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RESUMO

RODRIGUES, Isabela da Silva Vasconcelos. UTILIZACAO DE BACTERIAS
ISOLADAS DO SOLO PARA PRODUCAO DE XILANASE E DE BIOETANOL. Sio
Cristdvao: UFS, 2019. 56p. (Tese — Doutorado em Agricultura e Biodiversidade).*

Os microrganismos sdo capazes de secretar enzimas e realizar a quebra de diversas moléculas
organicas. Por isso, 0s microrganismos possuem vasta aplicabilidade em diversos processos
biotecnoldgicos. Dentre as enzimas produzidas por micro-organismos, as xilanases possuem
alto potencial biotecnoldgico, sendo de interesse para industrias alimenticia, farmacéutica e de
producdo de papel. Além da produgdo de enzimas de interesse industrial, outro viés
biotecnologico com o uso de microrganismo é a producdo de bioetanol. O objetivo do
presente estudo foi utilizar bactérias isoladas do solo para producdo de xilanase e de
bioetanol. Para a producdo de xilanase através do Bacillus sp TC-DT13 foi realizada uma
selecdo com residuos agroindustriais através da fermentacéo submersa. O residuo selecionado
na etapa anterior foi utilizado para produzir enzimas xilanoliticas sob fermentacdo em estado
solido. Dentre os residuos utilizados, o farelo de trigo foi selecionado como o melhor indutor
de producéo de xilanase com 1500 U/mL. Enquanto que na fermentacdo em estado solido, o
uso de farelo de trigo como o Unico substrato de fermentacdo na proporcao de 1:4 de umidade
ao longo de um periodo de 144 horas induziu uma quantidade excessiva de xilanase atingindo
2943 U/g. O uso de fontes de carbono e nitrogénio ndo influenciou o aumento da producéo de
enzimas Xxilanoliticas. O uso dos residuos agroindustriais na fermentacdo sélida, além de
aumentar a producdo de xilanase e reduzir os custos, também é uma alternativa favoravel ao
meio ambiente. Para producédo de etanol, linhagens de Bacillus spp. e Paenibacillus sp foram
testadas quanto a sua capacidade de fermentar Xilose. As linhagens foram submetidas a
fermentacdo com xilose em diferentes concentracdes. Dentre as linhagens testadas para
avaliagdo de desenvolvimento em meio com xilose, 5 linhagens TC-DT8, TC-DT64, TC-
DT81 e TC-DT139 e TC-DT13 foram selecionadas por obterem maior crescimento celular em
2% de xilose. Na fermentacdo sem agitacéo, o Bacillus sp. TC-DT13 e Paenibacillus sp. TC-
DT8 foram as linhagens que mais promoveram a producdo de etanol em 36 horas com 7,06 e
4,33 g L™, respectivamente. Enquanto que na fermentacéo com agitagdo a producdo de etanol
entre as linhagens variaram de 1,59 g L™ até 2,6 g L ™. Portanto, pode-se concluir que algumas
das linhagens bacterianas testadas foram capazes de se desenvolverem em meio contendo
xilose. Além disso, o Bacillus sp. TC-DT13 e Paenibacillus sp. TC-DT8 produziram etanol
tanto com agitacdo quanto sem agitacao.

Palavras-chave: microrganismos industriais, xilanase, xilose, etanol, processos
fermentativos, residuos agroindustriais.

* Comité Orientador: Roberta Pereira Miranda Fernandes — UFS (Orientadora).



ABSTRACT

Rodrigues, Isabela da Silva Vasconcelos. Industrial use of Bacillus sp. and Paenibacillus
sp. in extracellular xylanase and biofuel production. Sdo Cristovao: UFS, 2019. 56p.
(Thesis - Doctor of Science in Agriculture and Biodiversity). *

Microorganisms can secrete enzyme-rich substances that are capable of breaking down a
series of organic molecules. Therefore, microorganisms have wide applicability in a number
of biotechnological processes. Among the microbial enzymes, xylanases have high
biotechnological potential and are of interest for the food, pharmaceutical and papermaking
industries. Aside from the production of industrially useful enzymes, another trend of a
biotechnological use of microorganisms is bioethanol production. This study addressed the
isolation of soil bacteria for xylanase and bioethanol production. For xylanase production by
Bacillus sp TC-DT13, agro-industrial residues were selected by submerged fermentation. The
selected residue was used to produce xylanolytic enzymes by solid state fermentation. Of the
tested residues, wheat bran was found to be the best inducer of xylanase production (1500
U/mL). On the other hand, wheat bran as the sole fermentation substrate in solid state
fermentation for 144 hours, at a bran : moisture ratio of 1:4, induced an excessive amount of
xylanase (2943 U/g). The use of carbon and nitrogen sources did not raise the xylanolytic
enzyme production. The use of agro-industrial wastes in solid state fermentation, apart from
increasing xylanase production and reducing costs, is also an environmentally friendly
alternative. For ethanol production, Bacillus spp. and Paenibacillus sp were tested with regard
to their ability to ferment xylose. The strains were subjected to xylose fermentation at
different enzymatic concentrations. Among the strains tested for development evaluation in
xylose medium, the five (TC-DT8, TC-DT64, TC-DT81 and TC-DT139 and TC-DT13) with
highest cell growth in 2% xylose were selected. Under stirred fermentation, the ethanol
production of the strains varied from 1.59 - 2.6 g L™, Therefore, it can be concluded that some
of the bacterial strains tested were able to grow in xylose-containing medium. Moreover,
Bacillus sp. TC-DT13 and Paenibacillus sp. TC-DT8 produced ethanol with and without
stirring.

Keywords: industrial microorganisms, Xxylanase, xylose, ethanol, fermentative processes,
agro-industrial residues.

* Advisory committee: Roberta Pereira Miranda Fernandes — UFS (Advisor).



1. INTRODUCAO GERAL

Os principais decompositores de matéria organica sdo 0s microrganismos, estes sao
capazes de secretar enzimas e realizar a quebra dessas moléculas organicas liberando
acucares, os quais sdo utilizados em suas necessidades metabolicas. Diversas espécies de
bactérias possuem aplicabilidades na biotecnologia. As bactérias do género Bacillus sp. e
Paenibacillus sp. sdo capazes de produzir enzimas que possuem diversas utilidades, aléem de
realizarem a fermentacdo de agUcares produzindo bioetanol.

Na agricultura sdo produzidos todos os anos altas quantidades de residuos agricolas,
em sua maioria compostos de material lignocelulésico. A xilana constitui 0 maior
componente da hemicelulose e é o segundo polissacarideo mais abundante na parede celular
de plantas terrestres (THOMAS et al., 2013). Este polissacarideo é um substrato de inducéo
de enzimas xilanoliticas.

As Xxilanases sdo enzimas de interesse para varios ramos da inddstria devido a seu
potencial em aplicacBes biotecnoldgicas, tais como: bioconversdo de materiais
lignocelulésicos em aclcares mais simples para a producdo industrial de varios produtos,
incluindo biocombustiveis; processamento de alimentos para racdo animal; a clarificacdo de
sucos e vinhos; a melhoria da qualidade do pdo; biobranqueamento e processamento de
tecidos; branqueamento de celulose; producdo de silagem e tratamento de residuos (BUTT et
al., 2008; BAJAJ; SINGH, 2010).

Além do crescente interesse da producdo de enzimas industriais, outro Vviés
biotecnolégico com o0 uso de microrganismo é a producdo de bioetanol. O uso de
combustiveis fosseis foi um dos principais fatores para expansdo da industria e
desenvolvimento da sociedade moderna, no entanto tais recursos sdo esgotaveis, nao-
renovaveis, além de contribuirem para a polui¢cdo ambiental. Uma nova vertente de pesquisas
destinou-se a producédo de biocombustivel, como alternativa ao uso de combustiveis fdsseis.

A producdo de bioetanol por micro-organismo se d& pela fermentacdo de acUcar
guando este é metabolizado. A xilose € um mon6émero de acucar formado pela reacdo de
hidrélise de polissacarideos como o hemicelulose e a celulose. Este agucar pode ser utilizado
como substrato em processos fermentativos (O’NEILL et al., 2003; MARTINEZ et al., 2012).
Os microrganismos metabolizam a xilose a partir de uma isomerizagédo realizada por uma
enzima denominada Xxilose isomerase (XI), apds este processo a xilose é convertida em
xilulose, e segue para a rota metabolica, e a partir do processo de fermentacdo ocorre a
producdo de bioetanol (MADHAVAN et al., 2009).

O objetivo deste trabalho foi (i) Produzir xilanases por Bacillus sp. TC-DT13
utilizando fermentacdo em estado solido e submersa com residuos agroindustriais como
substrato e (ii) Utilizar linhagens de Bacillus spp. e Paenibacillus sp. fermentadores de xilose
para producéo de etanol.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Residuos Lignocelulésicos

Recursos fdsseis, como petréleo, carvao e gas natural, contribuem para a fundacdo da
moderna sociedade, fornecendo energia e materiais para a nossa vida diaria. No entanto, 0s
recursos fosseis ndo sdo renovaveis e suas reservas sdo limitadas. Com a crescente demanda
de energia dos seres humanos na sociedade e a diminuicdo das reservas fosseis, se faz
necessario estudos de recursos renovaveis para o desenvolvimento sustentavel no futuro (MA
etal., 2019).

Nos ultimos anos tem havido um interesse crescente para utilizacdo mais eficiente dos
residuos agricolas e industriais que sdo geralmente considerados desperdicios, pois estes sao
acumulados no meio ambiente causando poluicdo ambiental e afetando o ecossistema
(MANDER et al., 2014). Alem disso, os recursos de biomassa, que sdo originalmente
formados pela via da fotossintese bioldgica a partir do diéxido de carbono atmosférico (CO5),
agua e luz solar, podem fornecer energia e recursos de carbono. A natureza fornece grandes
quantidades de biomassa a cada ano. Globalmente, 170 bilhdes de toneladas métricas de
fontes de biomassa sdo produzidas (CORMA, 2007).

Além disso, o desperdicio resulta uma perda de materiais potencialmente valiosos, 0s
quais podem ser processados como 0s alimentos, combustiveis e outros produtos quimicos.
Os residuos agroindustriais também possuem grande potencial como fonte de carbono e
energia renovavel. Entretanto, a utilizacdo efetiva destes materiais na producdo de enzimas,
biocombustiveis e outros metabdlitos necessitam de mais estudos (POORNA; PREMA,
2006).

O material lignocelulésico € um dos componentes mais abundantes na natureza e € a
principal fonte de energia renovavel. Representa uma quantidade extremamente grande de
recursos bioldgicos disponiveis no planeta com inimeras aplicagdes. O principal componente
da lignocelulose da parede celular das plantas é a celulose juntamente com a lignina e a
hemicelulose (Figura 1). Celulose e hemicelulose sdo polissacarideos formados por diferentes
monossacarideos e a lignina é um componente aromatico sintetizado a partir de precursores de
fenilpropanoides.

Hemicellulose

Cellulose
Figura 1. Distribuicdo da celulose, hemicelulose e lignina na parede celular das plantas
superiores (BRANDT et al., 2013).



Celulose e hemicelulose constituem em torno de 45 e 30% do peso seco total da
madeira, respectivamente. A celulose é um polimero linear, constituido por subunidade de D-
glucose ligadas por ligagdes glicosidicas B-1,4 formando moléculas de celobiose. A
hemicelulose é um polissacarideo com peso molecular menor do que a celulose, o qual €
constituido por D-xilose, D-manose, D-galactose, D-glicose, L-arabinose, -4-O-metil-
glucuronico, D-galacturonico e acidos D-glucuronico. Esses agucares sao ligados por ligaces
B -1,4 e, ocasionalmente, ligagdes glicosidicas  -1,3 (PEREZ, 2002). Além disso, a celulose é
um polissacarideo morfogénico essencial para a estabilidade das paredes celulares das plantas
e fornece uma importante matéria-prima para uma variedade de industrias de fibra e
combustivel baseadas em plantas (LAMPUGNANI et al., 2019).

