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FERNANDES, Ana Leticia. ENZIMAS LIG[\IINOCELULOLiTICAS E SEU POTENCIAL PARA
TRATAMENTO DE BIOMASSA: UMA REVISAO. Trabalho de Concluséo de Curso Il (Biotecnhologia)
— Universidade Federal da Integracdo Latino-Americana, Foz do Iguacu, 2021.

RESUMO

As inovagdes no ramo industrial buscam por alternativas que reduzam seu impacto ambiental
e prejuizos causados aos diversos ecossistemas. A utilizagdo de complexos enzimaticos em
substituicdo aos processos tradicionais tem despertado o interesse de pesquisadores devido
sua especificidade e ampla aplicagdo em processos industriais gerando uma cadeia produtiva
mais sustentavel. O mercado mundial de enzimas mostra um crescimento acelerado e é
estimado que alcance em torno de 6,3 bilhdes de dblares em 2024. Estes dados apontam um
caminho promissor para projetos direcionados a biotecnologia, tanto para a pesquisa em
ambitos académicos como industriais. A aplicagdo de enzimas para biodegradacédo de
materiais lignocelulésicos também tem ganhado destaque visto que o aproveitamento da
biomassa residual vem tornando-se um forte aliado ao desenvolvimento circular. Dessa forma
0 seguinte trabalho teve como objetivo realizar uma analise do potencial biotecnolégico de
enzimas lignoceluloliticas para o tratamento de biomassa. Para isso, foi realizado um
levantamento de publicagdes a partir das plataformas Science Direct e Portal de Periddicos
Capes. Este estudo identificou os métodos de aproveitamento de biomassa assim como
técnicas de otimizag&o do processo possibilitando observar as limitagdes e avangos na area.

Palavras-chave: Enzimas lignoceluloliticas. Sustentabilidade. Processos industriais.
Aplicagdes Biotecnoldgicas.
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TRATAMENTO DE BIOMASSA: UMA REVISAO. Trabalho de Conclusdao de Curso Il
(Biotecnologia) — Universidade Federal da Integragéo Latino-Americana, Foz do Iguagu, 2021.

RESUMEN

Las innovaciones en el ambito industrial buscan alternativas que reduzcan su impacto ambiental y los
dafios ocasionados a diversos ecosistemas. El uso de complejos enziméticos en sustitucion de
procesos tradicionales ha despertado el interés de investigadores por su especificidad y amplia
aplicacion en procesos industriales, generando una cadena productiva mas sostenible. EI mercado
mundial de enzimas muestra un crecimiento acelerado y se estima que alcanzard los 6.300 millones
de délares en 2024. Estos datos apuntan a un camino prometedor para los proyectos orientados a la
biotecnologia, tanto para la investigacion en el ambito académico como industrial. La aplicacion de
enzimas para la biodegradacion de materiales lignocelulésicos también ha ganado protagonismo ya
gue el uso de biomasa residual se ha convertido en un fuerte aliado del desarrollo circular. Asi, el
siguiente trabajo tuvo como objetivo realizar un analisis del potencial biotecnoldgico de las enzimas
lignoceluloliticas para el tratamiento de biomasa. Para ello, se realizo un relevamiento de publicaciones
de las plataformas Science Direct y Portal de Periddicos Capes. Este estudio identificd los métodos de
uso de la biomasa, asi como las técnicas para optimizar el proceso, permitiendo observar las
limitaciones y avances en el area.

Palabras clave: Enzimas lignoceluloliticas. Sustentabilidad. Procesos industriales. Aplicaciones
biotecnoldgicas
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento da sociedade e o crescente aumento populacional
tem impactado consideravelmente na demanda por alimentos, energia e produtos
industrializados e, consequentemente, sobrecarregado as reservar naturais do
planeta. A consequente elevacdo dos niveis de emisséo de gases de efeito estufa e o
aguecimento global contribuem para a busca e desenvolvimento de tecnologias
alternativas e sustentaveis, em especial aquelas baseadas em matérias primas
renovaveis. A biomassa pode ser definida como o material produzido por seres vivos
em seus diferentes processos, isto €, a matéria organica viva, desde quando fixa
energia solar nas moléculas constituintes de suas células, passando por todas as
etapas da cadeia alimentar, ou tréfica (BRISTOTI et al.,1993). A Biomassa
lignoceluldsica, que inclui residuos agricolas, florestais e algas, desponta como uma
alternativa sustentavel e renovavel para a producdo de uma nova geracdo de
produtos, como biocombustiveis, compostos quimicos, aditivos de alimentos e
enzimas (OKOLIE et al,. 2021).

A biomassa lignocelulésica € uma fonte rica de carbono organico
renovavel, sendo viavel para a area bioenergética e para o desenvolvimento de novas
moléculas de interesse biotecnolégico. A maior adversidade para o uso deste material
esta na sua estrutura recalcitrante de dificil desmonte. O processo de degradacédo da
biomassa lignocelulolitica ocorre por meio de agentes degradadores, que podem ser
fisicos como, por exemplo, o fogo; quimicos como acidos fortes, bases fortes, éxidos
de ferro e enxofre, ou biolégicos como fungos, bactérias, cupins e besouros
(SUNDARARAJ et al., 2015).

As estruturas quimicas presentes nos materiais lignocelul6sicos
podem ser facilmente degradadas por enzimas microbianas, tornando o material mais
acessivel para a processos futuros (ISIKGOR; BECER, 2015). Atualmente, os fungos
degradadores de celulose tém se destacado devido sua capacidade de ocasionar o
desmonte da estrutura biolégica de materiais lignocelulésicos. A capacidade de
degradacdo de fungos que causam podrid&o € correlacionada com a quantidade e tipo
de enzimas produzidas (RAYNER; BODDY, 1988).

O mercado mundial de enzimas vem aumentando consideravelmente

nos ultimos anos, com crescente ampliagdo do campo de aplicacdo destas em
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processos industriais. Atualmente, as enzimas sdo empregadas na industria de
alimentos, de bebidas, téxtil, polpa de celulose e papel, agroindustria e no setor de
biocombustiveis, com destaque para as enzimas lignocelulosicas (PIMENTEL, 2019).
O Brasil apresenta um grande potencial para o desenvolvimento verde, pois conta com
uma vasta diversidade ecolégica e, consequentemente, abriga diferentes
microrganismos capazes de produzir complexos enzimaticos de grande interesse e
potencial biotecnologico (INCT, 2014).

Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo uma revisédo
bibliografica relacionada ao potencial de complexos enziméticos na degradacéo de
materiais lignocelulésicos, visando sua aplicacdo na biotecnologia como uma

alternativa no desenvolvimento de novos produtos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PANORAMA AMBIENTAL ATUAL E ESFORCOS PARA O DESENVOLVIMENTO
CIRCULAR

O eficiente aproveitamento da biomassa residual, assim como outros
esfor¢os voltados ao desenvolvimento circular vem sendo impulsionados pelas metas
de reducdo ou compensacdo nas emissOes de gases de efeito estufa (GEE)
(TOLMASQUIM et al., 2005). O agravamento das mudancas climaticas e os impactos
socioecondmicos, fizeram com que governos e organizagfes privadas em todo o
planeta iniciassem politicas para a mitigacdo ou eliminacdo dos impactos causados
pela acdo do homem no meio ambiente (CARVALHO, 2019)

O aumento do nivel de CO2 atmosférico e consequente aquecimento
global ja é evidente, a temperatura da superficie global aumentou 0,8 °C ao longo do
século XX e deve aumentar entre 1,4 a 5,8 °C durante o século XXI. A previsao ndo
€ de melhora até que as concentracfes atmosféricas dos principais gases de efeito
estufa sejam estabilizadas, entre eles, CO: € o principal responsavel e deve responder
por cerca de 60% do aquecimento ao longo do proximo século (DHILLON; VON
WUEHLISCH 2013).

A implementacdo de praticas mais sustentaveis é indispensavel.
Segundo a UNEP (2016), para evitar um aumento na temperatura global superior a 2
graus Celsius até o proximo século € necessario atingir emissfes negativas de GEE

através da utilizagcéo de técnicas de remocéao de carbono, como demonstra a figura 1.

Figura 1: Niveis de emissédo de GEE, cenario atual e as perspectivas necessarias.

Técnicas
convencionais
de mitigagao

e’ ]
g ¥

FONTE: Adaptado UNEP, 2016.
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Diante deste cenario, metas e politicas associadas a redu¢cédo de GEE
foram delineadas, destaca-se aqui trés mecanismos que entraram em vigor no ano de
2005: o Mecanismo de Desenvolvimento Limpo (MDL), a Implementacdo Conjunta
(IC) e o Comércio Internacional de Emissdes (CIE) (LIM; LAM, 2014; SEEBERG-
ELVERFELDT, 2010). Essas praticas visam incentivos a implementacéo de projetos
gue contribuam para a captura e reducdo de GEE e forneceram a base para a criacéo
de um mercado de carbono, a partir desse mercado temos os chamados “créditos de
carbono” (DHILLON; VON WUEHLISCH, 2013)

Cada uma tonelada de carbono que deixa de ser emitida por um pais
ou empresa ha atmosfera equivale a um crédito, denominado, Reduc¢des Certificadas
de Emissdes (RCE), esses créditos podem ser usados como moeda de troca entre o0s
paises que ultrapassaram suas metas de reducdo e 0s que ndo conseguiram cumprir
suas metas (SILVEIRA, 2005).

A partir dessa logistica, nacées com maiores emissdes de GEE (em
geral mais industrializadas) investem em projetos voltados a reducdo de emissdes de
paises em desenvolvimento que, por sua vez, se beneficiam economicamente. Esta
associacao possibilita o desenvolvimento sustentavel e auxilia no alcance das metas
globais da convencdo, gerando uma cadeia de desenvolvimento sustentavel
(JURGENS; SCHLAMADINGER; GOMEZ, 2006).

Esse modelo econdmico gera oportunidades de um desenvolvimento
circular até mesmo em areas comumente conhecidas por gerar emissao de carbono
em larga escala, como é o caso do agronegocio. O agronegdcio gera uma quantidade
significativa de residuos lignocelulésicos, estes residuos que eram geralmente
descartaveis a partir dessa nova perspectiva sao vistos como matéria prima para
producédo de energia, combustiveis e outros produtos quimicos. Dessa maneira, 0 UsoO
de residuos torna-se peca importante para o desenvolvimento rural, em especial nos
paises ainda em desenvolvimento como o Brasil conduzindo pequenos produtores
rurais para uma agricultura de baixo carbono (CARVALHO, 2019)

A economia circular apresenta-se como uma alternativa a cadeia
linear de producdo. A economia linear € baseada em um modelo de producdo com
pontas desconectadas, onde a matéria prima sempre € proveniente de recursos
naturais e o destino final da producéo € o descarte, por muito tempo esse modelo de
negoécio foi estimulado devido a producdo acelerada, entretanto essa forma de

desenvolvimento j4 € considerada insustentavel a longo prazo quando falamos em
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questdes socioambientais. Assim o0 modelo de desenvolvimento circular apresenta um
grande diferencial, o descarte originado apés o uso/consumo € tratado e pode
novamente integrar a cadeia de producao servindo como matéria prima, dessa forma
0 modelo apresenta vantagens como a reducdo na poluicao proveniente de descarte
incorreto, melhor aproveitamento dos materiais e um estimulo a bioeconomia (Ideia
circular, c2018). A figura 2 apresenta de forma esquemética as duas formas de
desenvolvimento.

Figura 2: Comparativo esquemaético entre os modelos de producao

RECURSOS MATERIA uso/
NATURAIS PRIMA CONSUMO
A A A A A ]

A imagem apresenta em 1. Um modelo de producao linear e em 2. A forma de desenvolvimento de uma
cadeia de producao circular. FONTE: Adaptado de Ideia circular, c2018.

2.2 MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS COMO FONTE DE CARBONO

Residuos agroindustriais, como dejetos animais e restos vegetais
invidveis para consumo, sdo fontes ricas de materiais lignoceluldsicos que podem ser
biodegradados e convertidos em novos materiais. A demanda por produtos
agroindustriais cresceu exponencialmente nos ultimos anos, aumentando assim 0s
residuos gerados e consequentemente a necessidade de um manejo mais sustentavel
(BLEY, 2009).

A estrutura da lignocelulose surgiu através de processos evolutivos

gue promoveram resisténcia a ataques mecanicos e quimicos de outros organismos,
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isso fez com que essa estrutura se tornasse bastante interligada e rigida. (JANUSZ et
al., 2017). Os materiais lignocelulésicos representam mais de 90% do peso seco de
uma célula vegetal e s&o compostos principalmente por trés moléculas em sua parede
celular: celulose, hemiceluloses e lignina (Figura 3). Essas moléculas sdo mantidas
unidas entre si por forcas coesivas nao covalentes, ligacdes covalentes e, em menor

guantidade, por pectina e alguns extrativos minerais.

Figura 3: Estrutura do complexo lignocelulésico.

Cellulose

Lignin

Acool p-cumarilico  Alcool coniferilico  Alcool sinapilico

. . Hemicellulos
}i

Lo
N

FONTE: ALONSO et al., 2012.

A quantidade de cada componente pode variar de acordo com a
familia, espécie e localizacdo nas plantas (RYTIOJA, J. et al.,, 2014). Os residuos
lignoceluldsicos também apresentam porcentagens variadas de cada composto como

destacado na tabela 1.

Tabela 1: Porcentagem de compostos lignocelulésicos em residuos agricolas,

industriais e urbanos.

