-Burman and Multivariable Regression (Stepwise)
were used. From the pre-selection of the best parameters for the production of cellulase, a
process optimization study was carried out using a Rotational Central Compound Design
(DCCR) and Artificial Neural Network (RNA) modeling to identify the best nutritional
conditions that maximize the production of the enzyme. Sixteen bacteria capable of degrading
cellulose were isolated, 15 of which were amplified in 16S rDNA and identified using the NCBI
Genbank database, resulting in five different genera (Bacillus, Ochrobactrum, Microbacterium,
Stenotrophomonas and Klebsiella). With cellulase production ranging from 0.34 to 0.63 FPU /
mL. Isolate V13 (BR 13961) was selected for the optimization process because it is classified
as medium efficiency. The pre-selected nutritional factors (Urea, KH2PO4 and yeast extract)
had significant positive effects on the cellulase production process for this isolate. The
optimization by Neural Networks presented a mathematical model more adjusted to the
experimental data, being the feed-forward architecture with three neurons in the hidden layer,
transfer function "trainlm" and training function "radbas" presenting increase in the production

of cellulase in 2.13 times.

Keywords: Bovine ruminal content. Cellulolytic bacteria. Mathematical modeling.
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1 INTRODUCAO

O suprimento de energia esta na base da estruturacdo e da dindmica operacional da
sociedade humana nos seus mais diversos aspectos, desde o bem-estar individual até o
desempenho industrial e de prestacdo de servigos (SILVA, 2010). O consumo mundial de
energia aumenta com o acelerado crescimento econémico mundial e boa parte dessa energia
consumida provém de fontes fosseis, tais como: o petrdleo, carvao e gas natural (DEMIRBAS;
DEMIRBAS, 2007).

A crescente combustdo dessas fontes, aliada ao desmatamento, sdo 0s principais
responsaveis pelo acimulo de gases poluentes na atmosfera, particularmente o didxido de
carbono, responsavel pelo efeito estufa, gerando como consequéncia alteragfes climaticas,
sendo essa uma outra grande preocupacdo além do aumento do consumo.

A unido de tais fatores levou a constatacdo da necessidade de um novo padréo de
producdo de energia e da configuragdo de um novo arranjo produtivo, maximizando a
importancia de uma matriz energética mais sustentavel, diversificada e que utilize fontes
renovaveis. Pereira Jr et al. (2008) relata em seu trabalho que é necessario realizar mudancas
nos padrdes de industrializacdo e de consumo da sociedade humana, de forma a reduzir esses
impactos ambientais.

Neste contexto, e por motivos econdémicos, geopoliticos e ambientais, as atencdes se
voltam para fontes alternativas de energia, em especial os biocombustiveis. Datar et al. (2007),
informa que a energia proveniente da biomassa é uma dessas fontes renovaveis promissoras,
mas ressalva, que essa matéria-prima utilizada para a produzir, deve vir de culturas nao
alimentares ou de residuos agricolas, sendo denominadas de matérias-primas de segunda
geracgdo. Segundo Furlan (2009) infere que o bioetanol é o biocombustivel com as perspectivas
mais promissoras para o futuro, pois nao é dependente de reservas petroliferas, obtido de fontes
renovaveis e apresentando baixos niveis de emissdes de gases de efeito estufa.

Em seu trabalho Menon e Rao (2012) expbe que o desenvolvimento desses
biocombustiveis de segunda geracdo a partir de biomassa lignocelulésica tem muitas vantagens
quando comparado com os biocombustiveis de primeira geragdo, devido a ndo competi¢cdo com
as culturas alimentares, as perdas de energia liquida para a emissdo de gases de efeito estufa,
bem como o aumento nos pre¢os dos alimentos.

A bioconversdo de material lignoceluldsico em etanol combustivel poderia fazer uso de

abundantes fontes renovaveis, mas em grande parte ainda inexplorada, tais como os residuos
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agricolas (palha de milho, bagaco de cana, trigo e palha de arroz, etc) e residuos florestais (como
serragem) (INGRAM; DORAN, 1995; ZALDIVAR et al, 2001).

Além dessas fontes, cabe destacar os residuos agroindustriais que estdo entre as maiores
fontes de biomassa do mundo, essa biomassa acumulada ainda pouco explorada gera problemas
ambientais, e consequentemente, problemas econdémicos para o setor agroindustrial. Em seus
estudos Cardona e Sanchez (2007) corroboram a informagéo e descrevem que muitos desses
materiais lignoceluldsicos sdo subprodutos de atividades agricolas, residuos industriais
(agroindustriais) ou residuos domésticos e, relata que sdo enormes as possibilidades a partir
dessas matérias-primas para a producgdo de biocombustivel.

Em frigorificos, assim como em varios tipos de industria, ha um alto consumo de agua,
esse alto consumo acarreta a geracdo de grandes volumes de efluentes. Por exemplo, de 80 a
90% da agua consumida nas diversas etapas de processamento de carne e seus derivados sdo
descarregadas como efluente liquido em sistemas convencionais de tratamento (PACHECO,
2008). De acordo com Aguilar (2002) esses efluentes apresentam além da elevada vazdo, a
grande carga de so6lidos em suspensdo, nitrogénio organico e uma DBOs de aproximadamente
4.200mg/L. Dependendo da forma de tratamento do efluente, devido a sua constituicdo, esses
despejos sdo altamente putresciveis e comegcam a se decompor em poucas horas, gerando mal
odor nos arredores dos estabelecimentos, causando incomodos a populacédo local (PACHECO,
2008).

Neste trabalho foi feito um estudo do potencial de bactérias advindas do ramen bovino
residual, para producdo de celulases. Estas tiveram sua producéo avaliada por tratamentos
matematicos afim de aumentar sua capacidade, fornecendo um bioproduto com potencial de

aplicacdo para producdo de etanol de segunda geracdo a partir de residuos lignocelulésicos.



13

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral do trabalho foi de prospectar do contetido ruminal de bovinos, bactérias
com capacidade celulolitica, visando a utilizagdo no processo de producéo de etanol de segunda

geracéo.

2.2 Objetivos especificos

— Realizar um screening de bactérias com capacidade celulolitica no conteddo ruminal de
bovinos;

— Caracterizar por biologia molecular as bactérias isoladas com capacidade celulolitica;

— Analisar os extratos enzimaticos das bactérias isoladas que apresentaram capacidade
celulolitica, quanto a producéo de celulases totais (FPase);

— Selecionar uma bactéria que apresenta eficiéncia quanto a atividade celulolitica e
identificar os fatores nutricionais do meio que potencializam a inducéo da producéo da

celulase e otimizar o processo por modelagem matematica.
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3 ORGANIZACAO DO TRABALHO

Essa tese de doutorado foi dividida inicialmente em capitulos, nos quais sdo abordados
0s seguintes temas:

No Capitulo 1 é apresentado a “REVISAO BIBLIOGRAFICA” onde s&o abordados
assuntos sobre Biorrefinaria, Biorrefinaria de etanol, Biocombustiveis lignocelul6sicos, Tipos
e fontes de biomassas, Rotas de obtencdo de biocombustiveis, dando énfase a hidrdlise
enzimatica (tipos de micro-organismos, enzimas e fontes). Esse capitulo foi publicado em forma
de capitulo no Livro Topicos Especiais em Biotecnologia e Biodiversidade, Volume 1, Editora
CRV: Parana, ISBN 978-85-444-2151-2, 2017, sendo a editora classificada pela CAPES em
L3. Maiores informacdes do livro no Anexo 1.

No Capitulo 2, intitulado “CONTEUDO RUMINAL BOVINO APRESENTA
BACTERIAS CELULOLITICAS COM POTENCIAL APLICACAO NA PRODUCAO
DE ETANOL DE SEGUNDA GERACAO?” ¢ apresentada a prospeccdo de bactérias com
capacidade celulolitica no contetdo ruminal de bovinos, sendo realizada a caracterizagédo e
identificacdo dessas por sequenciamento genético, bem como a producéo de celulases totais
(FPase) dos isolados no estudo.

No Capitulo 3, intitulado “ESTRATEGIAS PARA AUMENTAR A PRODU(;AO
DE CELULASE POR BACILLUS sp. V13 (MH82004) USANDO PLANEJAMENTOS
EXPERIMENTAIS E MODELAGEM MATEMATICA” apresenta 0 uso de ferramentas
matematicas para incrementar a producédo de celulase total de um isolado de Bacillus sp. V13
obtido a partir de conteddo ruminal de bovinos, com capacidade de hidrolisar biomassa
celulésica (bagago de cana sem tratamento hidrolitico). Foi utilizado um design Plackett-
Burman, Analise de Regressdo Linear Multivariavel (Stepewise), Delineamento Central
Composto Rotacional (DCCR) e Redes Neurais Artificiais (RNA) para selecionar os fatores

nutricionais e otimizar a producao de celulase.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A sociedade humana é altamente dependente de energia em seus mais diversos aspectos,
seja para o bem-estar individual, coletivo ou até mesmo no desempenho industrial e prestacdo
de diversos servigos. Dessa forma o fornecimento de energia esti na dindmica operacional da
sociedade (SILVA, 2010). O aumento do consumo de energia esta diretamente relacionado com
o0 crescimento econdémico mundial e boa parte dessa energia consumida provém principalmente
da queima de petrdleo, carvdao e gas natural, fontes fosseis ndo renovaveis (DEMIRBAS;
DEMIRBAS, 2007).

A crescente combustdo dessas fontes ndo renovaveis, propiciam elevada emissdo de
gases de efeito estufa, ocasionando impactos ambientais que contribuem nas alteracdes
climaticas. De acordo com Pereira Jr et al. (2008) € necessario que seja realizada mudancas
importantes no consumo e nos padrdes atuais de industrializagdo, visando reduzir esses
impactos ambientais. Assim, é necessario criar um novo padrdo de producdo de energia e a
apresentacdo de novas configuracGes arranjos produtivos, que levem em considera¢do uma
matriz energética mais sustentavel, diversificada e que utilize fontes renovaveis.

Neste contexto, e por motivos econdémicos, geopoliticos e ambientais, as atencGes se
voltam para fontes alternativas de energia, em especial os biocombustiveis. Datar et al. (2007),
informa que a energia proveniente da biomassa € uma dessas fontes renovaveis promissora, mas
ressalva, que essa materia-prima utilizada para a produzir, deve vir de culturas ndo alimentares
ou de residuos agricolas, sendo denominadas de matérias-primas de segunda geracdo. De
acordo com Furlan (2009) o bioetanol é o biocombustivel com as perspectivas mais promissoras
para o futuro, pois esse ndo é dependente de reservas petroliferas, sdo obtidos de fontes
renovaveis e apresentam baixos niveis de emissdes de gases de efeito estufa. Uma outra
vantagem apresentada por Menon e Rao (2012) é que a produc¢ao do biocombustivel de segunda
geracdo ndo interfere nos precos dos alimentos, devido a ndo competicdo com as culturas
alimentares.

Na conversdo de material lignocelulésico em bioetanol, se pode fazer uso de diversas
fontes renovaveis abundantes, mas que, em grande parte pouco exploradas, como exemplos:
palhadas de milho, de trigo e de arroz e residuos florestais (como serragem) (INGRAM;
DORAN, 1995; ZALDIVAR et al., 2001). Além dessas fontes, Cardona e Sanchez (2007)
destacam que os residuos agroindustriais e domésticos sdo matérias-primas potenciais para a

producdo de biocombustiveis.
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Em frigorificos, assim como em varios tipos de industria do segmento alimenticio, ha
um alto consumo de agua, e esse alto consumo acarreta diretamente e uma grande geracao de
volumes de efluentes. Segundo Pacheco (2008) de toda a &gua consumida no processamento,
80 a 90% sdo descarregadas como efluente liquido em sistemas convencionais de tratamento.
Esses efluentes apresentam além da elevada vazao, uma grande carga de sélidos em suspenséo,
nitrogénio organico e uma DBOs de aproximadamente 4.200mg/L (AGUILAR et al., 2002).

Diante desse contexto, encontrar substitutos para a producdo de combustiveis ndo
renovaveis é de fundamental importancia para a manutencao da qualidade de vida nos préximos
anos e nada mais racional do que os produzir com base em matéria organica renovavel
(biomassa). Assim, o conteldo ruminal bovino se apresenta como uma promissora matéria-

prima para a producdo de biocombustiveis de segunda geracao.

4.1 Consumo energético mundial

Fazendo uma retrospectiva sobre as fontes de energia usadas pela humanidade desde sua
pré-historia, fica evidente que, o inicio da revolugdo industrial marcou profundamente a
sociedade humana, onde houve a mudanga entre o desenvolvimento incremental de fontes de
baixa poténcia, para rapidos avancos a partir de fontes de alta poténcia, ou seja, passamos da
simples queima de lenha para a producao de energia em reatores nucleares, em pouco mais de
um século, demonstrando a capacidade que o ser humano tem de transformar e ampliar a sua
matriz energética.

Para Osaki et al. (2012) a necessidade de fornecer energia em escala cada vez maior e
simultaneamente de maneira econdmica e sustentavel, resulta em um desafio extremamente
complexo para a humanidade cuja solucdo tem como condi¢do essencial a articulacdo entre
diversas areas das ciéncias béasicas e engenharias, e também a criacdo de politicas de Estado a
curto, médio e longo prazo. A energia do futuro serd baseada nas experiéncias recentes e sera o
resultado das escolhas realizadas e ndo do destino (HAMRIN et al., 2007). Dessa forma, 0s
cenarios energéticos poderdo ajudar nessas tomadas de decisfes e avaliacBes, desde que, 0s
mesmos apresentem uma gama de opcdes de fontes de energias e incluam também os dados da
analise realizada, sendo essas as ferramentas analiticas que irdo descrever 0 no0sso
abastecimento de energia no futuro.

Na Figura 1 € apresentado no relatério International Energy Outlook (IEOQ) 2017 as

projecdes do consumo de energia mundial nos proximos anos.



17

World energy consumption
quadrillion Btu

2015
800

600
non-OECD
400
200 OECD
0 T L Ll T T

1990 2000 2010 2015 2020 2030 2040

Fonte: Adaptado de (IEA, 2017a)

Figura 1. Projecdo do consumo mundial de energia até 2040, pelos membros e ndo membros
da Organization for Economic Cooperation and Development (OECD).

Havera um aumento de 28% no consumo de energia em 2040, e a maior parte do aumento
é observada nos paises ndo pertencentes a OECD, entre 2015 e 2040 a projecao do consumo de
energia nesses paises aumentara em 41% em contraste 0 aumento do consumo de energia para
0s paises membros sera de 9%. De acordo com a IEA (2017a) esse aumento é esperado devido
a trés fatores: forte crescimento econdmico; Crescimento rapido da populacgéo e do aumento no

acesso a energia comercializada, esse consumo por regido pode ser observado na Figura 2.
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Figura 2. Consumo de energia nos paises nao membros OECD
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A partir da analise nas proje¢des no Annual Energy Outlook (AEO) 2017, se pode
antecipar com muita seguranca que a matriz energética nos proximos anos apresentara um
aumento no consumo de energias renovaveis (maior participacdo), conforme apresentada na
Figura 3.