Hemiceluloses podem ser definidas como os segundos polissacarideos mais
abundantes na natureza. Este polissacarideo estd presente na parede celular da planta em
intima associa¢do com celulose e lignina para contribuir para a sua rigidez. Esses polimeros
aparecem em maior quantidade na parede celular primaria e também sdo encontrados na
parede celular secundéaria. S&o parcialmente sollveis em &gua e soltveis em alcalis diluidos, o
que possibilita a separacdo neste meio (SPIRIDON; POPA, 2008).

O componente da hemicelulose mais relevante e comumente encontrado na natureza é
xilana. Sua estrutura é variavel, alterando de um esqueleto linear de residuos de xilose ligados
a PB-1,4 a heteropolissacarideos altamente ramificados, onde os acUcares Xxilose sdo
substituidos por ramos contendo residuos acetil, arabinosil e glucoronosil, de acordo com a
espécie (Figura 2) (BAJPAI, 2014; RENNIE; SCHELLER, 2014; SPIRIDON; POPA, 2008).
A deposicdo de xilana na parede celular secundaria é necesséria para o crescimento e
desenvolvimento normal das plantas e também aumenta a recalcitrancia da parede celular,
ajudando a defender a planta contra herbivoros e patogenos (RENNIE; SCHELLER, 2014).

Acido glicurénicos

Acetato

DY
T

0]

Acido fertlico

Figura 2. Estrutura da xilana mostrando diferentes ligacdes intermoleculares e
substituicdes.

2.2 Enzimas xilanoliticas

Hemicelulases sdo frequentemente classificadas de acordo com sua acdo sobre
substratos distintos e sdo biodegradadas em agucares monoméricos e &cido acetico. Uma
importante distingdo deve ser feita entre endo-p-1,4-xilanase ¢ B-xilosidase. A endo-1,4-B-
xilanase gera oligossacarideos da clivagem da xilana; enquanto a [-xilosidase gera
oligossacarideos de xilana, produzindo xilose (VERARDI et al., 2016; JEFFRIES, 1994).

Endo-B-1,4-xilanase e B-Xilosidase fazem parte da classe de enzimas de hidrolases
glicosidades. Esta é classificada em familias. As endo-xilanases séo encontradas nas familias
5,7, 8, 10, 11, 26 e 43. Endo-xilanases da familia 10 (antigamente conhecida como F) e 11
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(antigamente conhecida como G) tém sido descritas na literatura. Enquanto as B-Xilosidase
estdo agrupadas em cinco familias 3, 39, 43, 52 e 54 (JUTURU et al., 2012).

Xilanases sdo glicosidases (hidrolases O-glicosideo, 3.2.1.x CE), que catalisam as
endo hidrolases de ligagdes B-1,4 D-xilosidicas em xilana. Elas sdo um grupo generalizado de
enzimas, envolvidas na producdo de xilose, uma fonte priméria de carbono para o
metabolismo celular em infec¢do de plantas por agentes patogénicos, e sdo produzidas por
uma multiplicidade de organismos incluindo bactérias, algas, fungos, protozoérios,
gastropodes e artropodes (PRADE, 1995; COLLINS et al., 2005).

De acordo com Paes et al. (2012), atualmente a maioria dos micro-organismos
produzem diferentes tipos de xilanases. E essa diversidade pode estar relacionada com alguns
fatores, como a redundancia genética (WONG et al., 1988) e modificagdes pds-traducionais
(BIELY, 1985).

O substrato das xilanases, a xilana, é um dos principais polissacarideos estruturais em
células presentes nas plantas, e € 0 segundo polissacarideo mais abundante na natureza,
representando cerca de um terco de todo o carbono organico renovavel da terra (PRADE,
1995). A xilana é encontrada em grandes quantidades em madeiras de angiospermas (15-30%
do teor de parede celular) e resinosas de gimnospermas (7-10%), bem como em plantas anuais
(<30%).

A xilana é o principal carboidrato encontrado na hemicelulose e sua degradacao
completa requer a acdo cooperativa de uma variedade de enzimas hidroliticas, devido a sua
complexidade e heterogeneidade (Figura 3). As Endo-B-1,4-xilanase clivam aleatoriamente a
estrutura da xilana, as B-xilosidase decomp&em mondmeros de Xilose a partir da extremidade
n&o redutora de xilo-oligossacarideos e xilobiose, enquanto que a remogéo dos grupos laterais
sdo catalisados por uma a-L-arabinofueanosidase, a -D-glucuronidase, esterase de acetil
xilana, esterase de acido ferulico e esterase de acido p-cumarico (COLLINS et al., 2005).

(a)
a-4-0-Me-GlelA

Endo-B-1,4-xilanase ; i
1do-fB- OOH  -D-glucuronidase Esterase acetil
\ H,CO xilana
Ac. O-Ac. /m/ \m
Pxylose
() Q.
a-L-arabinofueanosidase a-araf. <l
CH,OH J‘l 1,0-pcou./fer.
(b) esterase de acido fertlicoou

Q Q esterase de acido p-cumarico
LYAVVALOAY
T O

B-D-xilosidase
Figura 3. (a) Estrutura de xilana e os locais de seu ataque pelas enzimas xilanoliticas.
A estrutura do substrato é composto de ligagdes B-1,4 ligadas a residuos de xilose. Ac, grupo
acetil.; a-Araf, a-arabinofuranose; a-4-O-Me-GIcUA, a-4-O- acido metilglucuronico; pcou,
acido p-cumarico; fer., acido ferulico. (b) A hidrolise de xilo-oligossacarido por B-xilosidase.
(COLLINS, 2005).
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As xilanases se tornaram o foco de intensa pesquisa nos Gltimos anos. Elas sdo
produzidas por uma grande variedade de diferentes microrganismos (HAN et al., 2019;
GULSAH et al., 2019; ZHANG; SANG, 2015; LIU et al., 2014; RAHMAN et al., 2014;
SHARMA et al., 2014) mas, devido a sua alta diversidade metabolica, as bactérias possuem
maior interesse para a producdo de xilanase e para aplicagdes industriais (BAJAJ; SINGH,
2010).

H& uma grande variedade de micro-organismos capazes de produzir xilanases
relatados na literatura, tais como: Jonesia denitrificans, Aspergillus terreus, Acinetobacter
junni, Bacillus subitilis, entre outros, os quais produziram 77 U/mg, 839,33 U(g-ds)™, 317
U/mL, 400 U/mL, respectivamente (SANGHI, 2008; BOUCHERBA et al., 2010; LO et al.,
2010; SHARMA et al., 2014). Entretanto, devido ao seu alto rendimento e estabilidade a pH
alcalino, os produtores de xilanase mais estudados entre as fontes bacterianas séo as espécies
de Bacillus (YASINOK et al., 2010).

As xilanases sdo de grande interesse para varios ramos da industria devido a seu
potencial em aplicacBes biotecnoldgicas, tais como: bioconversdo de materiais
lignocelulésicos em aclcares mais simples para a producdo industrial de varios produtos,
incluindo biocombustiveis, processamento de alimentos para ra¢do animal, a clarificacdo de
sucos e vinhos, a melhoria da qualidade do pdo, biobranqueamento e processamento de
tecidos, branqueamento de celulose, producdo de silagem, tratamento de residuos etc (BUTT
et al., 2008; BAJAJ; SINGH, 2010).

O mercado global de enzimas industriais devera atingir US $ 6,5 bilh6es em 2020,
impulsionado pela grande demanda a partir das industrias de alimentos, racdo animal e
aplicacbes de produgdo de etanol, como também pela rigorosa repressdo ambiental sobre o0s
produtos quimicos e processos convencionais (COMPANIES & MARKETS, 2014). Porém, a
producdo de enzimas nas industrias € muitas vezes limitada devido aos altos custos dos
substratos para a cultivacdo dos micro-organismos (ALVES-PRADO et al., 2010). Além
disso, as xilanases sdo enzimas induziveis e necessitam de indutores como a Xxilana, para
serem expressas (GUPTA; KAR, 2009).

Por isso, é necessario explorar substratos relativamente mais baratos para a producao
e, consequentemente, melhorando o custo beneficio. Os residuos agricolas podem ser uma
alternativa, pois 0s mesmos apresentam matéria-prima de baixo custo para a producdo de
enzimas em escala industrial, e estes podem ndo somente servir como substratos econdémicos,
mas também podem oferecer vantagens estratégicas e ambientais (GEETHA;
GUNASEKARAN, 2010; BAJAJ; WANI, 2011).

Para producéo de enzima a nivel comercial, além de utilizar-se de substratos de baixo
custo, € necessaria também uma fermentacdo eficiente. Em varios estudos foram
demonstrados que a fermentacdo em estado solido tem vérias vantagens sobre a fermentacéao
submersa, devido ao pequeno volume de solvente necessario para a recuperacdo do produto,
resultando numa alta produtividade de unidades por volume, na baixa contaminacao,
problemas de espuma e uma melhor exploracdo dos residuos agricolas como o substrato
(KEWALRAMI et al., 1988; NIGAM; SINGH, 1996).

Vaérios estudos reportam a producdo de xilanases através da fermentagdo submersa
utilizando bactérias, porém ha poucos estudos com a producéo eficaz desta enzima utilizando
bactérias através da fermentagdo sélida (HASHEMI et al., 2010; SINGH et al., 2010; UR
REHMAN et al., 2012; PANWAR et al., 2014; EL-SHISHTAWY et al., 2014).

A fermentacdo solida € um processo heterogéneo trifasico, compreendendo fases
solidas, liquidas e gasosas, que oferece beneficios potenciais para o cultivo microbiano para
bioprocessos e produtos em desenvolvimento. Nas Gltimas duas décadas, a SSF ganhou
atencdo significativa para o desenvolvimento de bioprocessos industriais, particularmente
devido a menor necessidade de energia associada a altos rendimentos de produtos e menos
producdo de aguas residuais, com menor risco de contaminacdo bacteriana. Além disso, é um
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sistema favordvel ao meio ambiente, principalmente por utilizar residuos sélidos
agroindustriais como substrato (fonte de carbono) (THOMAS et al., 2013).

Este bioprocesso € realizado na auséncia, ou quase auséncia, de &gua livre; no entanto,
0 substrato deve possuir umidade suficiente para suportar o crescimento e a atividade
metabdlica do microrganismo. A matriz sélida pode ser a fonte de carbono (e outros
nutrientes), ou pode ser um material inerte para suportar o crescimento dos microrganismos
(com solucdo de crescimento impregnada) (COSTA et al., 2018).

O uso da fermentacao sélida na producdo de enzimas tem varias vantagens, incluindo
a facilidade de recuperacdo dos produtos formados, a auséncia de formacdo de espuma e
pequenas reagdes, como também permite a utilizacdo de residuos agro-industriais como
substratos (LONSANE; RAMESH, 1990; PANDEY, 1992).

2.3 Fermentac&o de xilose por bactérias

D-xilose é 0 segundo monossacarideo mais abundante na natureza, responsavel por
aproximadamente 35% do total de acUcar na biomassa lignocelulésica. Com isso, a xilose
deve ser fermentada com alta eficiéncia para melhorar sua conversdo em etanol ou outros
produtos bioquimicos (SANCHEZ-NOGUE; KARHUMAA, 2015). Por isso, a bioconverséo
da xilose é de suma importancia e tem atraido grande interesse.