Origem Residuo Celulose = Hemicelulose Lignina  Outros  Referéncia

Agricola Espiga de milho 34.8 34 17 14.2 Eylen et al.
(2011)
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Industrial

Urbana

Palha de trigo

Palha de arroz

Bagaco de cana

Residuo de papéis

Residuo de casca de

laranja

Residuo de macarrao

instantaneo

Residuo de maga

Residuos de

alimentagao

Gramineas

Residuo de podas de

arvores

49.2

15

41.3

65

34.2

84

48.7

63

25

18

29.2

254

274

15

10.5

35

8.3

16.3

10.6

121

7.5

0.8

235

10

51.1

43

49

19.2

12.5

54.5

16

27.8

15

30

22.6

Amini et al.
(2014)

Kumar et al.
(2013)

Abo-State et
al. (2013)

Prasetyo;
Park (2013)

Lopez et al.
(2010)

Yang et al.
(2014)

Dhillon et al.
(2011)

Kim et al
(2011)

Prasad et al.
(2007)

Prasetyo;
Park (2013)

FONTE: adaptado de YANG et al., 2015.

A celulose destaca-se por ser o polimero mais abundante da natureza

e também a molécula que apresenta a composi¢cdo menos complexa da parede celular
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vegetal, composta por moléculas de anidroglicose unidas por ligacbes beta 1,4
glicosidicas formando uma estrutura completamente linear, o dimero repetitivo da
celulose € denominado celobiose. Os feixes de celulose se alternam em regides
cristalinas e amorfas formando microfibrilas, o que resulta em um material com alta
resisténcia a tracdo e baixa solubilidade para a grande maioria de solventes (LINO,
2015).

O comportamento fisico e quimico da celulose pode ser visto, em
parte, como consequéncia dos grupos hidroxilas (OH) presentes na molécula. As
unidades de anidroglicose contém trés grupos hidroxilas em posi¢cdes diferentes, logo
as macromoléculas de celulose podem formar dois tipos de ligacdes de hidrogénio
distintas sendo estas intermoleculares e intramoleculares (MELO, 2015). A figura 4

traz uma representacéao estrutural da celulose.

Figura 4: Estrutura da celulose

Intramolecular hydrogen bond
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neighboring chains)

FONTE: CIOLACU, 2018

As hemiceluloses também sédo denominadas por polioses, compostas
por varias unidades de acucares diferentes, como pentoses, hexoses e até mesmo
acido urbnico como mostra a Figura 5 e séo classificadas de acordo com o agucar
principal presente (GIRIO et. al.,, 2010). As hemiceluloses apresentam cadeias
ramificadas e menores do que a celulose (LINO, 2015) e séo consideradas o segundo
tipo de polissacarideo mais importante dos materiais lignocelulésicos, representando
de 15 a 35 % da composicdo da parede celular (PALMA, 1993).



19

Figura 5: Carboidratos que compdem as unidades de hemicelulose
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Fonte: RODRIGUES; CAMARGO, 2008

A Lignina, o segundo biopolimero mais abundante na natureza, € um
polimero aromético amorfo, de estrutura heterogénea e pode conter trés tipos de
unidades aromaticas sendo estas p-hidroxifenil, guaiacil e siringil, como mostra a
figura 6 (MELO, 2015). A lignina € responsavel pela protecdo da parede celular,
inibindo a degradacdo enzimética de outras moléculas, ou seja € um suporte de
resisténcia a ataques biologicos, exercendo um papel antioxidante e antimicrobiano
(FILHO et al., 2008). Esse polimero pode representar 18 a 34% da biomassa seca
(AITKEN et al., 1988)

Figura 6: Alcodis precursores de lignina, (a) para-hidroxifenila, (b) guaiacila e (c)

siringila.

(b)

OH

FONTE: ALMEIDA, 2009

A pectina esta localizada na parede celular de vegetais superiores,
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associada a outros componentes, € o polissacarideo menos presente nas plantas, de
grande complexidade estrutural e funcional como mostra a figura 7. Essa molécula é
composta principalmente por quatro classes estruturais: homogalacturonana,
ramnogalacturonana I, xilogalacturonana e ramnogalacturonana Il. A pectina destaca-
se por sua fungdo no controle de porosidade da parede, na aderéncia intercelular além

de atuar na defesa vegetal contra ataques quimicos e biolégicos. (SCHNEIDER, 2009)

Figura 7: llustracdo esquematica da estrutura da pectina.
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FONTE: CANTERI et al., 2012

2.3 BIODEGRADACAO DE MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

O processo de degradacdo enzimatica de materiais lignoceluloliticos
enfrenta alguns obstaculos, relacionados a estrutura recalcitrante, a biomassa é
bastante resistente a transformacao e dificil de ser desestruturada. A desconstrucéo
de sua estrutura € comumente dificultosa e exige um pool de enzimas para que se
cumpra de forma efetiva. (MOHANRAM et al .2013)

Nesse sentido manipulacbes biolégicas na area enzimatica sao
bastante efetivas, viabilizando os processos de bioconversdo e produzindo novas
moléculas com alto valor agregado, como os acidos organicos, etanol, enzimas e

metabalitos secundarios biologicamente ativos (ALEXANDRINO et al., 2007).
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Os fungos decompositores apresentam-se como 0S microrganismos
mais eficientes no processo de degradacdo de materiais lignocelulosicos (FENGEL,;
WEGENER, 1989). A eficiente degradacdo promovida por fungos esta diretamente
associada ao sistema enzimatico extracelular dos mesmos (SANCHEZ, 2009). Os
fungos basidiomicetos, por exemplo, produzem simultaneamente enzimas hidroliticas
e oxidativas, importantes para a conversao dos polimeros da biomassa lignoceluldsica
em moléculas menores, que s&o assimiladas e utilizadas como nutrientes. (ARAUJO;
COSTA, 2003). Esse processo de biodegradacao € iniciado com a penetracao fungica
no limen na célula vegetal, o fungo invasor uma vez instalado intensifica a produgéo
de metabdlitos, em especial enzimas, a fim de converter a celulose, hemicelulose,
lignina e pectina em moléculas menores (KIRK; CULLEN, 1998).

As enzimas comumente encontradas em microrganismos
lignoceluloliticos dividem se em enzimas hidroliticas e ligninoliticas. As celulases,
hemicelulases, pectinases, quitanases, amilases, proteases, estereases e mananases
sao classificadas como enzimas hidroliticas, enquanto, peroxidases e oxidades séo
classificadas como enzimas ligninoliticas (MTUI, 2012). O fluxograma 1 apresenta
algumas enzimas lignoceluloliticas utilizadas nos processos de tratamento da

biomassa.

Fluxograma 1: Enzimas lignoceluloliticas

Enzimas lignoceluloliticas

Ligninoliticas Hidroliticas
Peroxidase Oxidativa
Lignina Manganés
Peroxidase Peroxidase Lacase
[ |
Celulase Xilanase Mananase

FONTE: Adaptado de CHUKWUMA et al., 2020

As enzimas responsaveis pela modificacdo e degradacdo dos
compostos polissacaridicos das plantas nos dltimos anos ganharam uma nova

classificacdo, assim podem ser denominadas também como CAZymes, sigla para
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Carbohydrate-active Enzymes. As CAZymes sao organizadas de acordo com suas
sequéncias de aminoacidos e as enzimas envolvidas na degradacédo polissacaridica
das plantas séo classificadas como: hidrolases glicosidicas (GHs), carboidrato
esterases (CEs), polissacarideo liases (PLs), glicosiltransferases (GTs) e de atividade
auxiliar (AA) (LOMBARD et al. 2014)

Mediadores também podem participar do processo de oxidorreducéo
juntamente com as enzimas lignoceluloliticas, algumas enzimas necessitam de
mediadores para realizar sua fungéo, enquanto outras nao sao dependentes de
mediadores, entretanto podem atuar de forma mais efetiva com a presenca dos
mesmos, estes auxiliam na etapa de colonizacédo e degradacao fangica, tornando o
processo mais eficiente quando comparada a outros organismos. Alguns mediadores
podem ser produzidos a partir do préprio metabolismo fangico, como o alcool
veratrilico, oxalato, manolato, fumarato e o acido 3-hidroxiantranilico (Gonzales et al.
2002). A tabela 2 apresenta exemplos de mediadores naturais e sintéticos que

contribuem para os processos de degradacéo.