World energy consumption by energy source
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Fonte: Adaptado de (IEA 2017b).
Figura 3. Consumo mundial de energia por tipo de fonte, relatério da EIA

E possivel verificar que, ao longo dos Gltimos 42 anos, a producéo de energia alternativa
vem crescendo, bem como contribui¢do de outros paises na geracdo dessa fonte de energia. A
International Energy Agency (IEA) apresenta a contribuicao dos paises na produgéo de energias
alternativas em Mtoe na matriz energética mundial, conforme os atlas de producéo de energias
renovaveis nos anos de 1975 e 2015, figura 4A e 4B.
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Fonte: (IEA, 2017)
Figura 4. Atlas comparativo da producdo de energias renovaveis nos anos de 1975 e 2015
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4.2 Biorrefinarias

Dentro dessas discussdes sobre a questdo energética, aprofundada por cenarios sobre a
escassez das fontes ndo renovaveis e mudancas climaticas Pacheco (2006) apresenta que a
tendéncia é surgir novas pesquisas e estudos técnicos, econdmicos e sociais para 0
desenvolvimento de novas tecnologias para o fornecimento de energias renovaveis, tais como:
energia eolica e solar, pequenas centrais hidroelétricas, e energia gerada a partir de matéria
organica, biomassas de origem animal ou vegetal.

A American National Renewable Energy Laboratory (NREL), define as biorrefinarias
como industrias que convertem a biomassa e a utilizam para produzir: combustiveis, energia
e/ou produtos quimicos (NREL 2008). Outro conceito € apresentado pela International Energy
Agency (IEA), onde as biorrefinarias sdo apresentadas como industrias de processamento de
biomassa em uma larga gama de produtos comercializaveis, tais como: alimentos, racées,
materiais, quimicos e/ou energia (combustiveis, eletricidade, calor) (IEA 2010). Demirbas
(2009a) conceitua as biorrefinarias como industrias analogas as refinarias de petréleo, onde
diversos produtos sdo obtidos a partir de uma unica matriz, conforme a Figura 5.

De acordo com Demirbas (2009a) e IEA (2010) a classificacdo das biorrefinarias é
realizada de acordo com o tipo de plataforma utilizada; os tipos de produtos produzidos;
matéria-prima utilizada e os processos de conversdo. Assim, quanto a plataforma utilizada, as
biorrefinarias sdo agrupadas nas plataformas (C5 e C6); quanto aos tipos de produtos em:
Biorrefinarias de produtos energéticos (bioetanol, biodiesel, biohidrogénio e outros
combustiveis sintéticos) e biorrefinarias de materiais (quimicos, comida, racdo, etc); quanto ao
tipo de biomassa (culturas energéticas, culturas alimentares ou ainda dos residuos
agroindustrias, florestais ou industriais); quanto ao processo de conversao em: bioquimicos
(fermentacdo e conversdo enzimatica); termoquimicos (pirolise e gaseificacdo); quimicos
(hidrdlise acida, transesterificacdo, etc.) e mecanicos (fracionamento, pressdo, etc.)
(DEMIRBAS, 2009b; IEA 2010).

A NREL (2008) apresenta as principais vantagens das biorrefinarias, sendo elas:
producéo de diversos produtos; exploracdo do potencial maximo das biomassas; agregacéo de
valor; aumento da rentabilidade; e reducdo da demanda energética e da emissdo de gases de
efeito estufa. Segundo Ghatak (2011) e IEA (2011), essa ampla variedade na producdo de
diversos produtos tem a vantagem também de diminuir a dependéncia da produgdo de um Unico
produto, bem como aumentar a sustentabilidade no uso racional da biomassa, evitando ou

reduzindo a competicédo existente entre elas, para a producdo alimentos ou combustiveis.
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Sistemas de conversdo da biomassa
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Fonte: Adaptado de (DEMIRBAS, 2009a).

Figura 5. Diagrama esquematico do conceito de uma biorefinaria a partir de uma biomassa
em diferentes rotas de conversao.

4.2.1 Biorrefinarias de bioetanol

4.2.1.1 Matérias-primas

O bioetanol é obtido através da conversdo da biomassa e aparece como uma maneira
eficiente de reduzir o consumo e a dependéncia de combustiveis fosseis, podendo ser utilizado
como aditivo ou substituto da gasolina. Por estes motivos hoje o bioetanol é o combustivel ndo
fossil mais utilizado no mundo (DEMIRBAS, 2009c¢).

As principais rotas para sintese de bioetanol sdo agrupadas de acordo com a biomassa,
sendo denominados de Bioetanol de primeira geragdo (Fermentacdo de biomassa
sacarina/amilacea); bioetanol de segunda geracéo (Fermentacao da biomassa lignocelulésica) e
Bioetanol de terceira geracdo (Fermentacdo da biomassa de micro e macroalgas).

Nesse contexto, as biomassas (fontes sacarinas) no processo de conversdo nao
necessitam ser hidrolisadas pois apresentam monossacarideos fermentesciveis (agucares
redutores), contudo, as outras biomassas (amilaceas e lignocelulésicas) necessitam de um pré-
tratamento para a liberagcdo desses agucares, e esse processo € denominado de hidrolise (IEA

2011). O processo de hidrolise de acordo com Lima (2001) e IEA (2011) pode ser realizado por
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via quimica (hidrdlise &cida e/ou bésica — visando quebrar as liga¢es quimicas), enzimatica
(realizada por enzimas produzidas por micro-organismos - que atuardo sobre as ligacGes

quimicas) e fisicas (explosdo por vapor, microondas, ultrassom e etc).

4.2.1.1.1 Fontes sacarinas e amilaceas

Os chamados biocombustiveis de primeira geracdo sdo aqueles obtidos das culturas
dedicadas, usualmente utilizadas na alimentagdo humana e animal. Nos Estados Unidos a
principal cultura dedicada é o milho, no Brasil temos a cana-de-acticar (HOEKMAN, 2009;
GHATAK, 2011). De acordo com Halford (2010) nessas culturas os agucares podem estar
livres, por exemplo na cana-de-acUcar e beterraba sacarina; ou parcialmente livres, na forma de
amido (polimero de glicose, que a plantas sintetizam para armazenar energia), como exemplo
o milho, a mandioca e a batata. A energia da biomassa € uma fonte promissora de energia
renovavel, mas a matéria prima utilizada para produzi-la deve vir de culturas ndo alimentares
ou de residuos agricolas e/ou agroindustriais (matérias-primas de segunda geracao), para evitar

a concorréncia com fontes de alimento e terras araveis.

4.2.1.1.2 Fontes lignocelulésica

A segunda geracdo de biocombustiveis utiliza principalmente materiais lignocelul6sicos
para a producdo de combustiveis liquidos (etanol e butanol) ou combustiveis gasosos
(hidrogénio ou metano) (DATAR et al., 2007). Essa matéria-prima pode ser derivada de:
ecossistemas florestal e aquatico; culturas (gramineas perenes); e de residuos agroindustrias e
industriais (SIMS, 2011; IEA 2011).

Para a obtencdo do bioetanol, neste caso é necessario que a celulose e hemicelulose
sejam convertidas em aclcares fermentesciveis, seja por acdo quimica, biologica ou fisica (IEA
2011). A celulose € rica em agucares facilmente fermentesciveis, em sua maioria a glicose,
contudo a fracdo de hemicelulose é composta também por pentoses (xilose e arabinose) as quais
ndo sdo fermentadas pelos organismos usualmente utilizados na industria de biocombustiveis
(RAGAUSKAS, 2006). Desse modo, fica evidente que as biorrefinarias a partir de materiais
lignoceluldsicos usam um mix de fontes de biomassa para a producao de uma série de produtos
por meio de combinacdo de tecnologias, a partir das trés fracdes basicas: hemicelulose, celulose
e lignina (SANTOS et al., 2011), por conversdao termoquimica e fermentacdo de agucares
(PEREIRA Jr et al., 2008).
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A conversdo da biomassa lignoceluldsica por processo termoquimico inclui os
processos de pirolise, gaseificacdo e liquefacdo, todos esses processos finalizam com a
producdo de biocombustiveis renovaveis e produtos quimicos diversos (DEMIRBAS, 2009a).
No processo de conversdo dessa biomassa em biocombustiveis, sdo gerados produtos
secundarios com alto valor econdmico, tais como: gomas, resinas, ceras, terpenos, esteroides,
taninos, acidos e alcaldides. De acordo com Naik et al. (2010) esses produtos secundarios
podem ser utilizados para a producdo de quimicos com alto valor, tais como: flavorizantes,
racdes, produtos farmacéuticos, cosméticos e nutracéuticos, usando técnicas de processamento

integrado.

4.2.1.1.3 Biomassa aquatica

As mais recentes tecnologias para obtencdo de biocombustiveis, chamados de terceira
geracdo, utilizam como matérias-primas, fontes antes nunca exploradas, como exemplo, as
microalgas. As microalgas sdo consideradas um dos organismos mais antigos do planeta, estdo
dispersos em quase toda sua superficie, nos mais diversos ambientes e nas mais diversas
condicBes e elas apresentam trés mecanismos para o seu crescimento: fotoautréfico,
heterotrofico e mixotrofico (MATA, 2010).

Com esses mecanismos, as microalgas e macroalgas podem fixar o carbono e
produzir tanto lipideos, quanto acucares. Essa biomassa é rica em proteinas, e esse
conjunto de caracteristicas faz com que essas possam vir a ser utilizadas como fontes
para fermentacdo e consequente producdo de bioetanol, biodiesel, biohidrogénio entre
outros. (SINGH; GU 2010). O uso dessa biomassa de acordo com Ghatak (2011)
desperta atencdo, pois em teoria 0 uso de microalgas ndo compete com a disponibilidade
das commodities alimentares e € uma fonte sustentavel. Diversos produtos podem e
devem ter sua producdo explorada nestas biorrefinarias, estes podem ser: quimicos
(adesivos, detergentes, tintas, lubrificantes, acidos e etc.), materiais (fibras, papel,

gomas e etc.) ou alimenticios (racGes, gluten e etc.) (GHATAK, 2011).

4.2.2 Producdo de Bioetanol a partir de biomassa lignocelulésica

Hill et al. (2006) destacam que, para um biocombustivel ser uma alternativa viavel, esse

deve proporcionar um ganho liquido de energia, beneficios ambientais, que seja
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economicamente competitivo e ser reproduzivel em grandes quantidades sem reducdo do
fornecimento de alimentos.

Um fator importante para vencer os obstaculos que impedem a producédo rentavel do
bioetanol a partir de lignocelulose seria melhorar a tecnologia na fase de pré-tratamento que
tem o objetivo de solubilizar a hemicelulose (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009). Embora existam
inimeras tecnologias de pré-tratamento essa etapa tornou-se 0 maior componente de custo do
processo de obtencao do bioetanol (MOSIER et al., 2005; KIM; HONG, 2001).

A conversao das unidades da biomassa para combustiveis liquidos tais como o etanol
requer um ndmero de operagfes unitarias basicas, incluindo pré-tratamento (hidrolise),
fermentacdo e recuperacgdo do etanol. Na Figura 6 é apresentada as operagfes unitarias basicas

para a conversao de biomassa lignocelulésica a bioetanol.
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| l -
!

-
l i :
- s

-
. Bietanol

Figura 5. Operacdes unitarias para a obtencdo de alcool a partir de biomassa

Glicose

Fonte: Adaptado de (NAIK et al., 2010).

4.2.3 Uso da biomassa lignocelulosica para producdo de outros biocombustiveis

O material lignoceluldsico, pode ser convertido em diversos materiais e quimicos, além
da producéo de etanol. Os principais produtos obtidos sao fibras, plasticos sintéticos, borracha
e papel. Além de diversos gases obtidos pelo processo de gaseificacdo (DEMIRBAS, 2009b).
De acordo com Sedlmeyer (2011), xilanas podem ser obtidas dessa biomassa residual a
aplicacdo deste quimico é reconhecida na industria de alimentos, novos materiais e na

biotecnologia.
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4.2.3.1 Producdo de biohidrogénio (BioH>)

Em geral, existem duas formas para producdo de bioHy: utilizando organismos vivos
fotossintéticos (bactérias fotossintéticas, cianobactérias e algas verdes); e, por organismos
fermentativos (anaerdbios estritos e anaerobios facultativos) (KUMAR et al., 2000).

Kumar e Das (2001) relata que os processos que utilizam micro-organismos
fermentativos necessitam de melhoras significativas para a sua exploragdo comercial e que a
taxa de producdo de hidrogénio pode ser melhorada através do desenvolvimento de estirpes
microbianas e também por melhoria na densidade celular pela imobilizacdo das células.
Entretanto, o principal obstaculo para a comercializacdao de bioH: € o alto custo de producdo,
havendo a necessidade de chegar a estratégias que podem torna-lo economicamente mais viavel
(CHENG et al., 2011).

Das e Veziroglum (2001) relacionam os processos de produgio de bioHz em: Biofotolise
da &gua usando algas e cianobactérias; foto decomposicao de compostos organicos por bactérias
fotossintéticas; producdo fermentativa de hidrogénio a partir de compostos organicos; e

sistemas hibridos usando fermentacéo e bactérias fotossintéticas.

4.2.3.2 Producdo de Metano

Segundo Chandra et al. (2012) a producdo de metano a partir de uma variedade de
residuos biol6gicos por meio da tecnologia de digestdo anaerdbica esta crescendo em todo o
mundo e é considerado ideal em muitos aspectos, por causa de seus beneficios econémicos e
ambientais. Dois dos fatores mais importantes a serem considerados quando da aplicacdo de
fermentacdo do material lignocelul6sico para a producdo de metano sdo: a velocidade e a
biodegradabilidade do material, os quais demonstram que quanto mais rapido for a
degradabilidade da biomassa menor o tamanho do reator para a reacdo e consequentemente
menor o custo, tornando dessa forma o processo economicamente mais atrativo. Ambos 0s
fatores sdo funcdes das propriedades intrinsecas do material lignoceluldsico em si e dos micro-
organismos envolvidos (TONG et al., 1990).

Segundo Naik et al. (2010) ao utilizar residuos de biomassa lignocelulésica através do
processo de digestdo anaerdbica havera a geracdo de combustivel liquido e biofertilizante para

producdo agricola.
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4.3 RUmen bovino

O sistema digestorio dos animais ruminantes (bovinos, ovinos e caprinos) apresenta
estdmago com quatro cdmaras ou compartimentos (Figura 6) denominados de rumen, reticulo,

omaso e abomaso.

Intestino 3 - Omaso

1 - Rumen

4 - Abomaso 2 - Reticulo

1999 Addison Wesley Longman, Inc

Fonte: Lesnau (2013)
Figura 6. Sistema digestorio bovino.

De acordo com Santos (2008) as trés primeiras camaras, também chamadas de pré-
estdmagos, tém a fungdo de armazenar o material ingerido e parcialmente digerido, sendo que
somente 0 abomaso, Ultima camara, tem a fungdo de digestdo dos alimentos, fungdo essa
equivalente ao estbmago simples da maioria dos outros animais. De acordo com Czerkawski
(1986) no processo de ruminagéo, uma proporc¢do do sélido digerido no abomaso € regurgitada
e 0 bolo é misturado com saliva e mastigado pelo animal, sendo que esse processo pode ocupar
até oito horas por dia. Durante a ruminacdo do solido, a massa parcialmente digerida é
misturada com saliva e comprimida. O liquido comprimido é engolido, com parte sendo
arrastada do reticulo para o rimen e parte passando para 0 Omaso e entdo indo para o intestino.
Por isso, 0 rumen funciona como um grande “deposito” no qual os alimentos semidigeridos
ficam armazenados e sdo fermentados. Alguns produtos simples provenientes da fermentacao
que ocorre no rimen sdo absorvidos diretamente, enquanto outros precisam ser digeridos no
abomaso (DYCE et al., 2004).
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O rumen contém uma das mais variadas e densas popula¢fes microbianas conhecidas
na natureza. O ecossistema microbiano € amplamente diversificado, sendo constituido de
bactérias, protozoarios ciliados, fungos anaerdbicos e bacteridfagos, além de micro-organismos
ndo cultivaveis, um ecossistema estavel e a0 mesmo tempo dindmico, estavel porque é bem
estabelecido e capaz de transformar o alimento ingerido pelo animal em &cidos graxo volateis,
e dindmico porque a populagdo microbiana pode ser alterada com a mudanca da alimentagao
animal, numa forma de se adaptar aos novos ingredientes alimentares (KAMRA, 2005).