Comparado com a glicose, e em termos de via metabolica e via fermentativa, o
metabolismo da xilose em etanol é pouco conhecido e poucos Sdo 0S microrganismos capazes
de metabolizar essa pentose, pois, mesmos 0s fungos que possuem alta taxa de sacarificagéo,
sdo incapazes de converter acucar em etanol com alta eficiéncia sem a acdo de enzimas
celuloliticas purificadas (HO et al., 2012). Vérias analises aprofundadas discutiram o
metabolismo da xilose e sua engenharia utilizando leveduras modificadas (KIM et al., 2012;
ZHANG et al., 2015). Entretanto poucos trabalhos evidenciam o metabolismo da xilose por
bactérias.

Uma vez que a xilose é transportada para o citoplasma bacteriano e isomerizado a D-
xilulose, a via das pentoses fosfato (PPP) é a principal via bioquimica para o metabolismo da
xilose. O PPP n&o oxidante converte D-ribulose-5-fosfato de D-ribose-5-fosfato, D-xilulose-
5-fosfato, D-sedoheptulose-7-fosfato, D-eritrose-4-fosfato, Dfructose-6-fosfato e D-
gliceraldeo-3-fosfato. O PPP oxidativo converte o D-glucose-6-fosfato em D-ribulose-5-
fosfato, CO2 e NADPH. Assimilacdo de xilose via PPP é chamado de via xilose isomerase
(XI) (Figura 4).

As espécies de Bifidobacterium sdo capazes de utilizar xilose para produzir acetato e
outros produtos fermentativos através da rota da foscoquetolase, na qual a foscoetolase cliva
xilulose-5-fosfato ao gliceraldeido-3-fosfato e acetil-fosfato (HENARD et al., 2015). A via da
fosoquetolase contorna um piruvato a reacao descarboxilase e a PPP oxidativa, que resulta em
eficiéncia de carbono (BOGORAD et al., 2013; LIN et al., 2018). Além da via XI, uma via
sintética foi projetada. Nesta via, a xilose quinase € capaz da fosforilacdo da xilulose na
posicdo 1 para produzir xilulose-1-fosfato (X1P), que é convertido em di-hidroxiacetofosfato
(DHAP) e glicolaldeido por uma aldolase X1P. Subsequentemente, o DHAP entra na via
Embden-Meyerhof (EMP) e o glicoaldeido pode ser ainda metabolizado no ciclo do &cido
tricarboxilico (TCA). Esta via foi designada a via sintética X1P (CAM et al., 2016).
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Figura 4. Metabolismo bacteriano da xilose é assimilada pela via da xilose isomerase
(XI) ou pela via Weimberg (WMB) para o crescimento celular. Além das vias Xl e WMB, a
via Dahms, a via da foscoquetolase ou a via sintética xilulose-1-fosfato (X1P) é utilizada para
0 catabolismo da xilose. Abreviaturas: X5P, fosfato de xilulose-5; GAP, gliceraldeido; PEP,
fosfoenolpiruvato; PIR, piruvato; OAA, oxaloacetato; ACCOA, acetil-CoA; CIT, citrato;
ICIT, isocitrato; DHAP, di-hidroxiacetofosfato; XI, xilose isomerase; XLK, xilulose-5-
quinase; XL1K, xilulose-1-quinase; XPK, fosfoketolase; DAL, aldolase de 2-ceto-3-desoxi-
axilato; X1PA, aldolase de xilulose-1-fosfato; GLX, derivacdo de glioxilato, codificada por
XLDH por xylIB, xilose desidrogenase; XLS codificado por xilC, xylonolactonase; XDY
codificado por xylID, xylonate desidratase; KDY codificado por xilX, 2-ceto-3-desoxi-axilato
desidratase; e KSH codificado por xilA, a-cetoglutarato semialdeido desidrogenase. (KIM,
2018).

2.4 Bioetanol

O cenério energético mundial precisa urgentemente de alternativas para substituir 0s
combustiveis fdsseis, principalmente como resultado dos danos causados por essas fontes de
energia ao meio ambiente (NIGAM; SINGH, 2011). Os combustiveis a base de petrdleo séo
amplamente utilizados em todo o mundo, um cenario que envolve custos elevados e
preocupacdes com o clima (SEARCHINGER et al., 2008; SATHRE, 2014), ja que a queima
de combustiveis como gasolina e diesel contribui para a liberacdo da maioria dos gases
causadores do efeito estufa (SATHRE et al., 2014; HOOK; TANG, 2013). Por estas razdes,
0s biocombustiveis sdo alternativas atraentes para os combustiveis fésseis, sendo o bioetanol
uma fonte de energia promissora, limpa e renovavel. E o biocombustivel mais utilizado em
todo o mundo, tanto na forma pura quanto como aditivo da gasolina (SANCHEZ;
CARDONA, 2008).

Até o inicio do século XIX, a biomassa contribuiu predominantemente como fonte de
energia; hoje em dia, no que diz respeito as acdes globais de fornecimento de energia, apenas
uma pequena parte (REN21, 2006). Entre o total de energia consumida, 18% é de fontes
renovaveis, onde a bioenergia compartilna a maior parte (14%) e contribui com 10% do
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fornecimento global de energia. A biomassa florestal (cerca de 90% da biomassa lenhosa) € a
principal fonte de energia usada principalmente na culinaria, fundicdo de ferro e outros
minérios de metal em todo o mundo (WER, 2016).

A producdo de etanol e biodiesel é outra drea em expansdo, que devera crescer em
2024 para aproximadamente 134,5 e 39 bilhGes de litros (REN21, 2006). No entanto, a figura
5 representa a tendéncia recente da producdo de bioetanol nos principais paises nos ultimos
cinco anos.

O Brasil é o segundo maior produtor de etanol utilizando a cana-de-aglcar como
matéria prima. Enquanto que os EUA, que é o maior produtor de etanol, foi responsavel por
cerca de 56% da producdo mundial de etanol em 2018 a partir do amido de milho
(GERBENS-LEENES et al., 2012). Segundo a Conab (Companhia Nacional de
Abastecimento), a producdo de etanol no Brasil na safra 2018/2019 deve alcancar 33,14
bilhdes de litros, um aumento de 21,7% ou 5,9 bilhdes de litros em relacéo a safra 2017/2018
(CONAB, 2019).
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m2018| 16061 | 7920 1,43 1,05 480 390 400 290 549
m2017| 15936 | 6860 14 860 470 370 210 290 414

2016| 15413 | 6760 | 1377 845 436 322 275 264 490
m2015| 14807 | 7200 | 1387 813 436 334 195 211 391
m2014| 14313 | 676 1445 635 510 310 85 160 865

Figura 5. Producdo mundial de etanol combustivel por pais ou regido (em milhdes de
galdes). Fonte de dados: Renewable Fuels Association.

Os biocombustiveis, como o biodiesel e o bioetanol, sdo basicamente de origem
vegetal derivados da conversdo controlada de biomassa lignocelulésica (CLAASSEN et al.,
1999; GALBE et al., 2007; BHATIA et al., 2012; AULITTO et al., 2019). A vegetacdo e 0
tipo relacionado de biomassa residual com propriedades celuldsicas podem ser usados para
produzir biocombustiveis. Diversos componentes como gramineas, estoques de milho, cana-
de-agUcar, sorgo, entre outros, estdo sendo usados em todo o0 mundo (LIN et al., 2006; KAZI
et al., 2010). A utilizacdo adequada de tais materiais celuldsicos pode oferecer oportunidade
de reduzir a carga de residuos lingocelulésicos produzindo uma fonte de energia limpa
(SADASHIVAM, 2006; GAMAGE et al., 2010).

O bioetanol, um produto ecologicamente correto, emite menos mondxido de carbono
(cerca de 12-15%) e é produzido principalmente a partir de agucares, amido ou celulose
(PRIYA et al., 2010; ZAINAB; FAKHRA ZAINSA, 2014). O biocombustivel de primeira
geragdo comegou com a utilizacdo de cana-de-agucar e milho, os materiais alimentares
altamente exigentes, que comecgaram a afetar a oferta global de alimentos sobre a producdo de
biocombustiveis. Isso atraiu as aten¢des dos pesquisadores para esperar pela segunda geracéo
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de biocombustiveis que inclui biomassa celulésica e residuos orgénicos (BYADGI,
KALBURGI, 2016). A biomassa celulosicos, como residuos agricolas e industriais, sao
geralmente fontes abundantes e econémicas disponiveis em quase todos 0s paises.

O material lignocelulésico, que é um dos componentes mais abundantes na natureza,
representa uma quantidade extremamente grande de recursos renovaveis disponiveis no
planeta, com inumeras aplicagdes, incluindo a producdo de biocombustiveis como o etanol
(KUMAR; SHARMA, 2017).
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4. ARTIGO 1

PRODUCAO DE XILANASES POR Bacillus sp. TC-DT13 UTILIZANDO
FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO E SUBMERSA COM RESIDUOS
AGROINDUSTRIAIS COMO SUBSTRATO

Periodico aceito: Preparative Biochemistry and Biotechnology
RESUMO

Xilanases sdo enzimas industriais e tém sido investigadas por possuirem alto potencial
biotecnolégico em vérias inddstrias, como as industrias de alimento, de papel e farmacéutica.
Entretanto, as producgdes dessas enzimas requerem substratos com alto custo, pois, estima-se
que mais de 30% da producéo é devido ao uso desses substratos. O presente estudo teve como
objetivo otimizar a producdo de xilanases extracelulares pelo Bacillus sp. TC-DT 13
utilizando fermentacdo em estado solido e submerso com residuos agroindustriais como
substrato, visando reduzir o custo dessas enzimas. Os residuos agricolas foram coletados em
feiras locais. A selecdo dos residuos para a producédo de xilanases pelo Bacillus sp TC-DT13
foi realizada em fermentacao submersa a 30°/150 rpm por 72h. O melhor residuo selecionado
foi utilizado na fermentacdo solida (FSS) com as proporc¢des de umidade de (1:1, 1:2, 1:3, 1:4
e 1:5) utilizando agua/solucdo de sais (K2HPO4 e MgSO47H20) a 30°C por 96 h de
incubacgdo. No periodo de incubagdo houveram coletas periddicas de 48, 72, 96, 120, 144, 192
e 240 horas. Apos cada coleta foi realizada a extracdo das xilanases e 0 ensaio enzimatico foi
realizado pelo método de Miller. Todos os residuos agroindustriais foram testados em
fermentacdo submersa para selecionar o melhor indutor para a producdo de xilanase. Dentre
esses residuos, o farelo de trigo foi selecionado como o melhor indutor de producdo de
xilanase com 1500 U/mL. Enquanto que na fermentacdo em estado s6lido, o uso de farelo de
trigo como o Unico substrato de fermentacdo na propor¢do de 1:4 de umidade ao longo de um
periodo de 144 horas induziu uma guantidade excessiva de xilanase atingindo 2943 U/g. O
uso de fontes de carbono e nitrogénio ndo influenciou o aumento da produgdo de enzimas
xilanoliticas. O uso dos residuos agroindustriais na fermentacdo solida, além de aumentar a
producdo de xilanase e reduzir os custos, também é uma alternativa favoravel ao meio
ambiente.

Palavras-chave: xilanase, residuos agroindustriais, processos fermentativos, enzimas
microbianas, farelo de trigo.