Tabela 2: Exemplos de mediadores sintéticos e naturais relacionados ao organismo.

Mediador

Organismo/ Enzima

Mediadores naturais

Mn2+

Acidos organicos

Acido veratrilico
Acido 3-hidroxiantrarilico (3-HAA)
2-Cloro-1,4-dimetoxibenzeno (2CI-1,4DMB)

Phanerochaete chrysosporium

Armillaria mellea, Fomes annosus, Pleurotus
ostreatus, P. chrysosporium, Phlebia radiata,
Cenporiopsis Nematoloma
frowardii (LiP, MnP)

Phanerochaete chrysosporium (LiP)

subvermispora,

Pycnoporus cinnabarinus (lacase)

Trametes versicolor (LiP)

Mediadores sintéticos

1-Hidroxibenzotriazol (1-HBT)

Acido violurico acido

acido 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazol-6-
sulfénico) (ABTS)

T. versicolor, T. villosa, P. cinnabarinus, Botrytis
cinerea, Myceliophthora thermophila, Coriolopsis
gallica, P. ostreatus e outros organismos (lacase)
T. villosa, P. cinnabarinus, B. cinerea, M.
thermophila (lacase)

T. versicolor, C. gallica, P. ostreatus e outros

organismos (lacase)

FONTE: adaptado WESENBERG et al., 2003.
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O estudo das enzimas envolvidas na degradacédo da parede celular
vegetal tem sido intenso desde os anos 1950. A degradacdo desses materiais em
acucares monomericos € de grande relevancia, ja que estes podem ser utilizados
como matérias-primas em inimeros processos biotecnoldgicos como na producdo do
etanol de segunda geracdo, altamente visado nos ultimos anos (LAWFORD;
ROUSSEAU, 2003).

2.4 ENZIMAS LIGNINOCELULOLITICAS NA BIODEGRADACAO

As enzimas lignoceluloliticas estdo entre os grupos de enzimas
comerciais com maior geracdo de lucros, crescimento associado a ampla
aplicabilidade e alta eficiéncia enzimatica para a conversao de biomassa. (KUHAD et
al., 2011). As enzimas lignoceluloliticas se destacam em relacdo a outros grupos
enzimaticos devido a complexidade de sua composicdo, abrangendo diversas
enzimas e mecanismos, como representado na tabela 3 e elucidado a seguir (LIU et
al., 2013).



Tabela 3: Algumas enzimas fungicas envolvidas na degradacgé&o da lignocelulose

Enzima Cidigo da Familia CAZy* Substrato” Produto”
Enzima
Celobiohidrolase EC 3.2.1.91 GHa7 Celulose Celobiose
Endoe- f-1-4-ghcanase EC 3214 GHE,7,12,45 Celulose Celodextnina, ghicose
p-glicosidase EC3.2.1.21 GHI1,3 Celodextrinas Glicose
Celulose monooxigenase - - Celulose Celodextrina oxidada
Celobiose monoxigenase EC 11,9918 - Celobioss Celobiono-1,5-
lactona
Expansina - - Celulose Celulose rompida
Endo- fi-1.4-x1lanase EC 3218 GHI0, 11,20 Hilana Hilo-035, xilose
fxilosidase EC3.2.1.37 GH3 3043 Xilo-05 Kilose
Exo-1,5-0-L-arabinase EC3.21.- GH43,93 Arabinana Arabino-0%,
arabinose
Endo-1,5- q-L-arabinase EC 321949 H43 Arabinana Arabino-05,
arabinose
w-L-arabinofuranosidase EC 32155 GH2,43,51,54.62 Arabinana, arabino-Crs, Arabinose
arabinoxilana
Endo-1.4-manase EC 3.2.1.78 GHS,26 Manana Manop-05
frmanosidase EC 32125 GH2 Mano-0S Manose
Endo- [-1.4-galactanase EC 3.2.1.89 GHS3 Cialactana Cialacto-015,
zalactose
frealactosidase EC3.2.1.23 GH2,35 Cralactana, xiloglicana Galactose
u-galactosidase EC321.22 GH27 36 Cralactomanana Cialactose
Xiloglicanase EC 3.2.1.151 GH12,74 Xiloglicana Kiloglicana-05
Oligoxiloglucano reducing  EC 3,21, 150 GH74 Xiloglicana 05 Celobiose (com ou
end- celobiohidrolase sem substituigdo de
especifica xilosily
Ende-1,.3-1.4-glicanase EC3216 GH1Z2,16 [B=(1—3, 1—d)-glicana Glico-05
EC 3.2.1.73
o-L-fucosidase EC 3.2.1.63 GHZ9.95 Xiloglicana Fucose
EC 321,51
u-glicoronidase EC321.139 GHGET Cilicuronoxilana Acido 4-0-metil
EC 3.2.1.131 glicurdnico
Acetilxilana esterase EC 3.1.1.72 CEl1,2,3,5,12 Xilana Acido acético
Ferulml esterase EC3.1.1.73 CEL Xilana, arabinana, Acidos
xiloglicana hidroxicinamicos (ex:
dcidos cafeico,
ferilico ¢ p-
CUMmATICa)
Gilicuronoil esterase EC3.1.1.- CELS Xilana Acida 4-0-metil
glicuronico
Lacase EC3.1.103.2 - Lignina Radicais aromiticos
Lignina peroxidase EC3111.1.14 - Lignina Radicais aromdticos
Manganés peroxidase EC3L1L.103 - Lignina Radicais aromaticos
Versatil peroxidase EC3LI1LLIe - Lignina Radicais aromiticos

FONTE: LIU et al., 2013

2.4.1 Celulase

24

As celulases sao biocatalisadores altamente especificos que atuam

na hidrdlise de celulose liberando agucares, sendo a glicose a que mais desperta um

interesse comercial para a industria. De acordo com seu local de atuacao no substrato
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essas enzimas sao classificadas como: endo-1,4-B-glicanases (GH5), exo-1,4-B-
glicanases (GH7) e B-glicosidases (GH3). As GH5 atuam na regido interna das fibras
de celulose liberando oligossacarideos; as GH7 ou celobiohidrolases (GH6) atacam
as extremidades das fibras liberando unidades de glicose; e as GH3 hidrolisam
celobiose em duas moléculas de glicose (VAN DEN BRINK; VRIES, 2011; GLASS et
al., 2013) (Figura 8).