No Brasil, o rimen, como alimento humano, € utilizado no preparo do prato conhecido
como dobradinha ou buchada. Sabe-se que parte do rimen obtido no abate dos animais é
voltado ao mercado interno, parte voltada ao mercado externo e aqueles abatedouros que
possuem tecnologia mais especializada sdo capazes de transformar o rimen em racdo para 0s
proprios animais. Na India, foi realizado um trabalho com “snacks” de rimen de bufalo com
porcentagens diferentes de milho, resultando em boa aceitacdo sensorial (ANANDH et al.,
2005).

Outras formas de aproveitamento do ramen tém sido desenvolvidas. Foi feito um pedido
de patente para utilizacdo do rdmen bovino como adubo em substituicdo aos compostos
organicos atualmente utilizados (INPI, 2006). No sul de Minas Gerais também tém sido
produzidas botas com couro obtido a partir do ramen. O rimen tem sido utilizado de algumas
formas, mas quanto a alimentacdo humana, sua aplicagdo ainda é limitada (OCKERMAN;
HANSEN, 1994).

Algumas aplicagdes para 0 Rumen ja sdo conhecidas, contudo, poucos estudos foram
realizados no aproveitamento do conteddo ruminal (biomassa lignoceluldsica) que é descartada
em grandes volumes nos sistemas de tratamento de efluentes das inddstrias processadoras).
Alternativas seriam a producdo de biocombustiveis de segunda geracdo e a prospec¢do de

micro-organismos produtores de celulase, devido a ampla diversidade microbiana.

4.4 Micro-organismos associados ao riumen bovino

Apesar da disponibilidade de dados sobre a taxonomia, ecologia e fisiologia dos micro-
organismos ruminais, em especial as bactérias, a microbiota do rimen, por ser um ambiente
complexo, ainda necessita de muitos estudos para que seu ecossistema possa ser melhor
compreendido (KOBAYASHI, 2006). Esses micro-organismos sdo, em sua maioria, micro-
organismos termofilos (temperatura 6tima entre 39°C e 40°C), adaptados para sobrevivéncia

em anaerobiose e em meio com variacdo de pH entre 5,5 e 7,0. A microbiota ruminal é composta
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por fungos, bactérias, Archaea e protozoarios, porém as bactérias sdo as mais abundantes e
diversas, compondo cerca de 95% da populacédo total (KOBAYASHI, 2006; BRULC et al.,
2009).

No rumen bovino as bactérias se apresentam tanto em maior nimero de espécies quanto
em capacidade metabdlica, com tamanho que variam de 1 a 5 pm. A densidade de bactérias no
rimen é uma das maiores em qualquer ecossistema conhecido (ARCURI et al. 2006 apud
SIQUEIRA, 2007), podendo ser observados valores na grandeza de até 10%° células/g de
contetdo. Krause e Russel (1996), relataram que o nUimero de espécies ruminais ndo é
totalmente conhecida, porém mais de 400 espécies ja foram isoladas a partir dos tratos
digestorios de diferentes animais (ARCURI et al., 2006).

A grande diversidade bacteriana do ramen pode ser entendida observando os seguintes
aspectos: possuem elevada atividade metabdlica com baixo tempo de geracdo; diversidade de
nutrientes ingerida pelo animal hospedeiro; evolucdo e a selecdo de espécies mais adaptadas
para 0 maximo rendimento bioquimico; repeticdo desse “ciclo virtuoso”, uma vez que a espécie
melhor adaptada supera todas as outras na competicdo por um nicho trofico, criando dessa
forma novas oportunidades para outras espécies. Na Tabela 1 sdo apresentadas algumas
espécies de bactérias e Archaea do rumen, nicho tréfico e principais caracteristicas (ARCURI,
2006 apud SIQUEIRA, 2007).

Segundo Krause et al. (2003), que cita diversos autores em seu trabalho, as principais
espécies celuloliticas sdo Ruminococcus flavefaciens, R. albus e Fibrobacter succinogenes.
Estas hidrolizam celulose por meio de complexos enzimaticos denominados celulases. As
celulases da maioria dos micro-organismos celuloliticos, estdo associadas as células, aderidas
firmemente as particulas fibrosas do contetdo ruminal. Outra espécie importante segundo
Arcuri et al. (2006) é a Butirivibrio fibrosolvens, que fermenta tanto celulose quanto
hemicelulose, enquanto outras bactérias celuloliticas degradam a hemicelulose, mas ndo
necessariamente utilizam os produtos dessa degradagéo.

A grande maioria dos fungos sdo aerdbios, porém alguns bolores anaerébios foram
isolados, sendo eles: Neocallimastix frontalis, Neocallimastix patriciarium, Piromonas
communis, Sphaeromonas communis e Caecomyces equi. Os fungos representam apenas 8% da
biomassa microbiana (RUIZ, 1992).
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Tabela 1. Nichos tréficos e principais produtos de espécies bacterianas e Archaea.

Espécie Nichos Troéficos Principais Produtos
Ruminococcus albus PC, Cel Ac, Fo, Et
Ruminococcus flavefaciens PC, Cel, Hemicel Bu, Fo, Lac
Butyrivibrio fibrisolveins PC, Cel, Hemicel, Am, Pec, AD Lac, Ac
Fermentadores de carboidratos ndo-estruturais

Ruminobacter amylophilus Am Su, Fo, Ac
Selenomonas ruminantium Am, Lac, AD Lac, Ac, Prop, Bu, H>
Streptococcus bovis Am, AD La, Ac, Fo, Et
Eubacterium ruminantium Mal, AD Ac, Fo, Bu, La
Megasphaera elsdenii La, Mal, AA Ac, Pro, Bu, AGVR

Organismos fermentadores de pectinas

Lacbnospira multiparus Pec, AD La, Ac, Fo
Lipoliticos

Anaerovibrios lipolytica Glic, La Ac, Su, Pro
Proteoliticos

Peptostreptococcus sp. Pep, AA AGVR, Ac
Clostridium aminophilum Pep, AA Ac, Bu
Wolinella succinogenes Mal, Fu Su

Facultativos

Lactobacilus sp Am, La, AD

Streptococcus sp Am, La, AD

La, Ac, Pro, Bu, H2
La, Ac, Pro, Bu, H>

Archaea (metanogénicos)

Methanobrevibacter sp. Hz, CO2, Fo

Methanobacterium sp. Hz, CO2

CHa4
CHg4

PC — Parede celular; Cel — Celulose; Hemicel — Hemicelulose; Am — Amido; Pec — Pectina; Su — Succinato; Fo —

Formato; Ac — Acetato; Bu — Butirato; Et — Etanol; Lac — Lactato; AGVR — Acidos graxos volateis de cadeia

ramificada; AD — Agucares diversos; Glic — Glicerol; Pep — Peptideos; AA — Aminoécidos; Mal — Maltodextrina;

Fu — Fumarato.
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4.5 Aproveitamento biotecnoldgico

Para que a biomassa lignocelulésica seja utilizada, sdo necessarios tratamentos que
liberam seus aclUcares monoméricos, para que entdo passem por fermentacdo bioldgica. Os
principais passos da producdo sdo: pre-tratamento (por processos fisicos ou quimicos) que
libera as hexoses e pentoses da hemicelulose; tratamento enzimatico (ou hidrélise quimica) que
libera a glicose da celulose (ZALDIVAR et al. 2001).

No entanto, a dificuldade em se superar a resisténcia natural das plantas a quebra de seus
aclcares por fontes bioldgicas tem tornado o processo muito caro para que seja
economicamente viavel (WYMAN, 2007). A presenca de lignina dificulta ainda mais o
processo, uma vez que ela forma uma barreira em torno das fibras de celulose e ainda possui
afinidade por uma boa porcdo das celulases, se ligando a elas e impedindo a sua agéo
(JORGENSEN et al., 2007).

Os ruminantes sdo alguns dos poucos animais capazes de digerir a fibra vegetal e utiliza-
la como fonte energética devido a sua relagdo simbidtica com os micro-organismos presentes
no rumen (WANG et al., 2012). Acredita-se que o curto periodo de tempo disponivel para a
execucao dos diversos processos fermentativos e hidroliticos impostos pelo transito continuo
de biomassa pelo trato digestdério, 0 ambiente anaerobio e as baixas quantidades de enzimas
hidroliticas produzidas criaram uma pressdo seletiva que transformou 0s micro-organismos
ruminais nos biorreatores consumidores de material lignoceluldsico mais eficientes e naturais
existentes (KOIKE; KOBAYASHI, 2009).

Os pré-tratamentos consistem em uma série de opera¢fes que aplicadas aos materiais
lignocelulosicos, sdo capazes de quebrar as ligacbes que unem as macroestruturas com o
objetivo de objetivo separar a lignina das fibras de celulose e hemicelulose tornando-as mais
acessiveis para a acdo das enzimas microbianas nos processos de sacarificacéo e fermentacao.
Os pré-tratamentos podem ser classificados em quatro categorias: fisico, quimico, biolégico e
combinado.

Segundo Lynd (1996) um pré-tratamento ideal é aquele que produz fibras reativas,
preserva a utilidade da fracdo hemicelulésica e ndo libera compostos que inibam
significativamente a fermentacdo. Os processos mais utilizados para o pré-tratamento da
biomassa lignocelulosica se dividem em fisicos (Exploséo a vapor e Termohidrolise); Quimicos
(Hidrolise acida, hidrolise alcalina e ORGANOSOLYV); biologicos (micro-organismos) e

combinados (Exploséo de vapor catalisada).
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4.5 Consideragdes finais

Com a crescente demanda no consumo de energia, aliada com a necessidade de
desenvolvimento de novas fontes de energias, principalmente as ndo renovaveis, fica bem
evidente a importancia em prospectar novas matérias-primas para a producédo de energia, sendo
essa biomassa ainda pouco explorada, mas gerada em grandes quantidades, a coloca como uma

potencial matéria-prima para esse fim.

4.6 Perspectivas futuras

Consolidar essa biomassa lignoceluldsica residual, como matéria-prima no processo de
producéo de biocombustiveis e de outros materiais, aplicando o conceito de biorrefinaria.

Bioprospectar novos micro-organismos capazes de produzir enzimas hidroliticas, bem
como otimizar os processos de producdo desses complexos enzimaticos para diversas

aplicacdes biotecnoldgicas.
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RESUMO

O ramen bovino apresenta elevada biodiversidade de micro-organismos e acredita-se que esses,
sdo mais eficientes no processo de degradacdo de biomassa vegetal, isso devido a presséo
seletiva que esses micro-organismos estao submetidos dentro do rumén. O trabalho objetivou
prospectar micro-organismos com capacidade celulolitica em contetdo ruminal bovino.
Amostras de conteudo ruminal foram coletadas em um abatedouro industrial de bovinos na
cidade de Macapa-AP, Brasil. O isolamento foi realizado utilizando meio Agar nutriente e meio
Agar Bushnell Haas (BHM) contendo carboximetil-celulose (CMC), com incubagéo a 37°C por
96 h. A atividade celulolitica foi revelada usando o vermelho Congo, com posterior lavagem
com solucdo de NaCl para a visualizacdo da zona de degradacdo. A avaliacdo da Atividade
celulolitica (AC) foi realizada pela razdo entre o halo de degradacdo e da col6nia em placa
revelada com vermelho Congo. A celulase total foi mensurada de acordo com o protocolo de
Ghose. A identificacdo dos micro-organismos foi realizada através do sequenciamento parcial
do gene 16S rDNA. Um total de 104 micro-organismos fenotipicamente distintos foram
isolados em Agar nutriente, desses, 16 (15,38%) apresentaram capacidade celulolitica em Agar
BHM-CMLC. Foi possivel amplificar e obter sequéncias parciais do gene 16S rDNA de 15 destes
isolados. Cinco géneros foram identificados, sendo o género Bacillus o mais representativo (n=
10; 66,7%), seguido por Ochrobactrum (n= 2; 13,3%) e Microbacterium, Klebsiella e
Stenotrophomonas (n = 1, 6,7%). Alguns micro-organismos se destacaram em relacdo a
capacidade celulolitica e producgéo da Fpase, sendo eles (BRS 13819, BRS 13836, BRS 13837,
BRS 13838 e BRS 13961). O estudo evidenciou o potencial do contedo ruminal em ofertar
micro-organismos com elevado potencial de aplicacdo biotecnologica, podendo estes serem
utilizados no processo de producdo de etanol de segunda geragéo.

Palavras-chave: 16S rRNA gene. Microbiota ruminal. Celulases. FPase. Biomassa

lignocelulosica. Etanol de segunda geracéo.
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1 INTRODUCAO

O rdmen evoluiu de forma a conter significativa diversidade de micro-organismos
especializados na degradacdo de biomassas vegetais ricas em fibras, permitindo que esses
animais sejam capazes de realizar a digestio de uma ampla variedade de biomassas
(HENDERSON et al., 2013; KIM; MORRISON; YU, 2011; WANG et al., 2012). Acredita-se
que o curto periodo de tempo disponivel para a execucdo dos processos hidroliticos e
fermentativos, impostos pelo transito continuo de biomassa no rimen, as baixas quantidades de
enzimas hidroliticas produzidas e o ambiente anaerdbio, favorece uma pressdo seletiva
transformando os micro-organismos presentes no rimen em biorreatores eficientes (KOIKE;
KOBAYASHI, 2009).

A microbiota ruminal é composta por representantes dos dominios Bacteria, Archea
(NOLLET; VERSTRAETE, 1996) e Eukarya, como fungos e protozoarios ciliados (FOUTS et
al., 2012; KAMRA, 2005) e virus (BERG MILLER et al., 2012). O dominio Bacteria é 0
predominante e contribui significativamente para a conversdo da biomassa em acidos graxos de
cadeia curta e proteinas microbianas (KIM; MORRISON; YU, 2011). A busca por novas
enzimas que atuam na desconstrugdo do material lignocelul6sico é de fundamental importancia,
pois estdo envolvidas nos mais diversos processos da industria téxtil, de limpeza, de alimentos,
de racédo animal, de biocombustivel, de papel e celulose, farmacéutica e na gestao dos residuos,
(KASANA et al., 2008; PARK; PARK, 2001).

Para que a biomassa lignocelul6sica seja utilizada no processo de produgéo de etanol de
segunda geracdo sdo necessarios tratamentos para liberacdo de acucares monoméricos,
passiveis de metabolizacdo por leveduras. Estes pré-tratamentos (fisicos, quimicos ou
biologicos) geralmente sdo de alto custo (ZALDIVAR; NIELSEN; OLSSON, 2001) e a
presenca de lignina é um fator limitante do processo. A lignina além de formar barreira em
torno das fibras, dificultando o acesso das celulases, se liga as celulases atuando como inibidor
da acéo sobre a celulose (JORGENSEN; KRISTENSEN; FELBY, 2007).