16

ABSTRACT
Titulo: Production of xylanases by Bacillus sp. TC-DT13 in solid-state fermentation and
submerged fermentation with agro-industrial residues

Xylanases have gained increasing importance due to their diverse applications in the food,
paper, and pharmaceutical industries; however, the production of these enzymes currently
uses expensive substrates. It has already been estimated that more than 30% of the enzyme
production cost originates from the substrate. The present study aimed to optimize the
production of extracellular xylanases by the Bacillus sp. TC-DT 13 using solid-state
fermentation with agro-industrial residues, with the view to reducing the production cost of
these enzymes. All the agro-industrial residues were tested in submerged fermentation to
select the best inductor to produced xylanase. Among these residues, wheat bran was selected
as the best inducer of xylanase production with 1500 U/mL. While that in the solid-state
fermentation, the use of wheat bran as the only fermentation substrate at a ratio of 1. 4
moisture over a time of 144 hours induced hyper amount of xylanase reaching 2943 U/g. The
use of carbon and nitrogen sources didn’t influence the increase in the production of
xylanolitic enzymes. The use of agro-industrial residues in the solid-state fermentation,
besides increasing the production of xylanase, reduces the costs of production and is an
environmentally friendly alternative.

Keywords: Xylanase; agro-industrial residues; fermentation process; microbial enzyme;
wheat bran.

4.1. Introducao

Nos Ultimos anos tem havido um interesse crescente para utilizacdo mais eficiente dos
residuos agricolas e industriais que sdo geralmente considerados desperdicios, pois estes sao
acumulados no meio ambiente causando poluicdo ambiental e afetando o ecossistema®. Como
também resultam numa perda de materiais potencialmente valiosos, 0s quais podem ser
processados como alimentos, combustiveis e outros produtos quimicos. Os residuos
agroindustriais também possuem grande potencial como fonte de carbono e energia
renovavel. Entretanto, a utilizacdo efetiva destes materiais na producdo de enzimas,
biocombustiveis e outros metabélitos necessitam de mais estudos®.

A hemicelulose e celulose representam mais de 50% do peso seco dos residuos
agroindustriais® * °. A xilana é o maior componente da hemicelulose, e sua hidrélise completa
requer a acao de uma variedade de enzimas hidroliticas, tais como as endo-B-1,4-D-xilanase.
As xilanase podem ser produzidas por uma grande variedade de micro-organismos, como 0s
fungos, bactérias, leveduras®.

Xilanases como as enzimas industriais, tem sido investigadas por possuirem alto
potencial biotecnolégico em vérias inddstrias, como as industrias de alimento, de papel e
farmacéutica. Porém, a producdo de xilanase a partir de fontes microbianas utilizando a xilana
comercialmente como substrato de crescimento tem um custo elevado, uma vez que foi
estimado que mais de 30% do custo de producdo de enzimas industriais é contabilizado pelo
custo do substrato’.

Por isso, 0 uso de substratos com baixo custo como os residuos agroindustriais, tem
sido investigados por possuirem uma alternativa para a reducdo do custo da producdo das
xilanases, como também por oferecerem vantagens ambientais® °.
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Vaérios estudos reportam a producdo de Xxilanases através da fermentacdo submersa
utilizando bactérias, porém ha poucos estudos com a producéo eficaz desta enzima utilizando
bactérias através da fermentacéo sélida® 1% 111213,

A fermentacdo solida € um processo heterogéneo trifasico, compreendendo fases
solidas, liquidas e gasosas, que oferece beneficios potenciais para o cultivo microbiano para
bioprocessos e produtos em desenvolvimento. Nas Gltimas duas decadas, a SSF ganhou
atencdo significativa para o desenvolvimento de bioprocessos industriais, particularmente
devido a menor necessidade de energia associada a altos rendimentos de produtos e menos
producdo de aguas residuais com menor risco de contaminacdo bacteriana. Além disso, é um
sistema favordvel ao meio ambiente, principalmente por utilizar residuos sélidos
agroindustriais como substrato (fonte de carbono)*.

Este bioprocesso é realizado na auséncia, ou quase auséncia, de agua livre; no entanto,
0 substrato deve possuir umidade suficiente para suportar o crescimento e a atividade
metabolica do microrganismo. A matriz solida pode ser a fonte de carbono (e outros
nutrientes), ou pode ser um material inerte para suportar o crescimento dos microrganismos
(com solucéo de crescimento impregnada)™.

O uso da fermentacdo sélida na producdo de enzimas tem vérias vantagens, incluindo a
facilidade de recuperacdo dos produtos formados, a auséncia de formacdo de espuma e
pequenas reacdes, como também permite a utilizacdo de residuos agroindustriais como
substratos®® %'

Portanto, o objetivo desse estudo € produzir xilanases pelo Bacillus sp. TC-DT13,
através da fermentacdo submersa e sélida, e avaliar a utilizacdo dos residuos agroindustriais
como fonte de carbono para a diminuig¢do do custo da producédo desta enzima.

4.2. Material e Métodos

4.2.1. Microrganismo

O Bacillus sp TC-DT13 utilizado neste estudo foi isolado em um trabalho prévio®® e
pertence a colecdo do Laboratério de Microbiologia do Solo da Embrapa Tabuleiros
Costeiros. Este foi mantido em glicerol 50% a -80 °C e reativado em meio MLB composto
por 0,3% de extrato de carne, 0,5% de NaCl, 0,2% de KNO3, 0,1% de K2HPO4, 0,05% de
MgS04.7H20 e xilana 1% como Gnica fonte de carbono®®.

4.2.2. Coleta e Processamento dos residuos agroindustriais

Os residuos agroindustriais foram coletados nos campos experimentais da Embrapa de
Sergipe e de feiras de frutas e verduras locais, e foram processados na Embrapa Tabuleiros
Costeiros através da moagem.

4.2.3. Producéo de xylanase por SmF

Inicialmente foi realizada a fermentagdo submersa com os residuos agricolas,
utilizando o meio MLB composto por 0,3% de extrato de carne, 0,5% de NaCl, 0,2% de
KNO3, 0,1% de K2HPO4 e 0,05% de MgSO4.7H20, substituindo a xilana por um dos
residuos (palha de milho, sabugo de milho, casca da mandioca, bagaco do coco, bagaco de
cana, farelo de trigo). Foi preparado o pré-inéculo utilizando as coldnias do Bacillus sp. TC-
DT13, as quais foram inoculadas em Erlenmeyers de 50 ml contendo 10 ml de meio MLB
com 1,0% do residuo e incubado a 32°C/150 rpm até a observagdo do inicio da turvacdo do
meio, com 0,5 de densidade otica. Apos turvagdo, 200 pL do pré-inoculo foi inoculado em
Erlenmeyers de 50 ml contendo 20 ml de MLB com 1,0% do residuo e incubado a 30°C/150
rpm por 72 horas. Durante o periodo de incubagédo foram realizadas coletas periddicas de 24,
48 e 72 horas. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

4.2.4. Producéo de xylanase por SSF
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Para a producdo de xilanase por fermentacdo em estado sdlido (SSF), Erlenmeyer
contendo 5 g de farelo de trigo com 20 mL de solucdo de sais (0.04 g/L MgSO4(H20); e
0.29/L K,PQO,4) foram autoclavados previamente por 20 minutos a 121°C. Foi realizado o pré-
inéculo com Bacillus sp TC-DT13 em Erlenmeyers de 50 ml contendo 10 ml MLB com 1%
do respectivo residuo, o qual foi incubado a 30°C/150 rpm até a observagdo do inicio da
turvacdo do meio, com 0,5 de densidade Otica. Apos turvacdo, 500 pL do pré-inéculo foi
inoculado em Erlenmeyers de 50 ml contendo 5 g do respectivo residuo umedecido, incubado
a 30 °C em estufa bacteriologica por 240h. Durante o periodo de incubacéo, coletas periddicas
foram realizadas de 48, 72, 96, 120, 144, 192 e 240 horas. Todos os experimentos foram
realizados em triplicata.

4.2.5. Extracéo enzimatica

A extracdo foi realizada pela mistura do substrato fermentado com 50 mL de agua
destilada previamente esterilizada e incubados e agitados a 120 rpm da noite para o dia. A
suspensdo foi centrifugada a 12000 rpm por 15 minutos e o sobrenadante foi designado como
0 extrato bruto, o qual foi utilizado para avaliacdo da atividade enzimatica.

4.2.6. Ensaio enzimatico

A atividade enziméatica foi determinada de acordo o método de Miller®® Nesta
metodologia os acUcares redutores formados durante a incubacdo dos extratos na presenca de
xilana foram dosados. Utilizou-se 10pL do extrato, o qual foi incubado a 90pL de tampé&o
acetato, 100 mM com xilana (pH 6,0), a 50°C por 15 min, apds o periodo de incubacéo, a
reacdo foi parada com adicdo do DNS e aquecida a 100°C por 5 min. A reacdo foi
quantificada colorimetricamente (A 540 nm) utilizando-se placas de 96 pocos, otimizando
assim o tempo do ensaio e diminuindo a quantidade de amostra a ser utilizada. Uma unidade
(U) da atividade da xilanase sera definida como a quantidade de enzimas necesséarias para
liberar 1 pmol de xilose por minuto sob as condi¢des mencionadas acima. Para a curva padréo
foi utilizada a glicose.

4.2.7. Efeito do nivel de umidade

O efeito do nivel de umidade sobre a producdo de xilanase foi avaliado através do
estudo com varias proporgoes (p/v) de farelo de trigo com solucdo de sais e com agua (1:1,
1:2, 1:3, 1:4 e 1:5) 30°C por 96 horas. A atividade xilanolitica foi determinada do método de
DNS, como descrito anteriormente. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

4.2.8. Influéncia da suplementacdo com fonte de carbono e nitrogénio

O efeito de diferentes fontes de carbono e nitrogénio na producdo de xilanase foi
avaliado pela suplementacdo de 1% (p/p) por SSF com farelo de trigo a partir de diferentes
fontes, como glicose, sacarose, maltose, lactose, extrato de levedura, ureia, nitrato de sédio,
sulfato de amoénio e cloreto de amonio. As amostras foram incubadas a 30°C durante 240
horas. Durante o periodo de incubacéo, as amostras foram coletadas periodicamente as 48, 96,
144, 192 e 240 horas. Combinacdo de farelo de trigo com fonte de carbono, fonte de
nitrogénio e ambas as fontes foram testadas. A atividade xilanolitica residual foi determinada
pelo DNS como descrito anteriormente na secdo de ensaio enzimético. Os experimentos
foram realizados em triplicata.

4.2.9. Determinacdo da temperatura otima

A temperatura 6tima para SSF foi avaliada com 20 a 60°C. A atividade xilanolitica foi
determinada do método de DNS, como descrito anteriormente. Todos 0s experimentos foram
realizados em triplicata.

4.2.10. Andlise estatistica
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Os resultados do efeito da suplementacdo com fonte de carbono e nitrogénio obtidos
apos a experimentacdo foram avaliados estatisticamente através da ANOVA e teste de Tukey
a p<0,05 de nivel de confianca através do programa SISVAR?. Todos os experimentos foram
expressos por media + desvio padrdo e calculados utilizando o programa GraphPad Prism 7.0
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA).

4.3. Resultados e discussao

4.3.1. Selecdo de residuo agroindustrial por SmF

Sabe-se que os custos de cultivar micro-organismos que produzem Xilanase séo altos.
Assim, h& uma necessidade de investigar alternativas para substituir tais substratos. Os
residuos agroindustriais sdo substratos de baixo custo e tém sido frequentemente investigados.
Por isso, residuos agroindustriais, como palha de milho, sabugo de milho, casca de mandioca,
bagaco de cana, e farelo de trigo foram utilizados como fonte de carbono e sua capacidade de
induzir xilanases extracelulares por Bacillus sp TC-DT13 foi avaliada (Fig.1).