Figura 8: Mecanismo de acéo de enzimas que atuam na degradacéo da celulose
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FONTE: SCHNEIDER, 2009.

Adicionalmente, as enzimas do complexo celulolitico podem ainda
trabalhar de forma conjunta, apresentando uma melhoria no processo de degradacéo,
essa atuacao conjunta € denominada sinergia (OLSSON; HAHN-HAGERDAL, 1996).
A utilizacdo de biocatalisadores enzimaticos na conversdo de celulose em glicose,
apesar de ainda representar um custo de producéo relativamente elevado, se mostra
vantajoso devido a especificidade e por reduzir o custo em outras etapas, associado
a menor demanda energética e menor geracdo de subprodutos toxicos (CASTRO;
PEREIRA JR, 2010).

2.4.2 Xilanase

Para que o processo de degradacao da biomassa ocorra de maneira
mais eficiente é necessario a acdo de um complexo enzimatico com varias
especificidades incluindo as enzimas que despolimerizam a cadeia principal, como as
xilanases. As xilanases sédo enzimas que participam do processo de hidrélise das
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xilanas (presentes na hemicelulose), liberando unidades de xilose. Essas enzimas séo
encontradas em protozoarios, crustaceos, insetos, caramujos, sementes de plantas
terrestres, entretanto, 0os microrganismos que participam da quebra de paredes
celulares vegetais séo sua principal fonte de producgéo (LARA, 2013). Assim, os fungos
filamentosos apresentam maior interesse por secretar as enzimas em meio
extracelular e em niveis mais altos do que os encontrados em leveduras e bactérias
(SUNNA E ANTRANIKIAN, 1997)

As endo-1,4-xilanases atacam o0 esqueleto de xilana de forma
aleatéria e as pB—xilosidases sdo enzimas desramificadoras que clivam o0s
xilooligossacarideos liberando monémeros de xilose. A remocéo dos grupos laterais
acetil e fendlicos da hemicelulose, por sua vez, sado catalisadas por a-
arabinofuranosidases, a-glucuronidase, acetilxilanaesterase e acido feruloilesterase
(PIMENTEL, 2019). A figura 9 traz de forma esquematica esse mecanismo.

Quando os substituintes sdo removidos, a xilana pode tornar-se
menos solavel, formando agregados que estereoquimicamente retardam ou diminuem
0 processo de degradacao dessa forma a remocédo simultanea da cadeia lateral e a
clivagem na cadeia principal pelo complexo enzimatico se tornam a melhor alternativa

para melhorar a taxa de degradacao da hemicelulose (LARA, 2013)

Figura 9: Esquema da degradac&o enzimatica da hemicelulose.
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FONTE: PIMENTEL, 2019

2.4.3 Mananase

As mananases sdo classificadas como carboidrases, sendo
responséveis pela degradacdo de cadeias de mananas presentes na fracdo da
hemicelulose (WEINGARTNER, 2010). A hidrolise completa da estrutura de
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hemicelulose requer uma acgéo sinergética de endo e exo-hidrolases que incluem a 3-
mananase, a -glicosidase e a f-manosidase como representado na figura 10. Estas
enzimas atuam na cadeia principal da hemicelulose e estdo associadas a enzimas
para clivagem de cadeias laterais tais como acetil manana esterase e a-galactosidase,
como representado na figura 9 (MARCO, 2014)

A adicdo de mananase em coquetéis enzimaticos facilita o contato
entre a celulase e as fibrilas de celulose, aumentando assim a liberacéo de acucares
redutores e glicose. As B-mananases alcalinas, geralmente mostram vantagens em
aplicac6es na industria de polpa de papel, celulose e detergentes. As B-mananases
neutras sao adequadas para a bioconversdao de [(-manana em mano-
oligossacarideos. Enquanto as B-mananases acidas podem ser utilizadas associadas
as celulases e xilanases na hidrélise da biomassa lignoceluldsica produzindo o
bioetanol de segunda geracéo (INFANTE, 2019).

Figura 10: Estrutura ilustrativa de diferentes formas de mananas e enzimas
requeridas para sua hidrdlise
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2.4.4 Lignina Peroxidase

A familia de enzimas peroxidases recebe esse nome porque depende
do peroxido de hidrogénio para se tornar ativa. Em um ciclo catalitico classico, a forma
férrica da enzima é oxidada por peréxido de hidrogénio ao radical oxi-ferril (composto
), este composto € entdo reduzido pela transferéncia de um elétron do substrato,
como por exemplo a lignina, para a forma conhecida como composto II.
Posteriormente, a transferéncia de elétron de uma molécula de substrato para enzima
faz com que esta retorne a sua forma inicial e o composto Il refere-se a forma inativa
da enzima (FORGIARINI, 2006). A figura 11 apresenta o ciclo catalitico da lignina
peroxidase de forma esquematica.

A presenca de lignina peroxidase em basidiomicetos ligninoliticos tem
sido considerada escassa, entretanto crescentes estudos tém sido realizados a
respeito desse grupo enzimatico, assim como dos fungos que a produzem devido ao
seu potencial de aplicacdo em processos de descontaminacédo do meio ambiente e na
utilizagdo em processos industriais (MENEZES; BARRETO, 2015).

Figura 11: Ciclo catalitico da lignina peroxidase.
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FONTE: TIMOFEEVSKI et al.,1998.

2.3.5 Manganés peroxidase (MnP)
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A MnP é uma glicoproteina dependente de H202 e que apresenta o
ferro protoporfirinico IX como grupo prostético, apresenta ainda ponto isoelétrico
proximo de 4,9 e massa molar entre 38 — 62,5 Kda. Seu ciclo catalitico (Figura 12) é
semelhante ao da Lignina Peroxidase, porém, o Mn?* atua como doador de elétrons
para gerar o composto Il (HOFRICHTER, 2002).

Figura 12: ciclo catalitico da manganés peroxidase.
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FONTE: BUSWELL; ODIER, 1987.
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A manganés peroxidase (MnP) é encontrada em fungos lignoliticos e
pode atuar juntamente com a lipase e lacase para realizar a biodegradacé&o de lignina
e compostos relacionados como hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos, acidos
hamicos, corantes sintéticos, poluentes clorados dentre outros, sua atuacdo se da

principalmente em compostos nao fendlicos (FARIA, 2010)

2.3.6 Lacase

A lacase é uma das principais enzimas do grupo das enzimas
lignoceluloliticas, oxida moléculas inorganicas e aromaticas, e sua aplicacédo
biotecnolégica abrange diversos campos como, por exemplo, producdo de
biocombustiveis, degradacdo de pesticidas além de aplicacbes na industria
farmacéutica (BALDRIAN, 2006; DASHTBAN et al., 2010).

As lacases estdo envolvidas na oxidacdo e clivagem da lignina,
catalisando a oxidagdo de polifendis com oxigénio como aceptor final de elétrons. A
enzima apresenta em sua estrutura um centro ativo formado por quatro atomos de

cobre em trés sitios diferentes de ligacdo redox, todos com o mesmo estado de
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oxidacdo (Cu*?). Os &tomos de cobres presentes na molécula podem ser classificados
como Tipo 1, Tipo 2 e Tipo 3. Em sua organizacdo tridimensional as lacases
apresentam uma arquitetura simples arranjada em trés dominios, cada um
apresentando uma topologia S-barril (JUNIOR, 2019).