Diversos estudos nos ultimos anos foram realizados com fungos dos géneros
Trichoderma, Aspergillus, Penicillium, Phanerochaete e Fomitopsis visando a producdo de
celulases. Contudo, nos altimos anos, estudos envolvendo bactérias celuloliticas vem ganhando
destaque, isso se deve principalmente ao seu rapido crescimento, producdo de complexos
multienzimaticos e a resisténcia a condi¢des extermas (AZADIAN et al., 2017; IRFAN et al.,
2017; LADEIRA et al., 2015; MENG et al., 2014; PADILHA et al., 2015; POTPROMMANEE

et al., 2017). Destacam-se as bactérias dos géneros Clostridium, Cellulomonas,
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Cellulosimicrobium, Thermomonospora, Bacillus, Ruminococcus, Erwinia, Bacteriodos,
Acetovibrio, Streptomyces, Microbispora, Fibrobacter e Paenibacillus que sdo capazes de
produzir diferentes tipos de celulases quando incubadas em condic¢des anaerdbias ou aerobicas
(AZADIAN et al., 2017; BALTACI; ADIGUZEL, 2016; HU et al., 2014; KHIANNGAM et
al., 2014; LO et al., 2009; NAIR et al., 2018; SEO et al., 2013; VYAS; CHHABRA, 2017;
WAEONUKUL et al., 2009; WILSON, 2011).

Nesse contexto, deve ser dada atencdo especial a exploracdo da biodiversidade desse
nicho, de modo que as bactérias possam ser isoladas e caracterizadas como novas fontes
produtoras de celulases altamente ativas e especificas (VENTORINO et al.,, 2015). A
exploragdo dessa biodiversidade vem se consolidando nos Gltimos anos devida a producao
competitiva de biocombustiveis renovaveis que vem estimulando pesquisas com novas
bactérias celulolitica, que apresentam alta taxa de crescimento e producdo de cocktail
enzimatico completo para uma conversdo mais eficiente de lignocelulose em agucares
fermentaveis (AMORE et al., 2012; SAINI; ARTI; TEWARI, 2012; VENTORINO et al.,
2015).

Diante do exposto, 0 nosso estudo objetivou isolar e caracterizar, a partir do contetdo

ruminal bovino, isolados bacterianos com capacidade celulolitica.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Isolamento das bactérias celuloliticas

Um total de trés amostras compostas de conteddo ruminal foram coletadas de 47 animais
adultos em dias diferentes (n=3), abatidos em um abatedouro frigorifico na cidade de Macapa-
AP, Brasil (0°00'39.1"N 51°12'06.7"W). As amostras foram coletadas de 10% dos animais
abatidos de forma aleatdria ao longo do abate, sendo armazenadas em sacos plasticos e mantidas
sob refrigeracdo em caixa de isopor contendo gelo em gel. As amostras foram transportadas
para o laboratorio em condigdes assépticas sob refrigeracdo onde foram homegeinizadas para o
isolamento das bactérias.

Para obtencéo das col6nias isoladas, inicialmente 5 g da amostra foi suspendida em 50
mL de solucéo salina peptonada (0,85% NaCl; 0,1% peptona, m/v) incubada em agitador orbital
(180 rpm, 37°C/1h). A partir desta suspenséo, realizou-se diluicdo seriada até 108 (BALTACI;
ADIGUZEL, 2016). Para cada diluicdo, uma aliquota de 100 uL foi espalhada em meio Agar

nutriente contendo (g/L): Extrato de levedura, 3; Peptona bacterioldgica, 5; Cloreto de sédio,
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3; Agar bacteriologico, 13,0 e agente antifungico Nistatina (100.000 Ul/mL), 4,0 mL/L. As
placas foram incubadas a 37°C por 48 h.

Os isolados obtidos em meio agar nutriente foram cultivados em meio Agar Bushnell
Haas (BHM-CMC) contendo (g/L): Carboximetil-celululose (CMC), 10; KoHPOs, 10;
KH2PO4, 1,0; MgS04-7H20, 0,2; NHaNOs3, 1; FeClz-6H20, 0,05; CaClz, 0,02 e Agar, 20,0),
com incubagéo a 37°C por 96 h para avaliar o crescimento em meio contendo CMC como Unica
fonte de carbono. Apo6s a incubacdo as placas foram reveladas utilizando 20 mL de vermelho
Congo 0,25% (m/v) por 30 min, em seguida lavadas com solucdo de NaCl 1M. A formacao de
uma zona clara ao redor da cultura foi considerada como indicativo de hidrélise do
polissacarideo pela enzima metabolizada pelo micro-organismo conforme preconizado por
(BALTACI; ADIGUZEL, 2016).

2.2 Indice enzimatico

O indice enzimatico foi calculada de acordo com a metodologia proposta por
(FERBIYANTO; RUSMANA; RAFFIUDIN, 2015), seguindo a equacao abaixo:

AC = [(Diametro da Zona Clara-Diametro da coldnia) / Diametro da coldonia]  Eq. (1).

2.3 Cultivo submerso

Para avaliagdo da atividade de celulase total os isolados foram cultivados em caldo
nutriente ¢ 1 mL do cultivo (10'° UFC/mL) foi utilizado como indculo em 30 mL do meio
mineral contendo (g/L): KH2PO4, 2; (NH4)2S04, 1,4; Peptona bacterioldgica, 1; CaCl..2 H.0,
0,3; MgS0..7 H20, 0,3; Extrato de levedura, 0,25; FeSO4.7 H20, 0,005; CoClz, 0,002; ZnSO4.7
H20, 0,001; MnS0.4.H-0, 0,0016 e 0,3 mL/L de Tween 80, pH ajustado para 4,8, suplementado
com bagaco de cana 1% (m/v), sem pré-tratamento hidrolitico. As amostras foram entéo
incubadas sob agitacéo orbital a 140 rpm, 37°C por 72 h. O bagaco de cana utilizado foi secado
a 70°C durante 48 h, moido em moinho tipo Wiley e esterilizado em autoclave a 121°C por 20
min, antes do processo de fermentacdo submersa.

O extrato bruto obtido foi filtrado e 15 mL centrifugado a 3600 rpm por 10 min, sendo
retirada uma aliquota de 1 mL do sobrenadante para a analise da atividade de celulase total

extracelular.
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2.4 Atividade celulase total (FPase)

A avaliacdo da atividade FPase (em Papel Filtro), foi realizada de acordo com o método
proposto por Ghose (1987) e a determinacdo dos teores de agUcares redutores por
espectrofotometria a 540 nm, conforme método DNS (MILLER, 1959). Maiores detalhes das

etapas para quantificacdo da atividade FPasica pode ser encontrada no Apéndice 1.

2.4. Sequenciamento do gene 16S rDNA

A extracdo do DNA total dos micro-organismos foi realizada com o kit Wizard®
Genomic DNA (Promega, Madison, WI, USA), seguindo as recomendacdes do fabricante. A
concentracdo de DNA no produto obtido foi mensurada por espectrofotometria a 260 nm
(NanoDrop, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) e a integridade verificada em gel
de agarose (1% m/v, 60V, 1h).

O gene 16S rDNA foi amplificado com os iniciadores 27F 5-AGA GTT TGA TCC
TGG CTC AG- 3" e 1492R 5-GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3'. A reagao de PCR, com
volume final de 50 pl, foi realizada em termociclador (Applied Biosystems™ SimpliAmp) nas
seguintes condi¢Oes: Tag DNA polimerase 1,5 U; tampéo de PCR 1X (10 mM de Tris-HCI pH
8 e 50 mM de KCI — Promega, Madison, WI, USA), MgCl> 1,75 mM (Promega, Madison, WI,
USA), dNTP 0,25 mM de cada, 0,2 uM de cada iniciador e 1 pl do DNA molde. A reagéo de
amplificagéo foi realizada utilizando desnaturacéo inicial a 94°C/3 min, seguido de 29 ciclos
de desnaturacdo a 94°C/1 min, anelamento a 58°C/1 min e extensdo a 72°C/2 min, seguido de
extensdo final a 72°C/7 min.

As reagdes de sequenciamento foram realizadas utilizando DYEnamic™ ET Dye
Terminator kit (MegaBACE™) e um sequenciador automatico MegaBACE 1000 (GE
Healthcare Life Sciences). A identidade das sequéncias obtidas foi estimada com base em
comparacdes com acessos disponiveis no banco de dados do National Center Biotechnology
Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) usando a ferramenta BLASTn. Posteriormente, as
sequéncias foram alinhadas no Cluster W e a arvore filogenética foi construida baseada no
método da maxima verossimilhanca a 1000 bootstrap (TAMURA, NEI, 1993; TAMURA et al.,
2011) com auxilio do software Mega X (KUMAR et al., 2018).

O acesso aos recursos genéticos foi cadastrado no sistema nacional de gestdo do

patrimonio genético e do conhecimento tradicional associado do Ministério do Meio Ambiente
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(SISGEN), Brasil sob o numero ADADO4AC de acordo com a Lei 13.123/2015 e seus

regulamentos.

2.5. Analise de agrupamento

Os isolados foram agrupados de acordo com o indice enzimatico e a atividade FPasica.
A analise de agrupamento ou classificacdo, tem por objetivo evidenciar a existéncia de grupos
homogéneos dentro da populacdo amostral. O critério de agrupamento utilizado foi o do
algoritmo UPGMA e a distancia de Mahalanobis foi utilizada para medir a similaridade ou
dissimilaridade entre os individuos proposto por (CRUZ; REGAZZI, 2001). Essa analise foi
realizada para ajudar na tomada de decisdo para a escolha do isolado para o processo de

otimizacdo da producdo de celulase

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 104 micro-organismos fenotipicamente diferentes, considerando as
caracteristicas de tamanho, cor, formato, tipo de borda e relevo da col6nia, foram obtidos a
partir das 3 amostras compostas. Observou-se que 16 isolados (15,38%) apresentaram
capacidade de crescer em meio sélido suplementado com CMC. O indice enzimatico, avaliado
na placa, apresentou variacdo de 0,17 a 0,67, indicando isolados com baixa, média e alta
atividade, conforme observado na Figura 7. A analise qualitativa da capacidade celulolitica
mostrou o isolado BR13819 com o maior indice celulolitico (0,67), valor proximo ao reportado
por Ferbiyanto, Rusmana e Raffiudin (2015), seguindo a mesma metodologia.

Fonte: Autores

Figura 7. Halo de degradacdo de Carboximetil celulose de alguns isolados do contetido
ruminal. A) BR13819, Alta capacidade; B) BR13864, Média capacidade; C) BR13818, baixa
capacidade;
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Na Tabela 2 ¢é apresentada a analise do indice enzimatico e da atividade FPasica dos 16
isolados com seus respectivos codigos na colecdo Johanna Dobereiner (EMBRAPA
AGROBIOLOGIA) e no GenBank da NCBI.

Tabela 2. O indice enzimatico e atividade FPase (FPU/mL) livre de células dos isolados.

Cadigo do isolado Codigo do Isolado  Indice enzimatico (IE)  Fpase (FPU/mL)

no GenBank
BR13818 MH820049 0,17 0,41+0,035
BR13819 MH820050 0,67 0,53+0,012
BR13836 MH820051 0,25 0,51+0,045
BR13837 MH820052 0,23 0,57+0,021
BR13820* - 0,21 0,400,017
BR13838 MH820053 0,37 0,62+0,051
BR13839 MH820054 0,38 0,50+0,031
BR13840 MH820055 0,23 0,34+0,051
BR13857 MH820041 0,35 0,50+0,025
BR13858 MHB820044 0,20 0,52+0,021
BR13859 MH820045 0,18 0,40+0,032
BR13860 MH820046 0,22 0,51+0,036
BR13861 MH820047 0,44 0,45+0,025
BR13862 MH820048 0,46 0,63+0,020
BR13863 MH820042 0,42 0,44+0,021
BR13864 MH820043 0,44 0,38+0,035

* Isolado ndo amplificado no gene 16S rDNA, néo depositado no genbank

A maioria dos estudos envolvendo producéo de enzimas celulases remetem a producgéo
dessas por fungos, devidos esses, serem 0s principais decompositores de material
lignoceluldsico na natureza. Em seu trabalho com producédo de agucares redutores, Mohapatra
et al. (2018) apresentaram o Aspergillus fumigatus CWSF-7 como um novo isolado promissor
produtor de celulase, com atividade FPasica de 0,40 FPU/mL em seis dias de fermentacao.

Os isolados em nosso trabalho apresentaram atividade similar e alguns superiores,
contudo, com tempo de fermentacdo de apenas trés dias. Outro ponto a destacar em nosso
estudo, foi a utilizacdo de baga¢o de cana sem tratamento hidrolitico, fonte de carbono utilizada
no processo de fermentacdo submersa, bem mais complexa a ser degradada. Assim, os isolados
demonstraram alta potencialidade na producdo de cocktail enzimatico a ser utilizado no
processo de obtencao de etanol de segunda geragéo.

Os isolados foram agrupados em trés grupos distintos, baseado na analise combinada da

atividade celulolitica e da produgéo de celulases totais (Figura 8).



36

Distancia de Mahalanobis

—

[ H o =
= wn = un
1 1 1

~0'E
g

— BR13836

_E BR13858

BR13860
BR13837

— e

BR13862

BR13820°
E BR13859
BR13878

BR13840

[: BR13839

BR13857

E BR13861

BER13863

BR13864
BR13819

Figura 8. Dendrograma resultante da analise de 16 isolados (com base no indice enzimatico e
atividade FPasica) obtido pelo método de agrupamento UPGMA e utilizando a distancia de
Mahalanobis como medida de distancia. O valor do coeficiente de correlacao (r) é de 0,7609.

As linhagens que apresentaram potencial para a producdo de celulase separadas em
grupos. O isolado BR13819 destacou-se como sendo de alta eficiéncia para a analise
combinada, ficando alocado sozinho no grupo A. Os demais isolados foram alocados no grupo
B e C, respectivamente.

O grupo B (média eficiéncia) ficou composto por 7 isolados (BR 13818, BR 13820, BR
13839, BR 13840, BR 13857, BR 13859, BR 13961, BR 13863 € BR 13964), e 0 grupo C que
apresentou baixa eficiéncia na analise combinada foi composto por 8 isolados (BR 13836, BR
13958, BR 13960, BR 13837, BR 13820, BR 13959, BR 13818 e BR 13840). Essa analise foi
efetuada para ajudar na tomada de decisdo futuras como estratégia na escolha de isolados para
0 processo de otimizagao da produgéo de celulase.

Foi possivel amplificar e obter sequencias do gene 16S rDNA para 15 dos 16 isolados
que apresentaram capacidade de crescer em meio com BHM-CMC. As sequéncias obtidas
variaram de 1000 a 1500pb e foram depositadas no NCBI sob 0s nimeros de acessos
MH820041 a MH820055.

Com base nas sequéncias do gene 16S rDNA pode-se identificar cinco géneros distintos,
sendo o género Bacillus o mais representativo (n= 10; 66,7%), seguido pelo género
Ochrobactrum (n= 2; 13,3%). Os demais géneros identificados foram Microbacterium,
Klebsiella e Stenotrophomonas (Figura 9 e Tabela 3).
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Figura 9. Andlise filogenética molecular pelo método de méaxima verossimilhanca baseado no
modelo de Tamura-Nei (TAMURA; NEI, 1993). A arvore com a maior probabilidade de log
(-7754.33) é mostrada envolvendo 38 sequéncias nucleotidicas. Havia um total
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Tabela 3. Comparacdo das sequéncias do gene 16S rRNA dos isolados obtidos com as
sequéncias dos genes 16S rRNA no GenBank.