O residuo agroindustrial que induziu a maior producdo de xilanase foi o farelo de
trigo, a partir do qual foi obtido aproximadamente 1500 U/mL, seguido do bagaco de cana e
palha de milho com cerca de 1000 U/mL e 500 U/ml, respectivamente. Em comparacdo com
outros estudos utilizando o farelo de trigo, os resultados obtidos no presente estudo foram
superiores, produzindo maiores quantidades do que as produzidas por outros autores, que
obtiveram uma atividade xilanolitica méxima de 36,8 U/mL, 28 U/mL e 11,968 U/mL,
respectivamente 2> 224 Além disso, pode-se que observar que no trabalho de Faria et al®®, a
quantidade de xilanase obtida com xilana como substrato foi de 46,6 U/mL, indicando que o
uso de residuos agroindustriais pode induzir o aumento da producéo de xilanase. Por isso, 0
farelo de trigo foi selecionado como melhor indutor de enzimas xilanoliticas e foi utilizado
para producdo desta enzima através de fermentacao solida.

4.3.2. Producao de xilanase por SSF

A xilanase tem sido utilizada em muitas aplicacGes industriais, como o bio-
branqueamento de polpa de celulose, a clarificacdo de sucos e vinhos, a bioconversdo de
residuos agricolas, processamento téxtil, entre outros. Além disso, com o objetivo de produzir
uma boa relacdo custo-beneficio, muitas industrias em todo o mundo se interessaram em
encontrar fontes de carbono como alternativas baratas e ambientalmente favoréveis. Portanto,
é necessario desenvolver um processo de producdo de baixo custo. Uma alternativa sdo 0s
residuos agroindustriais que, além de reduzirem os custos de producdo, também reduzem a
poluicdo dos residuos organicos depositados no meio ambiente. Além de um substrato barato,
um método de fermentacdo ideal também & necessario para reduzir o custo de producdo da
enzima. A fermentacdo em estado sélido (SSF) é realizada sem a presenca de agua em
movimento livre, mas contém um substrato s6lido umedecido com agua dissolvida como uma
fase continua para o crescimento de micro-organismos. Atualmente, a SSF € um método
altamente preferido para a producdo de enzimas industriais, especialmente a xilanase*.

Trabalhos extensivos foram realizados utilizando fungos no sistema de SSF para a
producdo de xilanase utilizando residuos agroindustriais lignocelulésicos 2 %" 28 2 30 Nqg
entanto, existem poucos relatos sobre a producéo de xilanase a partir de bactérias em SSF.

Um alto nivel de atividade de xilanase foi produzido por Bacillus sp. TCDT-13
crescido utilizando farelo de trigo como um suporte sélido em SSF. O curso de tempo de
producdo de enzima foi seguido por 240 horas, com a quantidade méxima de 2943,5 U/g
sendo observada em 144 horas (Fig. 2). A incubacdo posterior a esse tempo ndo melhorou o
nivel de producdo da enzima. Das e Ray* relataram producdo de aproximadamente 253,98
U/gds por Aspergillus sp. S6, enquanto El-Shishtawy et al.’ relataram uma producdo maxima
de 150 U/g com Bacillus megatherium, ambos usando farelo de trigo como fonte na SSF. Em
comparacdo com esses estudos, Bacillus sp. O TCDT-13 induziu a maior producdo de
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xilanase, mesmo ap6s 0 menor periodo de incubagdo (48 horas), com aproximadamente 1000
U/g. Assim, o uso de residuos agroindustriais além de reduzir os custos de producao, também
induz um aumento na producgdo de enzimas xilanoliticas.

4.3.3. Efeito do nivel de umidade

Uma relacdo entre os niveis de umidade e atividade enzimatica em substratos solidos
tem sido relatada na literatura. O papel dos niveis de umidade no meio na SSF e seu efeito
sobre o crescimento microbiano e a biossintese de xilanase tém sido atribuidos ao impacto da
umidade sobre as propriedades fisicas do substrato solido. Além disso, a 4gua estd envolvida
na reproducao de microrganismos, bem como em seus processos metabdlicos vitais, exigindo
um teor de umidade de aproximadamente 70 a 80% . Portanto, a otimizac&o do teor de
umidade do substrato em SSF desempenha um papel importante na determinacdo do sucesso
do processo para atingir o rendimento maximo do produto desejado.

O efeito de diferentes teores iniciais de umidade no desempenho da SSF foi
investigado para avaliar a influéncia da solucéo de sais e da agua para elucidar o melhor teor
de umidade (Fig. 3). Entre as proporcGes de umidade utilizadas, observou-se que a maior
producdo de xilanases ocorreu na proporcao de 1:4, quando o meio foi umedecido com &gua
(1359 U/g) e com solucdo de sais (1741 U/g). Outros estudos mostraram que a producédo
maxima de enzimas xilanoliticas € de 700 U/g e 261,12 U/g na proporc¢do de 1:1 e 1:0,80,
respectivamente %, Assim, os melhores rendimentos com o teor de umidade ajustado foram
obtidos no presente estudo, uma vez que estudos anteriores produziram menos de 60% e 85%
da quantidade méaxima de xilanase.

4.3.4. Determinacdo da temperatura 6tima

O SSF é um processo que envolve varios fatores importantes e criticos que podem
influenciar o desenvolvimento do processo, bem como o custo. Dentre esses fatores, a selecéo
do microrganismo e do substrato, além dos parametros fisicos, quimicos e bioldgicos, séo de
extrema importancia para esse processo'***®*. Quanto & fisiologia do microrganismo e aos
fatores fisico-quimicos, a temperatura afeta diretamente o crescimento do micro-organismo e,
consequentemente, influencia a atividade dos produtos obtidos através da SSF. Portanto, a
avaliacdo da temperatura ideal de fermentacdo € um passo crucial para melhorar as condicfes
do processo de fermentacéo.

Para avaliacdo deste parametro, o SSF para producdo de xilanase foi realizado em
diferentes temperaturas (faixa de 20 a 60°C), sendo a maxima atividade de xilanase (2475
U/g) observada a 30°C (Fig. 4). Entretanto, mesmo a uma temperatura mais alta (40°C), uma
producdo relativamente alta de enzimas xilanoliticas (1535 U/g) foi realizada. Portanto, a
temperatura 6tima selecionada foi de 30°C.

4.3.5. Suplementacdo com fonte de carbono e nitrogénio

O crescimento de micro-organismos € dificultado pela biodisponibilidade de
nutrientes, que por sua vez afeta a producdo de enzimas. A producdo de xilanase com adi¢éo
de 1% (p/p) de maltose, amido, glicose, sacarose e lactose foi avaliada. A Tabela 1 mostra que
dentre as fontes de carbono utilizadas para suplementagéo, a maltose foi a que mais induziu a
producdo, mas ndo influenciou no aumento da producgéo de xilanase. Portanto, com a maltose,
a producdo de enzimas xilanoliticas por Bacillus sp. O TCDT-13 na fermentacdo em estado
solido foi estatisticamente igual a producdo com apenas farelo de trigo. Enquanto outras
fontes de carbono como a lactose e a sacarose diminuiram a producdo de xilanase
possivelmente devido a repressdo catabdlica. Resultados semelhantes relataram para
Virupakshi et al *® com a producéo de xilanase por Bacillus sp. JB-99 em fermentagdo em
estado sélido que foi reprimida para lactose e sacarose como fontes de carbono.

Da mesma forma, diferentes fontes de nitrogénio a 1,0% (p / p) foram adicionadas ao
substrato para estudar seu efeito na producdo de xilanase. Entre todas as fontes de nitrogénio
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testadas, a ureia foi a melhor para Bacillus sp. TCDT-13 em relagdo a sintese de xilanase em
SSF, como mostrado na Tabela 2.

A partir dos resultados acima, o SSF foi realizado com a combinagéo de farelo de trigo
com diferentes substratos, como mostrado na Fig. 5. A producdo de xilanase aumentou até
144 horas, depois decaiu. Os resultados indicaram que a combinagdo de WB + M + U (farelo
de trigo com maltose e ureia) produzida (2811,36 U/g) ndo foi melhor que somente WB (2943
U/g). Portanto, pode-se afirmar que a producédo de xilanase por Bacillus sp. O TC-DT 13 com
apenas farelo de trigo é suficiente para producéo em grande escala.

4.4. Conclustes

O Bacillus sp. O TCDT-13 teve o potencial de utilizar residuos agroindustriais como o
farelo de trigo, como fonte de carbono para produzir grandes quantidades de xilanase em
ambos os processos fermentativos (SmF e SSF). No processo de SSF, aléem de aumentar a
producdo das enzimas xilanoliticas, o custo do processo de fermentacao foi reduzido porque o
farelo de trigo forneceu nutrientes suficientes, sem necessidade de suplementos adicionais.
Portanto, Bacillus sp. O TCDT-13 pode ser de consideravel interesse comercial. Assim, pode-
se concluir que as xilanases produzidas por Bacillus sp. TCDT-13, via fermentagdo em estado
solido, apresentam grande potencial para producdo em larga escala.
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Tabela 1. Efeito da suplementacdo de fonte de carbono na produgéo de xilanase pelo Bacillus
sp. TC-DT13 por fermentacao solida.

Fonte de Carbono Atividade xilanolitica (U/g)
Lactose 71752 +13.2°

Sacarose 965.90 + 50.8°

Glicose 1503.48+ 13.8™

Amido 1918.95+ 19.8°

Maltose 2228.45+ 39,9

Controle 2943.5 + 472

Os valores apresentados foram com as medias das triplicatas e as letras diferentes diferem
significativamente com 0,05% de significancia (teste de Tukey).
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Tabela 2. Efeito da suplementacdo de fonte de nitrogénio na producdo de xilanase pelo
Bacillus sp. TC-DT13 por fermentacao solida.

Fonte de Carbono Atividade xilanolitica (U/g)
Nitrato de sddio 3.52 +1.62°

Sulfato de amonia 292.8 +1.71°

Cloreto de ammonia 1673.7+ 24.1°

Extrato de levedura 1775.5+ 25.4°

Ureia 2049.2+ 43.9°

Controle 29435+ 47°

Os valores apresentados foram com as medias das triplicatas e as letras diferentes diferem
significativamente com 0,05% de significancia (teste de Tukey).
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Figura 1. Atividade xilanolitica de extratos brutos proteicos de Bacillus sp TC-DT13
utilizando diferentes substratos como residuos agricolas (SB, bagaco de cana; WB, farelo de
trigo; CC, sabugo de milho; CH, casca de milho; CB, bagago de coco; CSH, casca de
mandioca) como fonte de carbono. A fermentacdo submersa foi realizada a 32°C, 150 rpm
durante 72 horas. Os experimentos foram realizados em triplicata.
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Figura 2. Producdo de xilanase por fermentacédo solida (SSF) pelo Bacillus sp. TD-TD13 a 30
°C. Os experimentos foram realizados em triplicata.
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Figura 4. Producdo de xilanase pelo Bacillus sp. TC-DT13 ao longo do tempo, a 30°C por 240
horas. WB (farelo de trigo), WB+M (farelo de trigo + maltose), WB+U (farelo de trigo +
ureia) e WB+M+U (farelo de trigo + maltose + ureia). Os experimentos foram realizados em
triplicata.
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5. ARTIGO 2
UTILIZACAO DE LINHAGENS DE Bacillus spp. E Paenibacillus sp.
FERMENTADORES DE XILOSE PARA PRODUCAO DE ETANOL