A lacase catalisa a remocao de um elétron e um préton do substrato
formando assim um radical livre e como resultado tem-se a oxidagcédo de substratos
organicos e inorganicos. Durante a reagdo enzimatica o elétron transferido para a
enzima reduz o cobre Tipo 1, posteriormente ocorre uma transferéncia de elétrons
para os cobres do Tipo 2 e 3 que promovem a reducao do oxigénio, com consequente
formacdo de uma molécula de agua como representado na figura 13. (RODAK;
PAULISTA, 2017)

Figura 13: Ciclo catalitico da lacase

Culllj—
B Cullly—

Cuill) ot =— Cull) A . ol " Culll—
N ai H H.O ui} .-'_I >HI—"'— Colll) 5 8 Cull) o= Cull)
T Cufllfe— L)
H Az, \7, Culll —
Cul )=, .
Cul =
5 will) L_ )
c \ 1 Cotl Cufll) = Cu(l)
H \0..--: ul [l p— \\‘f.. s ]
Culllp— H H i .
Culll) ..:_-nf——— Cufll} A o
T2y, Cunf— Ti :
C
n T Cull}——,
" i iva™
Intermedifiria nativa culll) L culily
AL 0O Cufly—
c - = Reducio
2z -
% Cullp———
Culll}— - Cudly =— i}
cull) OHE— Cull) 2 Cuflly—
Cuilf— x 5
o }
a §
v
Hoa
Cull)——
0,0 1,0 Cudlly —r
Cuf [ ==’
Cofl)—, & 5 Cuil}——
Cull) e Culy X Cull) o Cufll) <

Cafl)— Cufl)—— Cullp}—
Cuil} — 1]

Completamente reduzida Cufllp——"
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Esse grupo enzimatico € considerado pouco especifico quando
comparada a outras enzimas lignoceluloliticas, podendo catalisar a oxidacdo de
diferentes substancias, tais como complexos metalicos, anilinas e fragmentos
fendlicos. Aceitar uma grande diversidade de substratos torna a lacase uma enzima
de grande interesse biotecnolégico (RODAK; PAULISTA, 2017), sendo empregado na
industria téxtil, industria de alimentos, biossensores, biorremediacdo e na producéo
de polimeros complexos. (DASHTBAN et al., 2010)
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Tendo em vista a crescente busca por praticas mais sustentaveis, o
objetivo deste trabalho consiste na realizacdo de um estudo e discusséo voltado ao
melhor aproveitamento de biomassa a partir de enzimas lignoceluloliticas. O trabalho
objetiva trazer os mecanismos enzimaticos e posteriormente as possiveis aplicacdes
biotecnolédgicas na area, o levantamento de informacdes foi realizado a partir das

plataformas Science Direct e Portal de Peridédicos CAPES.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Levantamento de publicacdes sobre cadeias de producdo mais sustentaveis.
- Levantamento bibliogréafico sobre enzimas lignoceluloliticas.
- Levantamento bibliogréfico sobre viabilidade de enziméticas lignoceluloliticas
para uso em larga escala para tratamento de biomassa.

- Analise das publicacdes selecionadas e discusséo a respeito das mesmas.
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4. METODOLOGIA

A revisdo consistiu em levantamento de dados acerca de enzimas
lignoceluloliticas e suas aplicagdes no tratamento de biomassa. As plataformas
utilizadas para a busca textual foram Science Direct e Portal de Periddicos CAPES, a
pesquisa contemplou trabalhos nacionais e internacionais e o intervalo de anos para
a busca segui 0 seguinte padréo: para a revisdo de conceitos base nao se delimitou
um intervalo de tempo e para as aplicacfes biotecnolégicas o intervalo foi restrito aos
anos 2014 a agosto 2021, trabalhos de 2022 postados em 2021 também foram
contemplados nos resultados.

A fim de proporcionar uma padronizacdo nas pesquisas e resultados
obtidos, o levantamento dos conteudos nas plataformas foi conduzido a partir de uma
sequéncia de palavras-chave atribuidas pela autora considerando os objetivos da
pesquisa. As combinacdes utilizadas estdo dispostas na tabela 4. As informagbes
pertinentes ao tema foram alisadas e os resultados da pesquisa demonstrados por

meio de textos, graficos e tabelas.

Tabela 4. Combinacdes de palavras-chave utilizados na busca de publicacdes.

Combinagdes de palavras Plataformas utilizadas

Lignocellulolytic enzymes SciencDirect e

Portal de Periédicos CAPES
Lignocellulose degradation enzymatic

Enzymatic genetic improvement for

lignocellulose degradation

Enzymes for lignocellulose degradation

and bioeconomy

Fonte: A autora, 2021
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os trabalhos encontrados apresentaram uma abordagem vasta, visando
promover um melhor aproveitamento das matérias prima disponiveis através de
manipulagbes biotecnologicas e aprimoramento das atividades enzimaticas. O

nuamero de publicacdes entre os anos de 2014 a 2021 foi apresentado no Grafico 1.

Gréfico 1: Numero de artigos dos bancos de dados ScienceDirect e Portal de
Periodicos CAPES gerados a partir dos termos definidos para pesquisa no periodo de
2014 a agosto de 2021.
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Fonte: A autora, 2021

Ambas as plataformas utilizadas apresentaram um numero alto de
publicacdes a partir das palavras chave determinadas, a plataforma Scienc Direct teve
seus maiores numeros de publicacdes nos dltimos 3 anos enquanto o Portal de
Periodicos CAPES apresentou maiores resultados nos anos 2016, 2017 e 2018. Ao
todo a somatdria de publicagdes entre os anos 2014 a 2021 foi de 9.355 no Periédico
CAPES e 8.331 na plataforma Science Direct. Como os resultados apresentaram se

muito amplos optou se por mais um refinamento através dos filtros de pesquisa, 0s
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filtros utilizados foram: Biotechnology & Applied e Biotechnology & Applied
Microbiology. Assim foi possivel priorizar trabalhos que utilizaram técnicas
biotecnolégicas para aprimoramento de atividades enzimaticas, processos
biotecnolégicos favorecidos pelo uso de enzimas lignoceluloliticas e seu impacto para

a bioeconomia.
5.1 SELECAO DE BIOMASSA

ISIKGOR (2015) destacou a biomassa lignocelulésica como a maior
fonte de carbono organico renovavel do planeta. Caracteristicas como a
renovabilidade, biocompatibilidade e biodegradabilidade, tornam o material um
potencial candidato para a substituicdo de polimeros a base de petrdleo, logo um

material de grande interesse para a biotecnologia

A eficiente converséo da biomassa vegetal em bioprodutos de maior
valor agregado é descrita em trés fases: analise do material, pré- tratamento e
downstream. A utilizacdo da biomassa como matéria prima de conversao depende de
fatores relacionados a disponibilidade e sazonalidade e também da capacidade de
desmonte da complexa estrutural recalcitrante (resisténcia natural das células das
plantas & degradagéo biolégica ou enzimatica). Os elevados custos da conversdo da
biomassa lignocelulésica sdo, comumente, atribuidos a estrutura deste material
(HIMMEL et al., 2007). Desta forma, uma analise criteriosa inicial € essencial para se
definir a viabilidade de utilizacéo, delinear as vias mais eficientes de pré-tratamento e

se pensar na posterior aplicacéo (Figura 14).
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Figura 14: Materiais lignocelulésicos e o tratamento empregado para producdo de

alcoois.
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FONTE: Adaptado de YANG et al., 2015.