Isolados Identificagdo Correspo,nollente mats Nimero de Similaridade
préximo acesso
BR13818 Bacillus sp. V01 B. cereus ATCC 14579 NRO074540.1 99%
BR13819 Bacillus sp. V02 B. cereus ATCC 14579 NR074540.1 99%
BR13836 Bacillus sp. VO3 B. siamensis KCTC13613 KY643639.1 100%
BR13837 Bacillus sp. V04 B. siamensis KCTC13613 KY643639.1 100%
BR13838 Bacillus sp. V06 B. siamensis KCTC13613 KY643639.1 100%
BR13839 Bacillus sp. V07 B. siamensis KCTC13613 KY643639.1 100%
BR13840 Klebsiella sp. V08 K. variicola DSM 15968 CP010523.2 99%
BR13857 Bacillus sp. V09 B. cereus ATCC 14579 NR074540.1 99%
BR13858 Ochrobatrum sp. V10 O. intermedium NRC15820 NR113812.1 99%
BR13859 Ochrobatrum sp. V11 O. intermedium NRC15820 NR113812.1 99%
BR13860 Microbacterium sp. V12 M. oleivorans BAS69 NR042262.1 99%
BR13861 Bacillus sp. V13 B. siamensis KCTC13613 KY643639.1 100%
BR13862 Bacillus sp. V14 B. siamensis KCTC13613 KY643639.1 100%
BR13863 Bacillus sp. V15 B. cereus ATCC 14579 NR074540.1 99%
BR13864 Stenotrophomonas sp. V16 S. acidaminiphila AMX 19 NR025104.1 99%

A analise filogenética dos isolados evidenciou a predominancia do género Bacillus,
seguido do género Ochrobactrum. Esses géneros também foram reportados por (BALTACI,;
ADIGUZEL, 2016) que estudou a diversidade de bactérias em amostras de rdmen bovino
proveniente de um matadouro na Turquia. Esse género apresenta atualmente 377 espécies
listadas (www.bacterio.net), e de acordo com (LOGAN; DE VOS, 2015) o seu habitat natural

é o0 solo, que contém uma vasta variedade de carboidratos e polissacarideos, que sdo utilizados
como substratos para a producédo de diversas enzimas durante o processo de degradacdo desses
materiais complexos. Esse género também foi bem isolado em ambiente marinho, residuos e
trato digestorio de animais (CHANTARASIRI, 2015; LIANG et al., 2014). Em estudos recentes
com bactérias do género Bacillus isolados do trato digestério de diferentes animais ficou
evidenciada a potencialidade de uso desses em diferentes aplicacdes industrias, tais como: na
producéo de celulases (AZADIAN et al., 2017; DAR et al., 2015; DAR; PAWAR; PANDIT,
2018; FERBIYANTO; RUSMANA; RAFFIUDIN, 2015; HU et al., 2014; PINHEIRO et al.,
2015), de biossurfactantes (SHARMA,; SINGH; VERMA, 2018), como promotores de
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crescimento de plantas (AHMAD; AHMAD; KHAN, 2008) e na produgéo de biopesticida (EL-
BENDARY, 2006; LACEY, 2007).

Sao conhecidas e listadas dezoito espécies do género Ochrobactrum (www.bacterio.net)

e a sua principal ocorréncia esta relacionada em amostras clinicas humanas, em solo, em raizes
de plantas (KAMPFER; GLAESER; HOLMES, 2015) e trato digestorio de diferentes animais
(BALTACI; ADIGUZEL, 2016; KAMPFER et al., 2011). Na literatura é reportada a utilizagéo
dessas espécies na producao de celulases (BALTACI; ADIGUZEL, 2016; HUANG; SHENG,;
ZHANG, 2012), na promocdo do crescimento de plantas e no controle da podriddo radicular do
chd (CHAKRABORTY et al., 2009), também como fixadoras de nitrogénio em Acacia
mangium (NGOM et al.,, 2004) e em processo de biodegradacdo (ABRAHAM,;
SILAMBARASAN, 2016; ARULAZHAGAN; VASUDEVAN, 2011).

Os géneros Microbacterium, Klebsiella e Stenotrophomonas também foram reportados
por Pinheiro et al. (2015). Os géneros Klebsiella, Stenotrophomonas e Microbacterium

apresentam listadas, 17, 18 e 110 espécies, respectivamente (www.bacterio.net). O género

Klebsiella ocorre principalmente no contetdo intestinal, em amostras clinicas de seres humanos
e animais, em solo, em agua e em raizes de plantas, apresentando a capacidade de fixacdo de
nitrogénio (GRIMONT; GRIMONT, 2015). Trabalhos recentes reportam a utilizacdo de K.
variicola TB-83D no processo de producéo de bioetanol (SETA et al., 2018), de isobutanol, de
2-cetoisovalerato (GU et al., 2017), de 1,3-propanodiol (LAMA; SEOL; PARK, 2017; YANG
et al., 2018) e na producéo de biohidrogénio por Klebsiella pneumoniae (ESTEVAM et al.,
2018).

A variedade de materiais a partir dos quais Stenotrophomonas podem ser isoladas é
verdadeiramente notavel, incluindo desde leite cru; dguas estagnadas e fluviais; esgoto; peixe
congelado; fezes de cobras, lagartos, sapos e coelhos; ovos podres; e solo em zonas petroliferas,
em tecido interno do pseudocaule de banana em decomposicédo, semente de algodao, vagem de
feijdo e mudas de tabaco (PALLERONI; VOS; MOOTER, 2015). Trabalhos apresentam esse
género com grande potencial biotecnolégico no processo de deslignificacdo de agroresiduos
(OLAJUYIGBE; FATOKUN; OYELERE, 2018), remocdo de solo contaminado com 1,1,1-
Tricloro-2,2-bis (4-clorofenil) etano (DDT) (FANG et al., 2018) e biodegradacao e dissolucédo
de hidrocarbonetos poli-aromaticos (TIWARI et al., 2016).

Alguns trabalhos apresentam a utilizagdo de cepas de Microbacterium sp. em processo
de biodegracao de benzopireno (QIN et al., 2017), producéo de xantoligossacarideo (YANG et
al., 2016), processo de biorremediacdo ambiental (AVRAMOV et al., 2016) e producdo de
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biopolimero microbiano (Poli-p-hidroxibutirato) (OSMAN; ABD ELRAZAK; KHATER,
2016).

4 CONCLUSAO

As bactérias isoladas apresentaram boa capacidade em produzir enzimas capazes de
hidrolisar a celulose da biomassa residual, podendo essas serem usadas no processo de obtencao

de agucares, no processo de producdo de etanol da biomassa hidrolisada.
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RESEARCH HIGHLIGHTS

NOs reportamos o isolamento de bactérias com capacidade celulolitica a partir do contetdo
ruminal de bovinos.

Isolados dos géneros Bacillus, Ochrobactrum, Microbacterium, Klebsiella e
Stenotrophomonas foram identificados por sequenciamento do 16S rDNA.

Os isolados demonstraram degradacéo da celulose em bagaco de cana sem pré-tratamento.
O estudo apresenta o contetdo ruminal de bovinos como fonte potencial para o isolamento

de bactérias celuloliticas.
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RESUMO

Diversas estratégias para verificar a eficiéncia no processo de producéo de celulase por micro-
organismos vém sendo usadas para produzir respostas rapidas e confidveis, sendo essas
baseadas em planejamentos experimentais e modelagem matematica por redes neurais
artificiais. O trabalho objetivou otimizar a producao de celulase por um Bacillus sp. em cultivo
submerso usando planejamentos experimentais e modelagem matematica. Sete fatores
nutricionais foram estudados previamente, e pré-selecionados quanto ao efeito significativo
positivo no processo de producdo de celulase utilizando um delineamento Plackett-Burman e
Analise multivariavel (Stepwise). Apos a selecdo dos fatores foi realizada uma otimizacdo do
processo usando um Delineamento Central Composto Rotacional e Redes Neurais Artificiais.
Trés fatores nutricionais foram previamente selecionados, sendo eles: Ureia, KH2PO, e Extrato
de Levedura. A modelagem matematica por Redes Neurais Artificiais apresentou melhor ajuste
quando comparado aos outros modelos encontrados, para essa rede a melhor arquitetura foi a
feed-forward composta por trés neurdnios na camada oculta, com a funcdo de treinamento
“trainlm” e fung&o de transferéncia “radbas”, com a melhor validago estatistica (R%qj = 0,963,
MRE =2,111% e mse = 0,01852). Houve um incremento de 2,13 vezes no processo de producgéo
de celulase pelo isolado a partir das estratégias proposta nesse trabalho.

Palavras-chave: Plackett-Burman; DCCR; Redes Neurais Artificiais; Bacillus; FPase;


mailto:victor.sales@ifap.edu.br

51

1. INTRODUCAO

O etanol de segunda geracdo € um biocombustivel renovavel proveniente de fontes
sacarineas, amilageas e lignonceluldsicas, pouco poluente (YE et al., 2016) e de grande
biodisponibilidade na natureza (HEREDIA; JIMNEZ; GUILLN, 1995). Este tipo de
combustivel emerge como um dos principais focos de pesquisa na atualidade devido a que esse
ndo compete com a demanda de producédo de alimentos e também por ser uma alternativa real
ao suprimento do cada vez mais escasso combustivel fossil, causador de grandes impactos e
mudangas ambientas irreversiveis (ALVIRA et al., 2010).

A producdo de etanol através de fontes lignoceluldsicas compreende as etapas de pré-
tratamento, hidrélise enzimatica, fermentacéo e destilagdo (DE FIGUEIREDO et al., 2017). O
processo de hidrolise enzimatica é o que mais limita a producéo a escala industrial e, que por
sua vez, € o impulsor do desenvolvimento de tecnologias de ponta para a obtencdo de um
combustivel mais competitivo. Algumas estratégias podem ser utilizadas para a redugdo do
elevado custo desse processo, sendo elas: a utilizagdo de matérias-primas baratas (residuos),
implementacdo de novas tecnologias no processo de pré-tratamento e producdo de enzimas que
resultam na producdo méaxima de acucares redutores e com baixa producdo de inibidores
(JONSSON; ALRIKSSON; NILVEBRANT, 2013). Além dessas estratégias, nos ltimos anos
pesquisas voltadas para otimizagdo desses processos, conjuntamente, ou isoladamente vem
sendo realizadas para tornar essa tecnologia competitiva (BALUSU et al., 2005; GIORDANO;
BECCARIA; GOICOECHEA, 2011; JUNG et al., 2015; NAIR et al., 2018; SAINI et al., 2015;
SHAJAHAN et al., 2017; SREENA; SEBASTIAN, 2018).

O processo de hidrdlise enzimética da biomassa em agucares fermentesciveis é realizada
por enzimas excretadas por micro-organismos, sendo as celulases (endoglucanases, EC
3.2.1.4), exoglucanases (celobiohidrolases, EC 3.2.1.91) e B-glucosidases (EC 3.2.1.21)) as
principais responsaveis pela conversdo da cadeia polimérica da celulose em acucares
monoméricos (BRAS et al., 2011). Numerosos micro-organismos com capacidade celulolitica
tem sido isolados e identificados, sendo os fungos do género Trichoderma, Aspergillus,
Penicillium, Phanerochaete e Fomitopsis os mais estudados, pois sdo 0s degradadores naturais
desses materiais na natureza (LIANG et al., 2014), portanto, 0os mais comercializados para tais
propositos (GUSAKOV; SINITSYN, 2012).

Além dos fungos, diversas pesquisas estdo sendo desenvolvidas com bactérias
celuloliticas devido ao seu rapido crescimento, a expressao de complexos multienzimaticos e a
resisténcia a ambientes extremos (AZADIAN et al., 2017; IRFAN et al., 2017; LADEIRA et
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al., 2015; MENG et al., 2014; PADILHA et al., 2015; POTPROMMANEE et al., 2017). Entre
as bactérias destacam-se as pertencentes aos géneros Clostridium, Cellulomonas,
Cellulosimicrobium, Thermomonospora, Bacillus, Ruminococcus, Erwinia, Bacteriodos,
Acetovibrio, Streptomyces, Microbispora, Fibrobacter e Paenibacillus que sdo capazes de
produzir diferentes tipos de celulases quando incubadas em condigdes anaerdbias ou aerdbicas
(AZADIAN et al., 2017; BALTACI; ADIGUZEL, 2016; HU et al., 2014; KHIANNGAM et
al., 2014; LO et al., 2009; NAIR et al., 2018; SEO et al., 2013; VYAS; CHHABRA, 2017;
WAEONUKUL et al., 2009; WILSON, 2011). As espécies de Bacillus atrairam a atencédo
industrial devido a sua alta taxa de crescimento, a qual promove uma reducdo no tempo de
fermentacdo e a secrecdo de enzimas extracelulares, o que propicia reducédo de custo efetivo no
processo de separacdo (SCHALLMEY; SINGH; WARD, 2004).

A eficiéncia da producéo de celulase por bactérias é estudada através de estratégias de
avalicdo de parametros nutricionais e fisicos pelo método OVAT — One Variable At a Time
(LYND et al., 2002). Contudo, essa estratégia implica no uso de largos periodos de tempo ja
que sdo usados um alto nimero de experimentos, tornando dificil a avaliacdo da interacdo entre
as variaveis do processo e muitas vezes ndo apresentando bons resultados por nédo levar em
consideracdo as interacdes entre os fatores analisados (BRIJWANI; OBEROI; VADLANI,
2010; MOORTHY; BASKAR, 2013). Assim, visando produzir respostas rapidas e confiaveis
estratégias baseadas em métodos experimentais estatisticos vem sendo utilizadas, tais como: o
delineamento Plackett-Burman (PB), utilizado para selecionar varidveis criticas em processos
e 0 Delineamento Central Composto Rotacional (DCCR), utilizado para avaliar a interacdo das
variaveis independentes do processo e otimizar processos (BALUSU et al., 2005;
RODRIGUES; IEMMA, 2009).

Sendo o processo de producdo de enzimas extracelulares influenciados pelos parametros
nutricionais e ambientais, esses devem ser otimizados em busca do nivel 6timo, tornando o
processo rapido e conveniente (KUMAR et al., 2011; KUPSKI et al., 2014). Abordagem
convencional de otimizacdo, ou seja, "Uma varidvel por vez" ndo consegue integrar varias
variaveis de cada vez (HARSHVARDHAN; MISHRA; JHA, 2013), portanto, varios métodos
estatisticos, como a metodologia de superficie de resposta (RSM) (BALUSU et al., 2005;
PANDEY; NEGI, 2015; SHAJAHAN et al., 2017; SREENA; SEBASTIAN, 2018), Regressdo
Linear Multivariavel (Stepwise) (CHEN et al., 2013; VILLA-VELEZ; VAQUIRO; TELIS-
ROMERO, 2015) e Redes Neurais Artificiais (RNA) (VATS; NEGI, 2013; VILLA-VELEZ;
VAQUIRO; TELIS-ROMERO, 2015) foram exploradas por pesquisadores para obter o nivel

Otimo de diferentes processos industriais. Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi de
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aumentar a producéo de celulase de um isolado de Bacillus sp. BR13861 previamente isolado
de conteudo ruminal bovino, a partir da selecao dos fatores nutricionais do meio de cultivo com
efeito significativo positivo e em seguida a otimizacdo do processo usando as estratégias de

planejamentos experimentais e modelagem matemaética por rede neural artificial.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Matéria-prima e preparacdo da amostra

Foi utilizado bagaco de cana sem pré-tratamento para a producdo de celulase em
fermentacao submersa. O bagaco de cana foi seco a 70°C durante 48h, moido em moinho tipo
Wiley e esterilizado em autoclave a 121°C por 20 min, antes do processo de fermentacdo. Todos
0s reagentes quimicos utilizados no experimento sdo de grau analitico e ndo sofreram nenhum

tipo de modificacéo.