Periodico submetido: Letter in Applied Microbiology
RESUMO

Entre as novas perspectivas para a producdo de bioetanol estd o uso de microrganismos. Os
microrganismos sao capazes de secretar substancias ricas em enzimas e realizar a quebra de
diversas moléculas organicas liberando acutcares, 0s quais s@o utilizados em suas necessidades
metabolicas e como produto do metabolismo obtém-se o bioetanol. Os géneros Bacillus sp. e
Paenibacillus sp. apresentam diversas aplicabilidades na biotecnologia. A xilose é um
mondmero de agucar fermentavel obtido pela hidrélise de polissacarideos como hemicelulose
e a celulose. O objetivo deste trabalho foi utilizar linhagens de Bacillus spp. e Paenibacillus
sp. fermentadores de xilose para producdo de etanol. Para a selecdo dos microrganismos
fermentadores de xilose foram utilizadas 17 linhagens de Bacillus spp. e 1 linhagem de
Paenibacillus sp. e as concentracdes de xilose de (2, 3, 4 e 5%), o parametro avaliado foi
crescimento celular. A producdo em etanol foi avaliada utilizando 5 linhagens de Bacillus spp.
e 1 de Paenibacillus sp., na concentracdo de xilose de 2%, cultivadas sob as condigdes de
aerobiose e anaerobiose no periodo de 36 horas. Foram avaliados o crescimento celular, xilose
residual (g L™) e quantidade de etanol produzida (g L™). Das linhagens testadas, 14 foram
capazes de fermentar a Xilose. Dessas, 5 linhagens TC-DT8, TC-DT64, TC-DT81, TC-DT139
e TC-DT13 foram selecionadas por obterem maior crescimento celular em 2% de xilose. Na
fermentacdo em anaerobiose, o Bacillus sp. TC-DT13 e Paenibacillus sp. TC-DT8 foram as
linhagens que mais promoveram a producéo de etanol em 36 horas com 7,06 e 4,33 g L™,
respectivamente. Enquanto que na fermentacdo em aerobiose a producdo de etanol entre as
linhagens variaram de 1,59 g L™ até 2,6 g L™. Portanto, pode-se concluir que algumas das
linhagens bacterianas testadas foram capazes de se desenvolverem em meio contendo Xilose.
Além disso, o Bacillus sp. TC-DT13 e Paenibacillus sp. TC-DT8 produziram etanol tanto em
anaerobiose quanto em aerobiose.

Palavras-chave: bioetanol, metabolismo bacteriano, fermentacéo alcodlica, bactéria do solo.
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ABSTRACT
Titulo: Application of Bacillus spp and Paenibacillus sp. for ethanol production through
D-xylose fermentation

Among the new perspectives for bioethanol production is the use of micro-organisms.
Microorganisms are capable of secreting enzyme-rich substances and breaking down various
organic molecules releasing sugars, which are used for their metabolic needs and as a product
of metabolism bioethanol is obtained. The genera Bacillus sp. and Paenibacillus sp. have
several applications in biotechnology. Xylose is a fermentable sugar monomer obtained by
hydrolysis of polysaccharides such as hemicellulose and cellulose. The objective of this work
was to use Bacillus spp. and Paenibacillus sp. xylose fermenters for ethanol production. For
selection of xylose fermenting microorganisms, 17 strains of Bacillus spp. and 1 strain of
Paenibacillus sp. and xylose concentrations of (2, 3, 4 and 5%), the evaluated parameter was
cell growth. Ethanol production was evaluated using 5 strains of Bacillus spp. and 1 of
Paenibacillus sp., at 2% xylose concentration, cultivated under aerobic and anaerobic
conditions within 36 hours. Cell growth, residual xylose (g L™) and amount of ethanol
produced (g L-1) were evaluated. Of the strains tested, 14 were able to ferment xylose. Of
these, 5 TC-DT8, TC-DT64, TC-DT81 and TC-DT139 and TC-DT13 strains were selected
for their highest cell growth in 2% xylose. In anaerobic fermentation, Bacillus sp. TC-DT13
and Paenibacillus sp. TC-DT8 were the strains that most promoted ethanol production in 36
hours with 7.06 and 4.33 g L™, respectively. While in aerobic fermentation ethanol production
between strains ranged from 1.59 g L-1 to 2.6 g L™. Therefore, it can be concluded that some
of these bacterial strains tested were able to grow in medium containing xylose. In addition,
Bacillus sp. TC-DT13 and Paenibacillus sp. TC-DT8 produced ethanol in both anaerobic and
aerobic conditions.

Keywords: bioethanol, bacterial metabolism, alcoholic fermentation, soil bacteria.

5.1. Introdugéo

O crescimento da populacéo e os processos de industrializacdo induziram o aumento
da demanda energética, assim como levou ao esgotamento dos combustiveis fésseis causando
problemas ambientais. Com isso, houve um grande aumento acerca do interesse por energias
renovaveis e alternativas. Neste contexto, o etanol que é produzido em muitos paises,
possibilita um menor impacto econémico com relagdo aos combustiveis fosseis além de ser
uma alternativa favoravel ao meio ambiente (Nielsen & Keasling, 2016; Nikolic et al., 2010).
Este biocombustivel de fonte renovavel pode ser obtido através de aglcar, amido ou material
lignocelulésico (Tu & Hallet, 2019).

O Brasil é o segundo maior produtor de etanol utilizando a cana-de-agucar como
matéria prima. Enquanto que os EUA, que é o maior produtor de etanol, foi responsavel por
cerca de 56% da producdo mundial de etanol em 2018 a partir do amido de milho (Gerbens-
Leeneset et et al., 2012; Mekonnen et al., 2018). Segundo a Conab (Companhia Nacional de
Abastecimento), a producdo de etanol no Brasil na safra 2018/2019 deve alcancar 33,14
bilhdes de litros, um aumento de 21,7% ou 5,9 bilhGes de litros em relagdo a safra 2017/2018
(Conab, 2019). Alem do etanol de primeira geracdo, a cana-de-aclcar e outros materiais
lignoceluloésicos também podem ser aplicados para producédo de etanol de segunda geragéo de
forma eficiente (Chandel et al., 2018).

A lignocelulose estd presente na parede celular das plantas e contém como
componentes principais: a celulose (35%-50%), a hemicelulose (20%-35%), e a lignina
(10%-25%) (Wang et al., 2018). As fibras celuldsicas sdo organizadas em uma estrutura
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cristalina altamente ordenada e constitui o principal componente da parede celular (30 e 50%
da matéria seca total). Enquanto que a hemicelulose consiste em pentoses (D-xilose e L-
arabinose), uma proporc¢do menor de hexoses (D-manose, D-glicose e D-galactose) e acidos
de acucar que sdo formados em um altamente ramificado, estrutura amorfa e mais facilmente
hidrolisavel. J& a lignina é um heteropolimero sintetizado a partir de percursores de
fenilpropanoides (Champreda et al., 2019).

O acglcar pentose D-xilose é o segundo monossacarideo mais abundante na natureza,
responsavel por aproximadamente 35% do total de acUcar na biomassa lignoceluldsica
(Haldar et al., 2016). Com isso, a xilose deve ser fermentada com maior eficicia para
melhorar sua conversdo em etanol ou outros produtos bioquimicos (Sanchez-Nogué &
Karhumaa, 2015).

Comparada a glicose, em termos de via metabdlica e via fermentativa, o metabolismo
da xilose em etanol necessita de mais estudos. Além disso, poucos sdo 0s microrganismos
capazes de metabolizar essa pentose, pois, mesmos 0s fungos que possuem alta taxa de
sacarificacdo, sdo incapazes de converter agicar em etanol com eficiéncia (Ho et al., 2012).

D-Xilose e L-arabinose podem ser metabolizadas por microrganismos através da via
das pentoses fosfato (PPP). Para estes agUcares, existem vias bacterianas e fungicas que
convergem no intermediario quimico D-xilulose-5-P. (Madhavan et al., 2012). Uma vez que a
xilose é transportada para o citoplasma bacteriano e isomerizado a D-xilulose, a via das
pentoses fosfato (PPP) € a principal via bioquimica para o metabolismo da xilose. A xilose
isomerase (XI; E.C. 5.3.1.5) converte a xilose em xilulose que posteriormente é convertida em
xilulose-5-fosfato através da via das pentoses (PPP) que em seguida € convertida em D-
frutose-6-fosfato seguido da via glicolitica e convertida em etanol (Jackson & Nicolson, 2002;
Kim & Whoo, 2018; Vieira et al., 2019).

Extensivos trabalhos utilizando fungos e leveduras com o objetivo de produzir etanol a
partir da fermentacdo da xilose sdo encontrados (Ko et al., 2016; Caballero & Ramos, 2017;
Huang et al., 2019). Entretanto, poucos sdo os trabalhos utilizando bactérias para producéo
desse biocombustivel (Vieira, 2019).

Por isso, 0 objetivo desse trabalho foi utilizar bactérias que foram isolados do solo com
potencial de produzir etanol, a partir da capacidade de fermentar a xilose.

5.2. Material e Métodos

5.2.1. Microrganismos

As linhagens de Bacillus spp e Paenibacillus sp (Tabela 1) utilizados neste estudo
foram isolados em um trabalho prévio (Rodrigues et al., 2019) e pertencem a cole¢do do
Laboratdrio de Microbiologia do Solo da Embrapa Tabuleiros Costeiros. Este foi mantido em
glicerol 50% a -80 °C e reativado em meio LB composto por 1% de triptona, 0,5% de extrato
de levedura e 0,5% de cloreto de sodio.

O accesso a opatrimonio genético foi registrado no “Sistema Nacional de Gestdo do
Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado” (SisGen), ntmero
AFFAFLE.

5.2.2. Preparo do pré-inéculo

O pre-indculo utilizado para os ensaios fermentativos foi preparado com a adigdo de
100uL da suspensédo dos microrganismos (conservadas em glicerol) em 10 mL de meio LB e
a incubados (30°C/100 rpm) em incubador agitador overnight.

5.2.3 Selegdo de micro-organismos fermentadores de xilose

Para o teste, 20 pL do pré-indculo e adicionados em 180 pL de meio YEPX contendo
concentracdes de 2, 3, 4 e 5% de xilose em icroplacas de 96 pocos a 30°C por 36 horas. A
selecdo das bactérias foi realizada através da analise da concentracdo celular determinada pela
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absorbancia em espectrofotdmetro (Densidade Optica 600 nm) a partir de uma curva de
calibracéo.

5.2.4 Fermentacdo em meio sintético de xilose 2%

O processo fermentativo foi realizado sob duas condigdes na presenca e na auséncia de
agitacdo. Foi realizada a adi¢do 200uL do pré-inéculo em 20 mL de meio YEPX contendo a
xilose 2%. Os microrganismos foram incubados & 30°C por 36 horas. Ap6s o periodo de
fermentacdo as amostras foram centrifugadas (5.000 rpm/30 min), e os sobrenadantes foram
armazenados a -20°C. O mesmo ensaio fermentativo foi realizado com a agitacéo (100 rpm).

5.2.5 Quantificagao de xilose residual

O consumo de xilose foi mensurado pelo método DNS (Miller, 1959). Utilizando-se
100 pL da amostra e 100 pL solucdo de DNS nos eppendorfs, os quais foram incubadas
durante 5 minutos a 100°C. Apds este processo as amostras foram resfriadas em banho de
gelo e em seguida a reacdo foi quantificada colorimetricamente (A 540nm) utilizando placa de
96 pocos. Para curva padrdo curva padrdo foi utilizada a glicose. Os resultados foram
expressos em porcentagem (%).