Apés a avaliacdo do material, deve-se definir o pré-tratamento mais
adequado, considerando-se os processos fermentativos e a otimizacao destes atravées
de diferentes biorreatores e condigdes microbioldgicas. A etapa do pré-tratamento tem
por funcdo aumentar a digestibilidade e disponibilidade das fracbes de
hemicelulésicas e celuldsicas e remover as fracdes de lignina. O pré-tratamento pode
ser fisico, quimico, bioldégico ou misto e responde por aproximadamente 20% do custo
total do processo (BARUAH et al., 2018). Por fim a etapa de downstream influencia
significativamente para o bom resultado do processo, pois € nessa etapa que ocorre

a separacao dos produtos alvo (YANG, 2015).

Dados publicados por CHUKWUMA (2020) salientam o importante
papel de enzimas lignoceluloliticas para processos de bioconversdo de materiais
lignoceluldsicos residuais em bioprodutos e recursos energéticos vantajosos para o

desenvolvimento. O pré-tratamento enzimatico diminui a recalcitrancia destes
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materiais deixando a estrutura mais acessivel para manipulacdo. O fluxograma 2

representa de forma esquematica a cadeia de bioconversdo de materiais

lignocelulodsicos.

Fluxograma 2: Bioconversdo de materiais lignoceluloliticos.
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FONTE: adaptado de SARSAIYA et al., 2019.
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5.2 PRE TRATAMENTO DE BIOMASSA

Segundo PLACIDO; CAPAREDA (2015) fungos lignoceluloliticos e

suas enzimas apresentaram-se nos ultimos anos como uma alternativa promissora no

pré- tratamento de biomassa residual. ISHOLA e colaboradores (2014) avaliou a

viabilidade da utilizacdo de residuos da extracdo de 6leo de dendé apés diferentes

condicOes de pré-tratamento para producédo de bioetanol. O pesquisador observou

gue o material sem pré-tratamento apresentou uma baixa digestibilidade, apenas

3,4%, contudo, ap06s o tratamento bioldgico, utilizando fungos de podridédo branca, a

digestibilidade aumentou consideravelmente, chegando a 15,4%. A melhoria no
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processo se deve a deslignificacdo enzimatica associada as enzimas extracelulares
comuns nos fungos de podriddo branca, como, por exemplo, a lignina peroxidase,
lacase e manganés peroxidase. Neste trabalho, o tratamento quimico utilizando acido
fosférico resultou em um aumento de até 81,4%; ja a associagdo dos tratamentos
acido e biolégico resultou em um aumento de 56,1% na digestibilidade. Apesar do
maior porcentual de digestibilidade observado no tratamento acido, a comparacéo na
perda de materiais pos tratamento (1,3% no biologico, 54,8% no tratamento acido e
63,6% no associado) demonstra a eficiéncia do pré-tratamento biolégico para

aumentar a digestibilidade e na preservacao do material.

SULFAHRI e colaboradores (2020) realizaram o pré-tratamento de
algas utilizando T. harzianum, um fungo produtor de celulase, B-glucosidase e
xilanase. As algas sao alternativas importantes para a producéo de bioetanol, porém
também enfrentam grandes desvantagens econémicas relacionadas a etapa de pré-
tratamento e o0 custo elevado para suplementos de nitrogénio no processo
fermentativo. O pré-tratamento fungico aumentou a producédo de acUcar em 2,3 vezes
guando comparado a macroalgas nao tratadas. A suplementacdo de nitrogénio foi
realizada aproveitando ainda a biomassa flungica recuperada ap0s o tratamento,
nestas condi¢bes, o rendimento de etanol aumentou em 38,23%, mostrando a

viabilidade do processo e as vantagens econdémicas.

KARPE e colaboradores (2017) demonstraram a eficiente
biodegradacdo de biomassa residual proveniente de vinicolas a partir de um pré-
tratamento enzimatico associado ao um tratamento ultrassénico. O tratamento
ultrassénico com 0,5 M KOH, seguido pelo tratamento de enzimas mistas, rendeu a
maior degradacao de lignina, cerca de 13%. As atividades de celulase, p-glucosidase,
xilanase, lacase e lignina peroxidase de 77,9, 476, 5.390,5, 66,7 e 29.230,7 U/mL,
respectivamente, foram observadas durante a degradacdo da biomassa.
Adicionalmente foi identificada a produgé&o de compostos comercialmente importantes
como éacido galico, acido litocdlico, acido glicélico e acido lactico em quantidades
consideraveis. A combinacéo de pré-tratamento sonico e degradacdo enzimatica tem
o potencial de melhorar consideravelmente a quebra da biomassa agricola e produzir

compostos comercialmente Uteis em tempo notavelmente menor, em torno de <40 h.
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Vantagens do pré-tratamento enzimatico na melhora da
digestibilidade também sdo observadas em processos de compostagem, que
envolvem a biodegradacéao e transformacao de residuos agricolas ricos em materiais
lignocelulésicos em produtos de maior valor agregado, como substancias humicas
(WU et al.,, 2022). ABDELLAH e colaboradores (2021) observaram que o pré-
tratamento fungico de esterco suino aumentou os niveis de celulases e auxiliou na
etapa termofilica, que ocorreu em um menor pico de temperatura. Em outro trabalho,
0 uso de indcuos de actinomicetos termofilicos no pré-tratamento de esterco suino
modificou a comunidade de microorganismos do sistema e acelerou o processo de
degradacéo de celulose, hemicelulose e lignina, devido ao aumento da disponibilidade
de enzimas como xilanase, manganes peroxidase, lignina peroxidase e lacase. (WEI
et al., 2019)

Apesar dos bons resultados relacionados ao pré-tratamento
enzimatico, PLACIDO; CAPAREDA (2015) ressaltam a necessidade de melhorias no
processo de produgéo de enzimas, de forma a melhorar a viabilidade econdmica e
disponibilidade em larga escala para aplicacfes industriais. Tais problemas vém
sendo superados a partir do emprego de técnicas biotecnologicas baseadas em
manipulagéo genética, imobilizacdo enziméatica e formas alternativas de cultivo. Neste
contexto, a engenharia genética vem sendo amplamente explorada para o melhor
desenvolvimento de microrganismos e suas enzimas. Devido a riqueza de elementos
produzidos por microrganismos, a manipulacdo destes permite a maior producao de
enzimas, essa super expressao € bastante vantajosa para o uso industrial, gerando

linhagens superiores para aplicacdo em bioprocessos.