2.2 Isolamento e identificacéo do isolado celulolitico

Foi utilizada a linhagem previamente de conteudo ruminal de bovinos e analisada
quanto a capacidade celulolitica. A extracdo do DNA total do micro-organismo foi realizada
com o kit Wizard® Genomic DNA (Promega, Madison, W1, USA), seguindo as recomendacdes
do fabricante. A concentracdo de DNA no produto obtido foi mensurada por espectrofotometria
a 260 nm (NanoDrop, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) e a integridade verificada
em gel de Agarose (1% m/v, 60V, 1h).

O gene 16S rDNA foi amplificado com os iniciadores 27F 5'-AGA GTT TGA TCC
TGG CTC AG- 3" e 1492R 5'-GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3". A reagdo de PCR, com
volume final de 50 pl, foi realizada em termociclador (Applied Biosystems™ SimpliAmp) nas
seguintes condicGes: Tag DNA polimerase 1,5 U; tampéo de PCR 1X (10 mM de Tris-HCI pH
8 e 50 mM de KCI — Promega, Madison, WI, USA), MgCl> 1,75 mM (Promega, Madison, WI,
USA), dNTP 0,25 mM de cada, 0,2 uM de cada iniciador e 1 pul do DNA molde. A reacdo de
amplificacdo foi realizada utilizando desnaturacéo inicial a 94°C/3 min, seguido de 29 ciclos
de desnaturacdo a 94°C/1 min, anelamento a 58°C/1 min e extensdo a 72°C/2 min, seguido de
extensdo final a 72°C/7 min.

A reacgéo de sequenciamento foi realizada utilizando DYEnamic™ ET Dye Terminator
kit (MegaBACE™) e um sequenciador automatico MegaBACE 1000 (GE Healthcare Life
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Sciences). A identidade da sequéncia obtida foi estimada com base em comparagao com acessos
disponiveis no banco de dados do National Center Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nim.nih.gov) usando a ferramenta BLASTn (Altschul et al., 1997).
Posteriormente, as sequéncias foram alinhadas no Cluster W e a arvore filogenética foi
construida baseada no método da méxima verossimilhanga a 1000X bootstraps (TAMURA,;
NEI, 1993; TAMURA et al., 2011) e a construcao da arvore com auxilio do software Mega X
(KUMAR et al., 2018).

O acesso ao recurso genético foi cadastrado no sistema nacional de gestdo do patrimonio
genético e do conhecimento tradicional associado do Ministério do Meio Ambiente (SISGEN),
Brasil sob o nimero ADADO04C de acordo com a Lei 13.123/2015 e seus regulamentos
(ANEXO 2).

2.3 Indice enzimatico

O indice enzimatico foi calculada de acordo com a metodologia proposta por
(FERBIYANTO; RUSMANA; RAFFIUDIN, 2015), seguindo a equacéo abaixo:

AC = [(Diametro da Zona Clara-Diametro da colonia) / Diametro da col6nia]  Eq. (1).

2.4 Cultivo submerso

Para avaliacdo da atividade de celulase total os isolados foram cultivados em caldo
nutriente e 1 mL do cultivo (10 UFC/mL) foi utilizado como in6culo em 30 mL do meio
mineral contendo (g/L): KH2POs, 2; (NH4)2SOs, 1,4; Peptona bacterioldgica, 1; CaCl,.2 H.0,
0,3; MgS04.7 H20, 0,3; Extrato de levedura, 0,25; FeSO4.7 H20, 0,005; CoCl», 0,002; ZnSO4.7
H20, 0,001; MnS0..H-0, 0,0016 e 0,3 mL/L de Tween 80, pH ajustado para 4,8, suplementado
com bagaco de cana 1% (m/v), sem pré-tratamento hidrolitico. As amostras foram entéo
incubadas sob agitacédo orbital a 140 rpm, 37°C por 72 h. O bagaco de cana utilizado foi secado
a 70°C durante 48 h, moido em moinho tipo Wiley e esterilizado em autoclave a 121°C por 20
min, antes do processo de fermentacdo submersa.

O extrato bruto obtido foi filtrado e 15 mL centrifugado a 3600 rpm por 10 min, sendo
retirada uma aliquota de 1 mL do sobrenadante para a andlise da atividade de celulase total

extracelular.
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2.5 Atividade celulase total (FPase)

A avaliacdo da atividade FPase (em Papel Filtro), foi realizada de acordo com o método
proposto por Ghose (1987) e a determinagdo dos teores de aglcares redutores por
espectrofotometria a 540 nm, conforme método DNS (MILLER, 1959). Maiores detalhes das

etapas para quantificacdo da atividade FPasica pode ser encontrada no Apéndice 1.

2.6 Selecao dos fatores nutricionais do meio de cultivo para a producéo de celulase

Sete fatores nutricionais do meio do cultivo submerso (KH2PO4, (NH4)2SO4, Peptona,
CaClz, MgSO4 7H.0, Extrato Levedura e Ureia) foram analisados por duas metodologias
diferentes (Plackett-Burman e Andlise Multivaridvel - Stepwise) visando selecionar o0s
principais fatores com efeitos significativos positivos no processo de producéo de celulases pelo
isolado, usando o software STATISTICA 2017a (Statsoft, Tulsa, US).

2.6.1 Delineamento Plackett-Burman

O delineamento Plackett-Burman utilizado para selecionar os fatores nutricionais do
meio de cultivo submerso seguird 0 modelo matematico descrito na equagéo (2), apresentando
um total de 12 corridas com 4 pontos centrais para estimar o erro experimental (PLACKETT,;
BURMAN, 1946; RODRIGUES; IEMMA, 2009).

Y= Bo+ XBix+ ¢ i=1,2, ... k Eg. (2)

Onde: Y ¢ a varidvel independente (FPU/mL), Bo € o valor do intercepto do modelo, i

é o coeficiente linear, x; é o nivel da variavel independente e € é o erro experimental.

Esse delineamento ndo considera a interagdo entre as variaveis, sendo uma abordagem
linear utilizada para triagem de variaveis com efeitos significativos (p < 0,1) (RODRIGUES;
IEMMA, 2009). Os principais efeitos do delineamento séo calculados como a diferenca entre a
média das medicdes feitas no nivel alto (+1) e no nivel baixo (-1) de cada fator (PLACKETT;
BURMAN, 1946). Na tabela 4 é apresentada o esquema do delineamento PB utilizado no

experimento com os respectivos niveis de cada fator.
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Tabela 4. Delineamento Plackett & Burman para
composicdo do meio de cultivo para producédo de FPase.

Niveis dos fatores

Fatores nutricionais  Simbolo

12 00+l
KH2PO4 (g/L) X1 0,0 20 40
(NH4)2S04 (g/L) X2 00 14 28
Peptona (g/L) X3 00 10 20
CaClz (g/L) X4 00 03 06
MgSQO4 . 7H20 (g/L) Xs5 00 03 06

Extrato Levedura (g/L) X6 00 0,25 05
Ureia (g/L) X7 00 03 0,6

a Auséncia do fator nutricional
b Pontos centrais em quadruplicata para estimar o erro experimental

2.6.2 Analise de regressdo linear multivariavel (Stepwise)

Foi empregada a analise de Regressdo linear multivariavel combinando os sete fatores
nutricionais do meio de cultivo submerso através da funcdo Stepwisefit, que utiliza a melhor
combinacdo dos fatores baseados na adi¢do ou exclusdo dos termos no modelo matemaético que
estd sendo avaliado a partir de um teste de significancia (p<0,05). Assim, 0 modelo estabelecido
pelo procedimento Stepwise engloba um conjunto de preditores que apresentam efeito
importante sobre as variaveis resposta, e que melhor explicam a resposta de acordo com as
interacfes em consideracdo (CEVIK, 2007; CHEN et al., 2013).

2.7 Otimizacao da producéo de celulase

2.7.1 Delineamento Central Composto Rotacional (DCCR)

Apols a pré-selecdo dos fatores nutricionais com efeito positivo e significativo no
processo de producdo de celulase pelo isolado, foi realizado um delineamento Central
Composto Rotacional (DCCR).

Neste planejamento foi utilizado um nivel de significancia de 95%, cinco niveis e trés
repeticdes no ponto central para estimar o erro experimental, totalizando 17 corridas. Trés

variaveis previamente selecionadas foram utilizadas para o processo de otimizacao da producao



57

de celulase (Tabela 5). Todas as corridas foram realizadas em triplicata e a atividade de celulase
total em papel filtro (FPU/mI) foi tomada como a resposta.
Os dados experimentais obtidos no planejamento DCCR foram ajustados a um modelo

de regressao polinomial de segunda ordem (Eq.(3)) para predizer as respostas individuais.

Y = ﬂ0+ Zﬁixi+2ﬁiixi2+ ZZﬂijxin-FE i,j:1,2,....k Eq<3)

onde: Y € a varidvel dependente (FPU/mL) prevista, Xi e xj sdo variaveis de entrada que
influenciam a variavel de resposta Y, Bo € 0 termo de compensacao (Intercepto), Bi € o i-esimo
coeficiente linear, Bii € 0 coeficiente do termo quadratico, Bij & coeficiente de interag&o entre as

variaveis independente e ¢ é o erro experimental.

Tabela 5. Delineamento Central Composto Rotacional para trés fatores
nutricionais previamente selecionados para otimizar a producdo de FPase.
Nivel dos fatores

Fatores nutricionais Simbolo 168 1 0 1 1168
Ureia (g/L) X1 1318 20 3,0 40 4,681
KH2PO4 (g/L) X2 3636 50 70 9 10,363
Extrato de levedura (g/L) X3 3,954 6,0 9,0 12,0 14,045

2.7.2 Modelagem por Redes Neurais Artificiais (RNA)

A RNA foi usada para descrever a relacdo dos trés fatores nutricionais com a producao
de celulase total (FPU/mL) usando um modelo ndo linear Gnico. Para essa abordagem, foram
consideradas as arquiteturas feed-forward e cascade-forward de redes de regresséo com uma
camada oculta. As fungdes de treinamento de Levenberg-Marquardt (trainlm) e quase-Newton
backpropagation (trainbfg) e as funcGes de transferéncias: tansig (Eq. (4)), logsig (Eqg. (5)),
softmax (Eq. (6)) e radbas (Eq. (7)) foram avaliadas para cada arquitetura de rede (VILLA-
VELEZ; VAQUIRO; TELIS-ROMERO, 2015a). Os nimeros de neurdnios de camada oculta,
variaram de dois a dez e foram testados para cada arquitetura acima descrita RNA, totalizando

16 modelos.

tansing (n) = 2/[1 + exp(—2n)] — 1 Eq. (4)

logsig (n) = 1/[1 + exp(—n)] Eq. (5)
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softmax (n) = exp(n)/sum[exp(n)] Eqg. (6)
radbas (n) = exp(—n?) Eq. (7)
onde: n é a matriz dos vetores de entrada (coluna) da rede neural artificial.

2.8.3 Validacéo estatistica

Neste estudo as modelagens matematicas foram aplicadas usando as funcdes da
biblioteca da Statistic Toolbox do Matlab® 7.1 (MathWorks Inc., Natick, MA, EUA). Na
avaliagdo dos métodos, os coeficientes ajustados de determinagio “R%q”” (Eq. (8)), 0 erro médio
relativo “MRE (%)” (Eq. (9)) e o erro médio quadratico “mse” (Eq. (10)) foram empregados
para avaliar os parametros do modelo matematico, apresentando a proximidade entre os dados
experimentais e previstos, a qualidade de um estimador ou o conjunto de previsdes em termos
de sua variacao, bem como o grau de precisdo da rede neural ou do modelo matematico previsto,
respectivamente. Além disso, a fungdo “regstats” foi usada para observar os valores residuais
entre os dados experimentais e calculados e, a funcao “lillietest” foi usada para determinar se

os residuos seguiram uma distribuicdo normal (VILLA-VELEZ et al., 2015b).

RZ; =1—(1—-R%)IZH Eq. (8)

(n-m)

100 —X;
MRE = =2 ¥, |xi Xl

Eq. (9)

Xi
mse = 1 Ty (] — X))’ Eq. (10)

onde, Xi* representa os valores experimentais; Xi representa os valores estimados; n é o nimero
de valores experimentais, m é o nimero de parametros estimados e R? é o coeficiente de
determinacdo. Um modelo com um MRE abaixo de 10% € considerado com boa precisdo, e um
modelo com um MRE entre 10 e 15% é considerado aceitavel (SABLANI; BAIK;
MARCOTTE, 2002).
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2.9 Validacdo do modelo matematico

Apos a otimizacdo do processo de producgdo de celulase, foi realizada uma simulacéo
com os fatores otimizados visando obter o valor estimado de producdo de celulase, essas
condi¢gdes simuladas foram realizadas experi que serd comparado com o valor obtido

experimentalmente, afim de verificar a eficiéncia do modelo proposto durante a otimizacao.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Micro-organismo celulolitico

Foi isolado previamente de amostras compostas de conteddo ruminal bovino uma
bactéria com capacidade celulolitica e caracterizado como Bacillus sp. por biologia molecular
(Figura 10A), com alta similaridade com Bacillus siamensis KCTTC 13613. A sua atividade
celulolitica foi analisada em meio sélido suplementado com CMC, evidenciando atividade
celulolitica ap6s a revelacdo com vermelho Congo (Figura 10B). A atividade FPase foi
mensurada apos a fermentacdo submersa em meio mineral suplementado com bagaco de cana
apresentando valor igual a 0,45+0,025 FPU/mL. Atualmento, o género Bacillus apresenta 377
espécies listadas (www.bacterio.net) isolado do solo (LOGAN; DE VOS, 2015), ambiente

marinho, em residuos e em trato digestorio de diferentes animais (BALTACI; ADIGUZEL,
2016; CHANTARASIRI, 2015; DAR; PAWAR; PANDIT, 2018; LIANG et al., 2014; NAIR
et al., 2018). Em trabalhos recentes esse género foi reportado como produtor de celulase
(AZADIAN et al., 2017; DAR et al., 2015; DAR; PAWAR; PANDIT, 2018; FERBIYANTO;
RUSMANA,; RAFFIUDIN, 2015). Um estudo de mapeamento gendémico completo do Bacillus
sp. 0275 foi identificada a atividade enzimatica celulolitica, xilanolitica e lignocelulolitica,
sendo essa ultima atividade relacionada a capacidade desse isolado em produzir peroxidases e
laccases que estdo envolvidas no processo de degradacao de lignina (GONG et al., 2017), tal
capacidade de produzir lignocelulases por esse isolado, reforca a producdo de celulase pelo
isolado em nosso trabalho, que produziu celulases em meio suplementado com bagaco de cana

sem tratamento hidrolitico.


http://www.bacterio.net/
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Figura 10. Isolado V13 BR13861. A) Analise filogenética molecular pelo método de méxima
verossimilhanca baseado no modelo de Tamura-Nei; B) Atividade celulolitica em meio sélido
suplementado com CMC e revelado com vermelho congo.
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A sequéncia do 16S rDNA foi depositada no Genbank do NCBI (National Center
Biotechnology Information) sob o niumero MH820047 e o isolado depositado na Colecédo
Johanna Ddébereiner (CRB-JD) da Embrapa Agrobiologia sob o nimero BR 13961. De acordo
com a Lei 13.123 do Ministério do Meio Ambiente do Brasil, o projeto foi cadastrado no
sistema nacional de sistema nacional de gestdo do patriménio genético e do conhecimento

tradicional associado sob o nimero ADADO4C.