5.2.6 Quantificacédo de etanol

A quantificacdo de alcool em porcentagem de alcool em volume a 20°C foi
determinada pelo método indireto pela determinagdo da densidade por picnometria de acordo
com o método 0217/1V descrito por IAL (2008). O volume de 10 mL de amostra foi destilado
em evaporador rotativo a 60 °C e 50 rpm. A solucdo hidroalcodlica obtida foi resfriada a 20
°C, transferida para um picnémetro, previamente calibrado, e pesada em balanca analitica. A
densidade relativa da solucéo hidroalcodlica foi obtida pela seguinte equacéo:

TemTme - densidade relativa 20 °C/20 °C
mH20—-mp

m ,m = Massa do picndmetro com a amostra
m , = massa do picndmetro vazio
M p20 = Massa do picnémetro com a agua .

O teor de etanol (% v/v) foi obtido por meio da tabela de conversdo da densidade
relativa a 20°C/20°C determinada no destilado alcoélico da amostra.

5.2.7 Métodos analiticos
5.2.8.1 Fator de conversdo substrato a célula (g g™*) foi calculado pela Equagcéo 1.

__Xf—-Xo

X/S = sy ®
Onde,

Xf — concentracéo celular final (g L™)

X0 — concentracdo celular inicial (g L™)

St — concentracdo de substrato total (g L™)

Sf — concentracao de substrato final (g L™)

Y x/s — fator de converséo substrato a célula (g g*)



5.2.8.2 Produtividade em célula (g L. “h™) foi calculado pela Equagc&o 2.

P xr—xo0 @
X=5t=sf

Onde,

Xf — concentragéo celular final (g L™)
X0 — concentracdo celular inicial (g L™)
tf — tempo total de fermentacédo (horas)
Px — produtividade em célula (g L.h™)

5.2.8.3 Velocidade média de consumo do substrato g/L™.h™. calculado pela Equacéo 3.

A velocidade média do consumo de substrato foi calculada através da Equacao 3.

Ps— St—-Sf (3)
==

Onde,

Sf — concentraco substrato final (g L™)

St — concentracdo substrato total (g L™)

tf — tempo total de fermentacédo (horas)

Ps — velocidade média consumo de substrato (g L™*.h™)

5.2.8.4 Fator de conversao substrato a etanol (g/g) foi determinado pela Equacao 4.

YE}S_EJF_EG (4)
- St—Sf

Onde,

Ef — concentragdo produto final (g L™)

EO — concentragéo produto inicial (g L™)

St — concentracdo de substrato total (g L™)

Sf — concentracéo de substrato final (g L™)

Y e/s — fator de conversao substrato a produto (g/g)

5.2.8.5 Produtividade em etanol (g L.h) foi determinada pela Equacéo 5.

P Ef-Eo (5
E==1

Onde,

Ef — concentracdo produto final (g L™)
EO — concentracéo produto inicial (g L™)
tf — tempo total de fermentacéo (horas)
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Pe — produtividade em etanol (g L™.h-1)

5.2.8 Anélise estatistica

Os experimentos foram realizados em triplica, expressos por media + desvio padro.
Os dados foram avaliados estatisticamente através da ANOVA e teste de Tukey a p<0,05 de
nivel de confianca utilizando o programa GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, Inc., San
Diego, CA).

5.3. Resultados e Discussao

5.3.1. Selecdo das bactérias fermentadoras de xilose em diferentes concentragdes

A partir do primeiro ensaio realizado em meio YEPX, com diferentes concentracfes
de xilose, foram realizadas as anélises de crescimento celular (DO 600nm) para verificagdo do
perfil de crescimento de cada linhagem.

Dentre as 18 linhagens de bactérias testadas, previamente isoladas do solo (Tabela 1),
somente as linhagens TC-DT12, TC-DT26, TC-DT110 e TC-DT116 ndo foram capazes de
crescer em meio contendo xilose como Unica fonte de carbono, ap6s 36 horas. Por outro lado,
neste mesmo periodo, as outras 14 linhagens foram capazes de crescer em xilose (Figura 1).

Com relacdo as concentracdes de pentose testadas (2, 3, 4 e 5%), observou-se que as
concentracdes de 2 e 3% de xilose foram as que promoveram maior crescimento celular no
periodo de 36 horas. Quando as concentracdes mais elevadas foram testadas, em 4 e 5%,
verificou-se a inibicdo desses microrganismos obtendo-se consideravelmente menor
crescimento celular. Em estudos anteriores se evidenciou que a concentracao inicial de xilose
desempenha um papel importante na adaptacdo de microrganismos (El Asli & Qatibi Al,
2009). Através dos resultados obtidos observou-se que 0 aumento da concentracdo de xilose
resultou em maior acumulo de biomassa, diminuicdo do consumo de xilose, afetando
diretamente a producdo de etanol, corroborando com os resultados utilizando linhagens de
Escherichia coli (Romero-Garcia et al., 2016).

As linhagens que apresentaram maior capacidade de crescimento em meios contendo 4
e 5% de xilose, no periodo de 36 horas, foram: TC-DT8 (0,210), TC-DT 13 (0,192), TC-
DT64 (0,513), TC-DT81 (0,400) e TC-DT139 (0,408).

O meio contendo 2% de xilose proporcionou crescimento maior e mais acelerado. Isto
porque, nesta condicdo (2% de xilose), as linhagens TC-DT8 (0,480), TC-DT64 (0,600), TC-
DT81 (0,400) e TC-DT139 (0,400) obtiveram maior pico de crescimento celular ja no periodo
de 12 horas de incubacdo. Somente a linhagem TC-DT13 (0,746) obteve maior pico de
crescimento no periodo de 24 horas (Figura 1).

Tanto o meio contendo 2% da xilose, quanto as linhagens TC-DT8, TC-DT13, TC-
DT64, TC-DT81 e TC-DT139 que mais se destacaram em relacdo ao crescimento (maior
capacidade metabdlica de utilizar xilose como fonte de carboidrato e direcionar para o
crescimento), foram selecionados para 0s experimentos subsequentes, ou seja: para a
avaliacdo da fermentacdo de xilose e bioconversdo em etanol, sob condi¢cdes anaerobicas e
aerobicas.

5.3.2 Fermentacéo de xilose para producéo de etanol sem agitacéo

5.3.2.1 Crescimento celular, xilose residual e producéo de etanol

A partir dos resultados obtidos na etapa anterior, avaliacdo do crescimento em
diferentes concentracdes de xilose (item 5.3.1), 5 linhagens TC-DT8, TC-DT13, TC-DT64,
TC-DT81 e TC-DT139 foram selecionadas, de acordo com o maior crescimento, para a
realizacdo das fermentagOes sem agitacao.

Referente ao crescimento celular, no intervalo de 36 horas de fermentacéo, observou-
se um padrdo de comportamento para a maioria das linhagens, isto porque o crescimento
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celular obtido foi estatisticamente igual para todas as linhagens com exce¢do do Bacillus sp
TC-DT81 (0,303), que apresentou 0 menor crescimento neste periodo (Tabela 2).

A avaliacdo do perfil de crescimento obtido pelos intervalos de 0, 6, 12, 24, 30 e 36
horas também revelou um padrdo de crescimento para a maioria das linhagens (TC-DT8, TC-
DT13, TC-DT64, TC-DT81, TC-DT139), com excecdo do Bacillus sp. TC-DT13, sendo que,
esta linhagem apresentou os menores valores: DO 0,165; 0,252; 0,344; 0,462; 0,388 nos
intervalos 0, 6, 12, 24 e 36 horas, respectivamente (Figura 2).

Com relacdo a producéo de etanol, dentre as linhagens selecionadas, apenas o Bacillus
sp. TC-DT64 néo apresentou capacidade de converter xilose em etanol. Por outro lado, as
linhagens que apresentaram essa capacidade produziram uma variacéo de 1,05 até 7,06 g L,
no periodo de 36 horas de incubacéao (Figura 3).

Bacillus sp. TC-DT13 e Paenibacillus sp. TC-DT8 obtiveram maior producdo de
etanol com 7,06 e 4,33 g L™ (36 horas), respectivamente, em relacdo a todas linhagens
testadas (Figura 3). Quanto ao rendimento de conversdo de substrato em produto (Yes),
Bacillus sp. TC-DT13 e Paenibacillus sp. TC-DT8 apresentaram 0,49 e 0,28 g g™ e
produtividade de 0,19 g L.h e 0,13 g L.h, respectivamente. Além disso, para ambas as
linhagens, Bacillus sp. TC-DT13 e Paenibacillus sp. TC-DT8, verificou-se rendimento
elevado em etanol, de 95,9% e 55,8%; bem como menor taxa de conversdo de substrato em
células (Yys) - corroborando que o agucar foi direcionado preferencialmente para formacéo de
etanol (Tabela 3).

O trabalho de Nguyen et al. (2019), no qual empregou-se uma linhagem de
Scheffersonmyces stipitis para fermentacéo de xilose, verificou-se uma producéo de 4,8 g L™
de etanol. Tal trabalho revelou um resultado semelhante ao que foi aqui obtido pela linhagem
Paenibacillus sp. TD-DT8 (4,33 g L™). Entretanto, na literatura ndo foram encontrados
trabalhos utilizando Paenibacillus sp. para producdo de etanol a partir de xilose como fonte de
carbono. Sendo assim, esse trabalho torna-se pioneiro no emprego de Paenibacillus sp para a
fermentacdo de xilose e bioconversdo em etanol. Além disso, no trabalho de Soares et al.
(2019), foi obtido o valor maximo de producdo de etanol de 0,02 g L™, a partir de linhagens
bacterianas isoladas do solo (Dysgonomonas sp., Coprococcus sp., Sporomusa sp.,
Bacteroides sp., Sedimentibacter sp., Pseudomonas sp., Ruminococcus sp., Clostridium sp.),
utilizando um meio contendo 2,0 g L™ de extrato de levedurae 3,0 g L™ bagaco de cana.

A maioria dos trabalhos encontrados na literatura, envolvendo a fermentacdo de
xilose, emprega-se leveduras para tal procedimento. Como por exemplo, no estudo de Varize
et al. (2018), onde duas linhagens de uma nova espécie de levedura (Spathaspora
piracicabensis), isoladas de madeira podre, produziram etanol com quantidades entre 3,37 e
3,48 g L™ a partir de 2% de xilose (YEPX) sob agitacdo com 150 rpm/28 °C. Tais dados
demontraram que as linhagens bacterianas aqui testadas foram mais eficientes no acimulo de
etanol a partir de 20 g L™ de xilose.

O metabolismo da xilose em leveduras ocorre por meio da agdo de duas enzimas, que
sdo a xilose redutase (XR) e xilitol desidrogenase (XDH). Em algumas leveduras, a enzima
xilose redutase (XR) utiliza apenas a coenzima NADPH, para liberar NADP*. Enquanto que
em outras leveduras, a enzima XR necessita de ambas as coenzimas (NADPH e NADH),
liberando NADP* e NAD", nessa ordem. Em seguida, a enzima xilitol desidrogenase (XDH)
que é dependente da coenzima NAD", causa desbalango de coenzimas, limitando o processo
de fermentacdo de Xxilose para producdo de etanol, pois essa especifica dependéncia pode
ocasionar um actmulo de xilitol (Van Dijken et al., 1986).

Em condigdes de anaerobiose, as coenzimas utilizadas pelas principais enzimas
envolvidas, xilose redutase (XR) e xilitol desidrogenase (XDH), ha um desbalango ainda
maior de coenzimas, pois a coenzima NADP* pode ser reduzida via frutose-6-fosfato, e a
coenzima NADH néo pode ser oxidada na auséncia de oxigénio. Portanto ocorre acimulo de
xilitol e, consequentemente, reducdo da producdo de etanol (Jeffries, 2006). Por isso, o
controle de oxigenagdo é um dos fatores fisiologicos de suma importancia na fermentacéo de
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xilose. Além disso, a aeracdo determina a divisdo do fluxo de carbono da xilose entre
crescimento celular e bioconversdo (Du Preez, 1994; Furlan et al., 1994).