3.2 Selecdo dos fatores nutricionais com efeito significativo

A matriz do delineamento experimental para determinacdo das variaveis importantes no
processo de producéo de celulase pelo isolado Bacillus sp. BR13861 € apresentado na Tabela
6. Neste estudo, as variaveis com niveis de confianca acima de 95% na regressdo multivariavel
e 90% no delineamento Plackett-Burman foram consideradas significativas, afetando a
producéo de celulase total (FPase). Todas os experimentos foram realizados em quintuplicata e

a média da atividade de celulase total FPase expressa em (FPU/mL) foi tomada como a resposta.
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Tabela 6. Matriz dos delineamentos experimentais de sele¢do dos fatores nutricionais e os dados

de resposta para a producdo de celulase total

Corridas KH2PO4 (NH4)2SO4 Peptona CaCl, MgSO4.7H20 I_Eex\j;?jtt?r Ureia FPU/mL+DP
a
1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 0,76+0,060
2 1 -1 -1 -1 -1 1 1 1,03+0,031
3 -1 1 -1 -1 1 -1 1 0,76+0,027
4 1 1 -1 1 -1 -1 -1 0,78+0,040
5 -1 -1 1 1 -1 -1 1 0,800,046
6 1 -1 1 -1 1 -1 -1 0,82+0,019
7 -1 1 1 -1 -1 1 -1 0,70+0,017
8 1 1 1 1 1 1 1 0,90+0,015
9 0 0 0 0 0 0 0  0,77+0,027
10 0 0 0 0 0 0 0  0,78+0,028
11 0 0 0 0 0 0 0 0,81+0,023
12 0 0 0 0 0 0 0  0,76+0,024

A partir dos dados experimentais de producdo de celulase foi aplicada a Anélise de
Regressdo Multivariavel (Stepwise) e na Tabela 7 é apresentada a Analise de Variancia
(ANOVA) dos fatores nutricionais no processo de producao de celulase pelo isolado. De acordo
com a ANOVA a regressdo foi significativa (p<0,05) com R2aqj = 0,9179, indicado que 0
modelo matematico gerado se ajusta bem aos dados referentes a selecdo dos fatores nutricionais.
Cinco fatores apresentaram efeito significativo no processo, sendo dois fatores com efeito
negativo (Peptona e (NH4)2S0a) e trés com efeitos positivos (KH2PO4, Extrato de levedura e

Ureia) com efeito positivo.

Tabela 7. Analise de variancia (ANOVA) da regressao multivariavel (Stepwise) para a sele¢do

dos fatores nutricionais do meio de cultivo submerso para a producéao de celulase pelo isolado.

Erro

EfeitO SQ GL QM F p R2 R2Ajustado padréo

Regressdo 0,102348 7 0,014621 16,96118 0,020251* 0,9753 0,9179 0,02936
Residual 0,002586 3 0,000862 - - - - -
Total 0,104935 10 - - - - - -

* Significativo a 5% de significancia
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O modelo preditivo da regressdo no processo de avaliacdo dos fatores é apresentado a
sequir:

Y = 0,749 + 0,030X1— 0,036X2— 0,035X3 + 0,156X4 + 0,210Xs
Eq. (11)

onde: Y = Producéo de celulase total (FPU/mL); X1 - KH2PO4; X2 - (NH4)2SO4; X3 — Peptona;

X4— Extrato de levedura e Xs — Ureia.

A estatistica do modelo matematico da regressdo multivaridvel dos valores observados
e da distribuicdo normal, estdo representados na figura 11A e 11B, respectivamente, indicando

boa precisdo na conducdo do experimento de selecdo dos fatores nutricionais.

Figura 11. Gréaficos A) Valores observados versus valores preditos pelo modelo matemaético da
producéo de celulase em um intervalo de 95% de confianga e B) Probabilidade normal da

analise multivariavel (Stepwise).
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Na Figura 12A é apresentada o digrama de Pareto, que apresenta os fatores nutricionais
com efeito significativo no processo de producdo de celulase. O grafico da distribuicdo normal
(Figura 12B) e os valores preditos pelo modelo matematico versus valores observados (Figura
12C), demonstram que os dados apresentaram distribuicdo normal e estdo bem ajustados a reta.

Os fatores nutricionais (Ureia, KH2PO4 e Extrato de levedura) apresentaram efeito
positivo e significativo, enquanto as variaveis [(NH4)2SOs e Peptona] apresentaram efeito

negativo e significativo no processo de producdo de celulase no meio de cultivo submerso
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(Figura 12A) usando o delineamento Plackett-Burman. As mesmas varidveis foram

selecionadas pelo modelo matematico do delineamento.

Figura 12. Graficos do delineamento Plackett-Burman A) Diagrama de Pareto; B) Histograma

da distribuicdo normal dos dados; C) Valores preditos versus valores observados.

B)

(7)Ureia .8.358886

(1)KH,PO, I7.808959 ; 7

A)

(2)(NH,J,0, 670911

(6)Extrato Levedura 5,169311

(3)Peptona -4,61938

(4)CaCl,.2H,0 A399413 g

Valores preditc
S

(5MgS0,. 7 H,0 -329956

p=0.1

Efeito estimado padronizado (Valor absoluto) " w1 ¥

Valores observados

O modelo preditivo do delineamento Plackett-Burman € apresentado a seguir:
Y = 0,749 + 0,030X1 — 0,036X2 — 0,035X3 + 0,156X4 + 0,210Xs Eq. (12)

Onde: Y = Producdo de celulase total (FPU/mL); X1— KH2PO4; X2— (NH4)2SO4; X3— Peptona;

X4 — Extrato de levedura e Xs — Ureia.

As variaveis Ureia, KH2PO4 e Extrato de levedura por apresentarem efeito positivo na
producdo de celulase pelo isolado foram pré-selecionadas para a etapa seguinte (otimizacéo por
DCCR e Redes Neurais Artificiais).
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3.3 Otimizacéo do processo de producéo de celulase

Trés variaveis significativas (Ureia, KH2PO4 e Extrato de levedura) determinados a
partir do delineamento PB e ARM (Stepwise) foram investigados afim de otimizar o processo
de producdo por DCCR e RNA afim de determinar os efeitos de cinco niveis e trés fatores e
suas interagcdes na producdo de celulase. As varidveis foram projetadas conforme a matriz
apresentada na Tabela 8. Todas os experimentos foram realizados em quintuplicata e a média
da atividade de celulase total FPase expressa em (FPU/mL) foi tomada como a resposta,
variando de 0,369 a 1,051 FPU/mL.

Tabela 8. Matriz do DCCR no processo de otimizacdo
da producéo de celulase total.

Corridas Ureia KH2PO4 Extrato Levedura FPU/mL+DP

1 -1 -1 -1 0,448+0,006
2 -1 -1 1 0,611+0,030
3 -1 1 -1 0,491+0,020
4 -1 1 1 0,667+0,021
5 1 -1 -1 0,783+0,021
6 1 -1 1 0,687+0,006
7 1 1 -1 0,806+0,055
8 1 1 1 1,051+0,015
9 -168 0 0 0,872+0,006
10 1,68 0 0 0,832+0,015
11 0 -168 0 0,548+0,011
12 0 1,68 0 0,614+0,015
13 0 0 -1,68 0,369+0,021
14 0 0 1,68 0,743+0,021
15 0 0 0 0,548+0,011
16 0 0 0 0,601+0,017
17 0 0 0 0,574+0,008

Na Figura 13 esta representada no diagrama de Pareto com os efeitos dos fatores
nutricionais pré-selecionados para o processo de otimizacdo. Os fatores KH2PO4, Extrato de
Levedura e Ureia foram significativos a um nivel de 5% de significancia. A Figura 14 estdo

representadas as superficies de resposta e graficos de contorno das variaveis.
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Figura 13. Diagrama de Pareto do Delineamento Central Composto
Rotacional no processo de otimizacao da producdo de celulase pelo
isolado celulolitico

Ureia(Q) r 13,15754 1

(3)Ext. Levedura(L) t 11,40713

(1)Ureia(L) 10,64191

(2)KH,POLL) | 6,103219

2Lby3L ¢ 4,719964

1Lby2L ¢ 31853706

ILby3L | -2,52788

KH,PO,(Q) t ,9898911

Ext. Levedura(Q) - -,123003

p=0.05
Efeito estimado padronizado (Valor absoluto)

O valor do coeficiente de determinacdo do DCCR foi de 0,775 e um valor de R?> 0,75
indica que o modelo é adequado e pode representar a relacdo real entre os fatores determinados.
Contudo, a forca em predizer as respostas de um modelo é maior quando o coeficiente de
determinacdo (R?) atinge valores proximos a 1 (CUI; ZAO, 2012). A precisdo adequada é
basicamente uma medida da relagdo sinal/ruido (S/N), e uma relagdo maior que 4 é desejavel
(JEONG;KIM, 2009). Neste estudo, a relagdo sinal ruido foi calculada usando a metodologia
de Taguchi onde o valor maior de resposta ¢ melhor (S/N = -10log> y"'/n) para projetos robusto,
a precisdo adequada de 21,29 foi calculada e indica que este modelo pode ser usado no processo
de producdo de celulase. Ressalta que a falta de ajuste foi significativa, assim o modelo pode
ser melhor ajustado (IEMMA; RODRIGUES, 2009).
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Figura 14. Superficies de resposta e grafico de contorno dos fatores nutricionais na producao
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Através da aplicacdo da analise de variancia de regressdo quadratica (ANOVA) nos
dados experimentais, os resultados do DCCR foram analisados com base na equacéo polinomial

de segunda ordem, como segue:

Y = 1,596 — 0,602X; + 0,104X;2 — 0,125X3 + 0,001X3 + 0,007X2X3 Eq. (13)

Onde: Y = Producéo de celulase total (FPU/mL); X1 -Ureia; Xz - KH2PO4; X3 — Extrato de

levedura.

3.4 Redes Neurais Artificiais (RNA)

A matriz dos dados para a modelagem por RNA ¢ apresentada na Tabela 9. A atividade
da celulase total (FPU/mL) expressa como a média de dez repeticbes em cada corrida,

totalizando 170 dados experimentais.

Tabela 9. Matriz dos dados para a modelagem matematica por redes
neurais artificiais

Corridas  Ureia KH2PO4 Extrato de Levedura FPU/mL+DP

1 4 1,5 2 0,863+0,018
2 4 1,5 6 0,816+0,016
3 4 4,5 2 1,038+0,020
4 4 4,5 6 0,855+0,011
5 8 1,5 2 0,847+0,013
6 8 15 6 0,796+0,051
7 8 4,5 2 0,821+0,021
8 8 4,5 6 0,850+0,017
9 2,6 3 4 0,959+0,023
10 9,4 3 4 0,896+0,048
11 6 0,5 4 0,986+0,010
12 6 5,9 4 0,863+0,012
13 6 3 0,6 0,832+0,043
14 6 7,4 1,408+0,015
15 6 3 4 0,897+0,018
16 6 3 4 0,871+0,020
17 6 3 4 0,884+0,018
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A Tabela 10 mostra os resultados obtidos para o desempenho da RNA. Uma boa
validagdo estatistica (R%justado = 0,963, MRE = 2,111% e mse = 0,01852), pode ser observada
na arquitetura de RNA (feed-forward), composta pela fungdo de transferéncia “radbas” com

trés neurdnios na camada escondida, apresentando as melhores avaliagdes.

Tabela 10. Melhores resultados e validacao estatistica da andlise de redes neurais artificiais.

NUmero
Funcéo de ) Funcéo de Nimero de MRE mse
) Arquitetura o de X R? R2aj
treinamento transferéncia . parametros (%) (x107?)
neurdnios
tansig 4 21 0,966 0,962 2,127 1,866
Feed- softmax 5 26 0,966 0,960 2,112 1,852
forward logsig 4 21 0,966 0,962 2,120 1,859
] radbas 3 16 0,966 0,963 2,111 1,852
trainlm
tansig 3 19 0,966 0,962 2,126 1,864
Cascade- softmax 4 24 0,966 0,961 2,128 1,865
forward logsig 3 19 0,966 0,962 2,128 1,866
radbas 2 14 0,965 0,962 2,172 1,904
tansig 7 36 0,963 0,954 2,097 1,827
Feed- softmax 9 46 0,875 0,831 35556 3,148
forward logsig 9 46 0,962 0,949 2,135 1,864
radbas 4 21 0,961 0,956 2,096 1,815
trainbfg
tansig 6 34 0,966 0,957 2,041 1,787
Cascade- softmax 9 49 0,948 0,927 2,337 2,040
forward logsig 6 34 0,963 0,954 2,022 1,763
radbas 4 24 0,966 0,960 2,064 1,807

A selecéo de neurdnios nas camadas ocultas para obter os melhores resultados para as
redes neurais foi determinada nos testes (variacdo de 2 a 10), para evitar os parametros
superestimados observados nas demais arquiteturas com mais neurbnios. Assim, as redes
cascade-forward e feed-forward podem ser empregadas para simular a producédo de celulase
para o isolado celulolitico.

Os melhores parametros observados (R?= 0,966; R%aqj = 0,963; MRE=2,111% e mse =
0,01852) na modelagem das redes neurais foram apresentados pela arquitetura feed-forward,
fungdo de treinamento “trainlm” e func¢do de transferéncia “radbas”. A Figura 15 mostra a
arquitetura dessa RNA e a Figura 16 apresenta o desempenho estatistico dessa arquitetura,
validando o modelo proposto na equacéo (4). O coeficiente de determinacéo da RNA analisadas

foram alto, indicando um bom ajuste do modelo matematico (CUI; ZAO, 2012).
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Figura 15. Arquitetura feed-forward que apresentou melhor ajuste para a simulacgdo da producao
de celulase total (FPU/mL).
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Figura 16. Analise de residuos obtidos da melhor rede neural: funcéo de treinamento “trainlm”,

arquitetura feed-forward, fungao de transferéncia “radbas” e nimero de neurdnios “3”.
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O modelo matematico para a arquitetura feed-forward foi obtido seguindo a equacao

abaixo:

flx) = 1/’[(231(:1 Piwi + 6;) + Yik=1 wjlk]

Eq. (14)

Onde: ¢i sdo as entradas da rede, mik S80 0s pesos do produto entre as entradas e 0s

neurdnios da camada oculta, & sdo os biases dos neurénios na camada oculta, o'k S30 0 pesos

do produto entre os neurdnios da camada oculta e as saidas da rede, 6 bias da rede de saida e y

¢ a fungdo de transferéncia “radbas” (Eq. 0) (LASHKARBOLOOKI et al., 2013; VILLA-
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VELEZ et al., 2015b). Com os dados obtidos foi realizada a simulacio de producéo da celulase

apresentada na Figura 17.

Figura 17. Simulacdo da producéo de celulase utilizando a RNA.
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A modelagem por redes neurais apresentou variagdo na producdo da celulase total de
0,796 a 1,408 FPU/mL similar ao reportado por Nair et al. (2018) que encontrou valores de
producéo de 1,35 a 2,38 FPU/mL de um isolado Bacillus velenezensis ASN1. Essa modelagem
por redes neurais representou um aumento na producao de celulase de aproximadamente 2,13
vezes, quando comparada a producéo inicial desse isolado. A mesma eficiéncia de acréscimo
foi evidenciada por Sivapathasekaran et al. (2010) no processo de produgéo de biossurfactante
por Bacillus circulans MTCC 8281, apresentando aumento de 70% na producao pelo processo
de otimizacao por RNA quando comparada ao meio base utilizado inicialmente. Dessa forma,
fica demonstrando a alta capacidade dos neur6nios artificiais em apresentar pesos sinapticos e
se adequarem as interagdes entre as varidveis no nosso estudo.

A eficiéncia da modelagem por redes neurais também foi verificada por Pappu e
Gummandi (2016), que observaram maior ajuste do modelo matematico gerado pela rede neural
no processo de otimizagdo da producéo de xilitol por Debaryomyces nepalensis NCYC 3413.
A capacidade de prever o resultado do processo de produgédo de Spirulina foi verificada por
Pappu, Vijayakumar e Ramamurthy (2013) que concluiram que a rede neural pode ser
empregada para o gerenciamento eficaz de recursos em uma instalacdo de producao comercial
da Spirulina em cultivo ao ar livre.

Em processo de producgéo de celulase por Trichoderma reesei RL-P37 foi observado por

Tholodur, Ramirez e McMillan (1999) que a capacidade preditiva do modelo baseado em redes
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neurais foi superior aos modelos cinéticos ndo estruturados e estruturados empregados
comumente, em nosso estudo o mesmo comportamento foi observado na modelagem por rede
neural que apresentou os melhores parametros de ajuste quando comparado com o DCCR.

No processo de otimizagdo do meio de cultivo para a producdo de Cefalosporina C duas
metodologias foram comparadas por Dasari et al. (2009), superficie de resposta e redes neurais
artificiais e os autores concluiram que ambos os modelos fornecem previsdes de alta qualidade,
contudo, a RNA se apresentou mais precisa na estimativa, demonstrando a superioridade da
RNA sobre abordagens multi-fatorial o que tornaria essa técnica de estimativa uma ferramenta
muito atil para monitoramento e controle da fermentacdo on line. Um alto rendimento no
processo de liberacdo de agucares redutores e na extragao de polifendis a partir de uma biomassa
lignocelulosica de folhas de Pinus roxburghii foi verificada por Vats e Negi (2013) indicando
a modelagem por redes neurais em um processo eficiente e econémico para a utilizacdo dessa
biomassa barata e sustentdvel para a producdo de biocombustivel de segunda geracdo e
fitoquimicos Uteis.

A criacdo de uma rede neural, bem como o treinamento dos neurénios para identificar
0S pesos sinapticos das variaveis e suas interacdes apresenta-se como uma técnica importante
na modelagem do processo de celulase total. Afim de verificar a validagdo do modelo da Rede
Neural Artificial prevista, uma simulacdo foi realizada nas seguintes condic¢des Ureia (5,5 g/L),
KH2POs4 (3,0 g/L) e Extrato de Levedura (7,5 g/L), escolhida aleatoriamente, o qual apresentou
atividade de celulase total prevista pelo modelo de 1,389 FPU/mL. A atividade de celulase total
observada experimentalmente nessas mesmas condi¢bes foi de 1,317+0,041 FPU/mL,
revelando um alto grau de precisdo do modelo (94,8%). Assim, este resultado demonstra que a
modelagem por rede neural pode ser efetivamente aplicada & otimizacao dos fatores nutricionais
do meio de cultura na fermentacdo submersa para a producdo de celulase, fornecendo
informacdes Uteis para o desenvolvimento da producdo econdmica e eficiente dessa enzima

para a possivel aplicacdo no processo de producgéo de etanol de segunda geracéo.

5 CONCLUSAO

A otimizagdo por Redes Neurais apresentou um modelo matematico mais ajustado aos
dados experimentais, sendo a arquitetura feed-forward com trés neurénios na camada oculta,
fungdo de transferéncia “trainlm” e fungdo de treinamento “radbas”, apresentando aumento na

producdo de celulase em 2,13 vezes.
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COVER LETTER
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producéo de celulase por Bacillus sp. V13 (MH82004) usando planejamentos experimentais e
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e Borges, W. L. para publicagdo no XXXXXXX XXX XXX XXX XXX XX.

O presente trabalho apresenta o uso de ferramentas matematicas para incrementar a produgéo
de celulase total de um isolado de Bacillus sp. V13 obtido a partir de conteddo ruminal de
bovinos com capacidade de hidrolisar biomassa celul6sica (bagaco de cana sem tratamento
hidrolitico). Foi utilizado Plackett-Burman design e Analise de Regressdo Multivariavel
(Stepewise) para selecionar os fatores nutricionais significativos durante o processo de
producdo de celulase por esse isolado. Com os fatores pré-selecionados foi aplicado
Delineamento Central Composto Rotacional (DCCR) e Redes Neurais Artificiais (RNA) para
otimizar a producdo de celulase. O nosso trabalho apresenta estratégias de modelagem
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RESEARCH HIGHLIGHTS

O isolado Bacillus sp. V13 degrada a celulose presente no bagaco de cana sem tratamento
hidrolitico.

Otimizacdo dos fatores nutricionais do meio de cultivo em fermentacdo submersa para a
producéo de celulase.

Utilizacdo de redes neurais artificiais no processo de modelagem matematica do processo
de producéo de celulase total.

O estudo apresentou um aumento de 2,13 vezes na producao de celulase apds as estratégias

propostas.
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APENDICE | - DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DA CELULASE

Esta andlise foi determinada de acordo com recomendagdes da IUPAC (GHOSE, 1987,
WOOD; BHAT, 1988; ADNEY; BAKER, 1996). O objetivo foi determinar a atividade da
enzima celulase como atividade de papel de filtro e expressa em FPU por volume de enzima

original.

A quantificacdo dos acucares liberados no meio reacional foi determinada de acordo com o
método DNS descrito por MILLER (1959) e BAZAN (1993).

1. Preparo do tampéo citrato 0,05 M

Para o preparo do tampdao citrato 0,05 mol/L pH 4,8, 10,5g de &cido citrico monohidratado
foram dissolvidos em 37,5 mL de agua destilada. Em seguida, adicionou-se hidréxido de sédio
até que a solucdo atingisse o pH de 4,3 (aproximadamente 2,5 g). O volume da solucdo foi
completado para 50 mL e em seguida, mediu-se o pH. Quando necessario, mais hidroxido de
sodio foi adicionado a solucdo para que o pH atingisse 4,5 e assim, obtivéssemos uma solucao
tampdo de citrato pH 4,5 a 1 mol/L. Para obter a concentracdo de 0,05 mol/L, a solucdo de 50
mL foi transferida para um baldo volumétrico de 1 L, que teve seu volume aferido com agua

destilada. Neste momento o pH subiu para 4,8.
2. Preparacéo da solucdo de DNS

O reagente DNS ¢é preparado através da adicdo de 10,6 g de &cido dinitro-3,5-salicilico e 19,8
g de hidroxido de sédio em 1000 mL de agua destilada. Apos dissolucdo total dos sélidos,
adicionou-se 306,0 g de tartarato de sédio e potassio, 7,6 mL de fenol (fundido) e 8,3 g de meta
bissulfito de sddio sendo o volume aferido para 1416 mL com agua destilada. Porém, verificou-
se que deste modo o reagente sofria degradacdo se estocado por algum periodo, mesmo

armazenado em frasco ambar.

Assim, o reagente DNS passou a ser preparado segundo BAZAN (1993). Dissolveu-se 10,6 g
de &cido dinitro-3,5-salicilico e 19,8 g de hidroxido de s6dio em 1000 mL de &gua. Adicionou-
se a esta mistura 7,6 mL de fenol fundido a 50°C e 8,3 g de meta-bissulfito de sddio. O reagente

foi guardado em um frasco ambar para proteger da luz e nomeado como solugdo mae de DNS.

Para a quantificacdo dos ART, foram transferidos 100 mL da solu¢cdo mé&e em um béquer sendo

adicionados 30,6 g de tartarato de sédio e potéssio, submetido a aquecimento até total
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dissolugdo dos solidos. Apos dissolugdo, o volume foi aferido para 146 mL, estando assim a

solugdo pronta para uso.
3. Construcéo da curva padrao de glicose

Para construcdo de uma curva padrdo, amostras com concentracdes conhecidas de glicose foram
preparadas e apds aplicacdo do método DNS, lidas espectrofotometricamente no comprimento
de onda de 540 nm.

Partiu-se de uma solucdo estoque de glicose 10,0 mg/mL, preparada em tampdo citrato 0,05
mol/L, sendo realizada dilui¢bes de 0 a 10,0 mg/mL. As rea¢des com DNS foram realizadas
adicionando em cada tubo de ensaio 1,0 mL de tampéo citrato e 0,5 mL de cada uma das
diluicGes de glicose previamente diluidas em tampao citrato. Foi adicionado aos tubos 3,0 mL
do reagente DNS preparado segundo a metodologia descrita no item 2. Os tubos foram fervidos
por 5 minutos a 95°C e posteriormente transferidos para um banho de gelo fundente para parar

a reacao.
Vale ressaltar que ao preparar um novo reagente DNS, uma nova curva-padrdo era construida.

4. Determinacdo da atividade enziméatica FPU nos extratos obtidos a partir da

fermentacao submersa.

Na sequéncia, foram organizados cinco conjuntos de tubos. No conjunto 1, destinado a
construcdo da curva padréo para quantificar os agUcares redutores, foi adicionado 1,0 mL de
tampado de citrato. No conjunto 2, destinado a medida da atividade enzimatica de cada solucao
de enzima, adicionou-se 1,0 mL de tampdo citrato e 0,5 mL de enzima diluida. No conjunto 3,
denominado controle de enzima e destinado a identificar interferéncias advindas da enzima, foi
adicionado 1,0 mL de tampéo de citrato e 0,5 mL da enzima diluida. Para cada dilui¢do de
enzima foi preparado um controle com sua respectiva diluicdo. No conjunto 4, denominado
controle de substrato e destinado a identificar interferéncias advindas do substrato,
adicionaram-se 1,5 mL de tampéo de citrato. Por fim, no conjunto 5, denominado branco do
espectro e destinado a servir como referéncia na analise espectrofotométrica, foram adicionados
1,5 mL de tampdo de citrato. Na sequéncia, 0s tubos foram agitados e incubados em banho
termostatico a 50 °C e, depois de atingido equilibrio térmico, foram adicionados 0,5 mL dos
padrdes de glicose em cada tubo do conjunto 1 e uma tira de papel filtro Whatman n°1, de

dimensdo equivalente a 50 mg (aproximadamente 1,0 x 6,0 cm), em cada tubo do conjunto 2
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de forma que a tira ficasse totalmente submersa em solu¢do. Em resumo, os conjuntos de tubos

foram preparados da seguinte maneira:

Conjunto 1 - Padrdes de glicose: 1,0 mL de tampéo + 0,5 mL de padrdo de glicose.
Conjunto 2 - Amostras: 1,0 mL de tampdo + 0,5 mL de solucéo de enzima + papel de filtro;
Conjunto 3 - Branco da enzima: 1,0 mL de solugdo tampé&o + 0,5 mL de solucdo de enzima;
Conjunto 4 - Branco do substrato: 1,5 mL de solucdo tampéo + papel de filtro; e

Conjunto 5 - Branco do espectro: 1,5 mL de solucdo tampéo.

Cada conjunto permaneceu incubado em banho termostatico a 50°C por exatamente 60 min
depois de atingido equilibrio térmico. Apds o término do tempo de incubacgdo adicionouse 3,0
mL de reagente de DNS, agitou-se e colocou os tubos em banho fervente por 5 minutos, para
desativacdo da enzima. Em seguida os tubos foram colocados em banho de gelo até atingirem
temperatura ambiente. Por fim, adicionou-se agua até o volume reacional de 25mL do tubo e
agitou-se ate completa homogeneizacdo. As amostras entdo foram conduzidas para medida de

absorbancia em comprimento de onda 540 nm em espectrofotdmetro.
6. Calculo

Com os dados obtidos pela leitura da absorbancia da curva padrao de glicose, foi possivel tragar
um grafico linear da concentracdo de glicose (acUcar redutor) em funcdo da absorbancia,

obtendo assim uma equacéo que relaciona as duas grandezas.

De posse das leituras das absorbancias obtida apds hidrélise enzimatica do papel filtro e
utilizando a equacdo obtida através da curva padrdo de glicose foi possivel determinar a
concentracdo dos ART liberada pela enzima em cada um dos ensaios. Assim, tragou-se uma
reta onde se relaciona a concentracdo da enzima em cada uma das diluigdes em funcao da massa
de glicose liberada por 0,5 mL dessa enzima diluida, determinando assim a atividade enzimética

da Equacdo V-1.

FPU 2,0
ml ~ (0,18016x0,5x60x[enzima diluida]

) umol. min~t. mL™1

FPU _ 0,37 AT
ml ~ [enzima diluida] pmoc.min -.m
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Para a celulase, uma unidade da atividade de enzima (FPU) é baseada na liberagdo de
exatamente 2,0 mg de glicose equivalente, isto €, 2,0/0,18016 pumol de 50 mg de papel de filtro
por 0,5 mL de enzima diluida em 60 minutos de reagéo.
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APENDICE Il - MEIOS DE CULTURAS UTILIZADOS

Meios de culturas utilizados nos procedimentos experimentais.

AGAR E CALDO NUTRIENTE

Meios de culturas utilizados no procedimento inicial de prospeccdo de bactérias produtoras de
celulase em amostras de contetido ruminal bovino, e também no procedimento de isolamento
(técnica de esgotamento) e na manutencdo das mesmas para posteriores anélises.

Agar Nutriente

Reagentes Quantidade*
Extrato de levedura 309
Peptona bacterioldgica 509
Cloreto de sodio (NaCl) 309
Agar bacterioldgico 13049
Nistatina 300.000 UI/mL (Antifingico) 4mL

* Relacéo dos reagentes para a preparacéo de 1L de meio de cultura

Caldo Nutriente

Reagentes Quantidade*
Extrato de levedura 309
Peptona bacterioldgica 509
Cloreto de sédio (NaCl) 309
Nistatina 300.000 UI/mL (Antifingico) 4mL

* Relacdo dos reagentes para a preparacao de 1L de meio de cultura
AGAR BHM/CMC

Meio de cultura utilizado no procedimento de revelacdo das bactérias capazes de degradar o
carboximetilcelulose, indicando a producdo de enzimas celulases.

Reagentes Quantidade*
Carboximetilcelulose (CMC) 10,09
Hidrogeno fosfato de potassio (KoHPO4) 1,0
Dihidrogeno fosfato de Potassio (KH2POa) 1,0
Sulfato de Magnésio heptahidratado (MgSQa4-7H20) 0,2
Nitrato de Amonia (NH4NO3z) 1,0
Cloreto de ferro (I11) hexahidratado (FeCls-6H20) 0,05
Cloreto de Calcio (CaCly) 0,02
Agar bacteriologico 20,09

* Relagdo dos reagentes para a preparacdo de 1L de meio de cultura
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MEIO MINERAL SUPLEMENTADO COM BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR PRE
TRATADO

Meio de cultura utilizado no procedimento de fermentacdo submersa para a producdo dos
extratos enzimaticos das bactérias isoladas que apresentaram capacidade celulolitica em meio
BHM/CMC com vermelho congo (0,25%).

Reagentes Quantidade*

KH2PO4 2,00g
(NH4)2S04 1,409
Peptona bacterioldgica 1,009
CaCl2 2 H.0 0,309
MgSO4 7 H20 0,309
Extrato de levedura 0,259
FeSO4 7 H.0 5,00mg
CoCl; 2,00mg
ZnS0O4 7 H20 1,00 mg
MnSQO4 H20 1,60mg
Tween 80 0,30 mL
Biomassa (Bagaco de cana pre tratado) 1% (m/v)

* Relacdo dos reagentes para a preparacdo de 1L de meio de cultura
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Neste capitulo apresentaremos informagoes que permitirdo ao leitor conhecer sobre o consumo energético
nos proximos anos, bem como os conceitos de biorrefinaria, principais matérias-primas e plataformas.
Apresentar a matéria-prima residual como uma fonte promissora para a producdo de biocombustiveis de
segunda geracio e/ou prospecgio de bactérias produtoras de enzimas hidroliticas, verificando o seu
potencial para uso em diversos processos biotecnologicos.
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