Ja na fermentacdo de xilose empregando bactérias, a enzima xilose isomerase (XI) é
capaz de transformar a xilose diretamente em Xxilulose, tornando-se possivel outra via
metabdlica. Esta via ndo produz xilitol, o que acarreta em maior acimulo de etanol. No
entanto, ainda nao foi descrita essa capacidade natural em leveduras. Desse modo, a aplicacao
de bactérias para producédo de etanol a partir de xilose € um processo vantajoso.

No que concerne a quantificacdo de xilose ao final da fermentacdo (36 horas), as
linhagens que obtiveram maior producdo de etanol, Bacillus sp. TC-DT13 (7,06) e o
Paenibacillus sp. TD-DT8 (4,33), apresentaram 3,7 g L™ e 4,2 g L™ de xilose residual (Figura
4).

5.3.3 Fermentacao de xilose para producéo de etanol com agitacéo

5.3.3.1 Crescimento celular, xilose residual e producéo de etanol

Assim como no ensaio fermentativo em condicGes anaerdbicas, foi possivel constatar
gue sob agitacdo todas as linhagens selecionadas também obtiveram um perfil de crescimento
semelhante, nos diferentes intervalos avaliados de 0, 6, 12, 24, 30 e 36 horas. As linhagens
apresentaram uma variacdo de crescimento entre 0,453 e 0,550 ao final da fermentacdo (36
horas), conduzida em 100 rpm. Ao final da fermentacdo (36 horas) ndo houve diferenca
estatistica para o crescimento entre as linhagens (Tabela 4).

Em condicdo de agitacdo (100 rpm) a densidade Otica obtida (DO 600nm) foi maior
em relacdo ao ensaio fermentativo realizado sem agitagdo (item 5.3.2.), obtendo-se em média
DO 0,600 para todas as linhagens avaliadas (previamente selecionadas - item 5.3.1.) (Figura
5).

Sabe-se que em processos fermentativos aerébicos (com agitacdo), condigcdes de
agitacdo e aeracdo influenciam diretamente no crescimento de microrganismos, pois, essas
condicdes fazem com que haja dispersdo tanto de bolhas como de ar. A consequéncia dessa
dispersdo se da pelo suprimento de oxigénio, manutencdo das células e também pelo aumento
da transferéncia de calor e de massa (Wang et al., 1979; Lee, 1990). Portanto, o acimulo de
biomassa no processo envolvendo aerobiose é relativamente maior do que a fermentagdo em
anaerobiose.

Quanto ao rendimento de conversédo de substrato em produto (Yes), Bacillus sp. TC-
DT13 e Paenibacillus sp. TC-DT8 apresentaram 0,49 e 0,28 g g™* de produtividade de 0,19 g
L.h e 0,13 g L.h, respectivamente. Além disso, para ambas as linhagens, Bacillus sp. TC-
DT13 e Paenibacillus sp. TC-DT8, verificou-se rendimento elevado em etanol, de 95,9% e
55,8%; bem como menor taxa de conversdo de substrato em células (Yys) - corroborando que
0 acucar foi direcionado preferencialmente para formacéo de etanol (Tabela 3).

Quanto a produgdo de etanol, o experimento fermentativo revelou que todas as
linhagens foram estatisticamente iguais, com producdo média de 1,59 g L™ até 2,6 g L™
(Figura 7). Além disso, as linhagens apresentaram rendimento médio de conversdao de
substrato em produto (Yes) 0,1 g g *, produtividade média de 0,050 g L.h, rendimento médio
de 21,39% e taxa média de conversdo de substrato em células (Yys) de 0,1 gg (Tabela 5).
Mori e colaboradores (2019) produziram etanol em aerobiose utilizando 2% de glicose como
fonte de carbono empregando a linhagem fungica P. sordida YK-624, os qual obteve menor
quantidade deste produto (0,6 g L™ em 48 horas), quando comparada com as linhagens
testadas no presente estudo.

Neste contexto, justifica-se que a aeragdo pode ter sido o fator que influenciou o
menor rendimento etanolico obtido. Isto porque, j& é sabido que em processos fermentativos
conduzidos sob aeracdo a producdo de etanol é prejudicada. Em tais condigdes, o agucar
consumido é direcionado para a producdo de biomassa e ndo para producédo de etanol. Para
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isso, baixos niveis de oxigénio sdo requeridos para que a producdo ocorra de maneira mais
eficiente (Schneider et al., 1983).

Referente a quantificagdo de xilose ao final da fermentagdo (36 horas), as linhagens
apresentaram quantidades de xilose residual sem diferenca estatistica obtendo cerca de 4 g L™
(Figura 7).

5.4. Conclustes

Conclui-se que as linhagens bacterianas testadas, Bacillus spp. e Panibacillus sp.,
possuem alta capacidade de se desenvolver em meios contendo xilose como unica fonte de
carbono. Algumas linhagens foram capazes de tolerar concentracGes mais elevadas de xilose.
Além disso, as linhagens selecionadas para os ensaios de fermentacdo foram eficientes na
bioconversdo de xilose em etanol, produzindo quantidades significativas em relagédo a
linhagens da literatura. Em adicdo, este trabalho é pioneiro em demonstrar a producdo de
etanol utilizando uma linhagem de Paenibacillus sp. A utilizacdo dessas bactérias para
producdo de etanol representa alternativas biotecnoldgicas promissoras.
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Tabela 1. Linhagens de bactérias isoladas do solo

Linhagens Género/espécie
TC-DT 8 Paenibacillus
TC-DT9 Bacillus sp
TC-DT 12 Bacillus subitilis/ Bacillus

anyloliquefaciens
Bacillus pumilus/ Bacillus

TC-DT 13 safensis
TC-DT 19 Bacillus sp
TC-DT 21 Bacillus subitilis
TC-DT 22 Bacillus sp
TC-DT 26 Bacillus subitilis
TC-DT 28 Bacillus sp
TC-DT 61 Bacillus sp
TC-DT 64 Bacillus sp
TC-DT 81 Bacillus sp
TC-DT 109 Bacillus sp
TC-DT 110 Bacillus sp
TC-DT 116 Bacillus cereus
TC-DT 139 Bacillus sp
TC-DT 150 Bacillus sp

TC-DT 159 Bacillus sp
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Tabela 2. Crescimento celular das linhagens medido por DO (600 nm) em 36h de fermentacao
sem agitacéo.

Linhagens DO (600 nm)
TC-DT 8 0,568 + 0,038
TC-DT 13 0,530+0,018°
TC-DT64 0,453 +0,09%
TC-DT81 0,541 +0,005°
TC-DT 139 0,550 + 0,040°

Resultados obtidos no tempo de 36h de fermentagdo. Os valores apresentados foram com as médias
das triplicatas e as letras diferentes diferem significativamente com 0,05% de significancia (teste de

Tukey).



Tabela 3. Dados cinéticos da fermentacdo sem agitacéo

Linhagem Y os Px Ps Yels Pe Rendimento
gg gL.h gL.h gg gL.h (%)
TC-DT8 0,021 0,009 0,441 0,285 0,125 55,8
TC-DT13 0,028 0,011 0,399 0,490 0,196 95,9
TC-DT81 0,019 0,008 0,434 0,088 0,038 17,2
TC-DT139 0,024 0,009 0,379 0,073 0,027 14,3

Y s Fator de conversdo do substrato a célula (g g)

Px Produtividade em célula (g L.h)
Ps Velocidade média do consumo do substrato (g L.h)

Y ¢ss Fator de conversao do substrato a etanol (g g)

Pe Produtividade em etanol (g L.h)

Rendimento em etanol (%)
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Tabela 4. Crescimento celular das linhagens medido por DO (600 nm) em 36h de fermentacao

com agitacao.

Linhagens DO (600 nm)
TC-DT8 0,334 +0,20"
TC-DT 13 0,406 + 0,03
TC-DT 64 0,334 +0,19%
TC-DT81 0,303 +0,003°
TC-DT 139 0,338 + 0,048°

Resultados obtidos no tempo de 36h de fermentagdo. Os valores apresentados foram com as médias
das triplicatas e as letras diferentes diferem significativamente com 0,05% de significancia (teste de

Tukey).



Tabela 5. Dados cinéticos da fermentacdo com agitacao

Linhagem Y s Px Ps Yels Pe Rendimento
gg gL.h gL.h gg gL.h (%)
TC-DT8 0,035978 0,015778 0,438541 0,100713 0,044167 19,70895899
TC-DT13  0,032577 0,014722 0,451914 0,098347 0,044444  19,2460064
TC-DT64  0,027421 0,012583 0,458896 0,145276 0,066667 28,42979489
TC-DT81 0,0328 0,015028 0,458158 0,458158 0,072222 30,84852169
TC-DT139 0,032859 0,015278 0,109332 0,109332 0,050833 21,39575735

Y s Fator de conversao do substrato a célula (g g)
Px Produtividade em célula (g L.h)
Ps Velocidade média do consumo do substrato (g L.h)
Y5 Fator de conversédo do substrato a etanol (g )

Pe Produtividade em etanol (g L.h)
Rendimento em etanol (%)
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Figura 1. Perfil de crescimento celular das linhagens medido por DO (600 nm) nos tempos de
0, 6, 12, 24 e 36 horas com diferentes concentractes de xilose (2%, 3%, 4% e 5%). Todos os
experimentos foram realizados em triplicata.
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Figura 2. Crescimento celular das linhagens medido por DO (600 nm) nos tempos de 0, 6, 12,
24 e 36 horas com 2% de xilose a 30 °C. Todos os experimentos foram realizados em
triplicata.
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Figura 3. Producdo de etanol sob processo fermentativo a 30°C em 36 horas. Os valores
apresentados foram com as médias das triplicatas e as letras diferentes diferem
significativamente com 0,05% de significancia (teste de Tukey).
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Figura 4. Quantificacdo de xilose residual no processo fermentativo a 30 °C em 36 horas.
Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Os valores apresentados foram com as
médias das triplicatas e as letras diferentes diferem significativamente com 0,05% de
significancia (teste de Tukey).
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Figura 5. Crescimento celular das linhagens medido por DO (600 nm) nos tempos de 0, 6, 12,
24 e 36 horas com 2% de xilose a 30 °C. Todos os experimentos foram realizados em

triplicata.
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Figura 6. Producdo de etanol sob processo fermentativo a 100 rpm/30°C em 36 horas. Os
valores apresentados foram com as médias das triplicatas e as letras diferentes diferem
significativamente com 0,05% de significancia (teste de Tukey).
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Figura 7. Quantificacdo de xilose residual no processo fermentativo a 100 rpm/30°C em 36
horas. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Os valores apresentados foram
com as médias das triplicatas e as letras diferentes diferem significativamente com 0,05% de
significancia (teste de Tukey).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados apresentados neste trabalho, conclui-se que a utilizacdo de
bactérias provenientes do solo sdo microrganismos que possuem alta aplicabilidade
biotecnoldgica. Podendo essas, representarem uma alternativa promissora na producdo de
enzimas de interesse industrial, como as xilanases, utilizando residuos agro-industriais. Além
disso, essas bactérias também possuem potencial na producdo de biocombustivel, como o
bioetanol a partir de processos fermentativos utilizando a xilose. Destacando o Bacillus sp.
TC-DT13, tanto para producdo de xilanase quanto para producgéo de etanol, e o Paenibacillus
sp. TC-DT8, para a producdo de etanol. Contudo, fazem-se necessarios estudos auxiliares
com relacéo a diversos aspectos. Dentre eles, a viabilidade econémica relacionada a aplicagéo
desses microrganismos em processos de escala industrial.
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