SONG e colaboradores (2020) empregaram técnicas de da
engenharia genética para a expressdo do gene Lac-2 de Pleurotus ostreatus, uma
espécie de fungo branco capaz de degradar lignina de forma eficiente, em Pichia
pastoris, afim de avaliar a degradacéo de estopa de milho. O sistema de expressao
de Pichia pastoris apresenta um historico de boa estabilidade altas taxas de expresséo
de proteinas recombinantes, que pode ser aumentada de 10-1000 vezes em
comparacao ao nivel de expressdo normal. A lacase recombinante X33-Lac-2 , ao
contrario da maioria das lacases conhecidas que demonstram maior estabilidade em

condi¢cdes mais neutras (pH entre 6,0 e 7,0), mostrou-se relativamente estavel em pH


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S004565352102107X#bib1
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S004565352102107X#bib103
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S004565352102107X#bib103
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entre 2,5 e 4,0. A X33-Lac-2 degradou lignina de forma bastante eficiente, em torno
de 18,36%, enquanto Pleurotus ostreatus sem modificacdo atingiu apenas 14,05% de
degradacdo. Adicionalmente, a X33-Lac-2 mostrou uma boa termoestabilidade,
mantendo niveis de atividade de 80% apds incubacdo por 30 min em temperaturas
entre 30 e 70 °C. A producdo de lacase por fungos em seu estado natural &
relativamente baixa acarretando no aumento de custos dos processos e dificultando
sua utilizacdo em grande escala enquanto enzimas manipuladas geneticamente
apresentam maior potencial de degradacdo. Portanto, O estudo reforca como a
manipulacdo génica é um grande aliado para o desenvolvimento de novos processos

baseados em enzimas.

SINITSYN e colaboradores (2016) empregaram técnicas de
engenharia genética para a otimizacao da a composicao do complexo enzimatico de
celulase de Penicillium verruculosum visando o aumento da capacidade hidrolitica
para futuras aplicacbes biotecnoldgicas. Para isso realizou-se combinacfes entre
endoglucanase IV (EGIV) de Trichoderma reesei, endoglucanase Il (EGIl) e
celobiohidrolase | (CBHI) de P. verruculosum, juntamente com 3-glucosidase (3-GLU)
de Aspergillus niger. A composicéo que resultou em melhores resultados foi de CBHI
23—-24%; CBHI 13-17%; CBHII 7— 10%; CBH Il 9-10%. A utilizacdo deste coquetel
enzimatico moldado aumentou a atividade enzimatica em 100% quando comparada

ao grupo controle.

Adicionalmente, o emprego de materiais de baixo custo para
producdo de enzimas lignocelulésicas vem apresentando resultados positivos e séo
cada vez mais explorados para inovacdes na area. Aguas residuais domésticas foram
utilizadas por LIBARDI et al., (2019) como meio de cultura alternativo para a producéo
de celulases. O trabalho fez se 0 uso de um sistema de biorreator de coluna de bolhas
sem imobilizagéo, a atividade méxima de celulase e produtividade a partir do processo
foram de de 31 U FP / mL e 645 U FP/mL.h, respectivamente. Ap0s varias etapas de
filtracdo,73,5% da celulase foi recuperada, os resultados demonstraram-se 6timos
guanto ao rendimento enzimatico e mostraram um potencial desenvolvimento de
bioprodutos através de fontes alternativas. O processo, além gerar bioprodutos em
niveis satisfatérios, € ambientalmente compativel, reduzindo a carga de poluentes de

efluentes aproximando- se do conceito de biorrefinaria.
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No mesmo sentido, residuos agricolas de baixo custo apresentam-se
como uma boa alternativa de substrato para a producdo enzimatica. Khanahmadi e
colaboradores investigaram o uso de farelo de trigo, sorgo, espiga de milho e farelo
de sojaem frascos para determinar o substrato adequado na otimizagéo
da fermentacdo de estado sélido pela Aspergillus niger. O trabalho teve como objetivo
final a producdo méaxima de xilanase. O melhor resultado (2919+174 U/g-IDW* a 48 h)
foi alcancado utilizando farelo de trigo com faixa de tamanho de particula de 0,3-0,6
mm, entretanto um ensaio posterior fazendo uso de bandeja, alcangou uma producao
de xilanase 2,5 vezes maior e 24 horas mais rapida (Khanahmadi et al., 2018). Perdani
e colaboradores também fizeram o uso de residuos lignocelulésicos como substrato
na fermentacdo, o trabalho teve como objetivo avaliar a extracdo de lacase
extracelular da fermentacdo em estado solido de Trametes versicolor. Os residuos
testados foram bagaco, talo de milho e casca de arroz. O melhor resultado se deu
com o uso de talo de milho pré-tratado por exploséo de vapor, obteve se 6.885 U/mL
de atividade lacase (Perdani et al., 2020). Avancos na valorizacdo dos residuos
agroindustriais, como por exemplo para a producdo de enzimas lignoceluloliticas sob
(SSF) sado muito vantajosos visto que o descarte incorreto desses materiais pode

acarretar em danos a saude e poluicdo ambiental (LEITE et al., 2021)

Outra técnica que também favorece a utilizagdo de enzimas e
microrganismos em bioprocessos industriais e biorrefinarias € a imobilizacao
enzimatica. Nessa técnica a enzima (ou microrganismo) € retida em uma superficie
duravel e é reutilizavel facilmente no substrato por repetidas vezes, sem que seu
rendimento seja significativamente afetado (MANISHA; YADAYV, 2017). A imobilizacao
pode ser realizada a partir de diferentes métodos como confinamento de matrizes
poliméricas, adsor¢cdo em materiais insollveis, ligacdo covalente e encapsulamento
de membrana (SOUZA et al., 2017).

INGLE e colaboradores (2017) avaliaram o tratamento enzimatico de
bagaco de cana de acucar utilizando celulase livres e imobilizadas em nano particulas
magnéticas. No primeiro ciclo de hidrolise, a enzima livre alcangou 78% de conversao
enquanto a enzima imobilizada 72%, entretanto a enzima imobilizada foi recuperada
e utilizada por mais dois ciclos hidroliticos, com taxa de conversdo de 68% e 52%

respectivamente. Os resultados demonstram a vantagem da técnica de imobilizacao


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/wheat-bran
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/corn-cobs
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/soybean-meal
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/soybean-meal
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/solid-state-fermentation
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/aspergillus-niger
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guanto a recuperacdo e reutilizagdo da enzima, sendo, portanto, uma técnica

vantajosa para processos de bioconversao.

Uma vez que a grande maioria dos microrganismos do ambiente ainda
ndo pode ser cultivada em laboratério, a diversidade de recursos genéticos pode ser
estudada e preservada por meio do emprego de técnicas de bioprospe¢édo. Neste
contexto, a metagendmica destaca-se se por promover uma analise ampla e
possibilitar uma a prospeccdo de enzimas em locais até entdo pouco explorados.
COLOMBO e colaboradores realizaram uma andlise metagendmica de materiais
lignocelulésicos decompostos naturalmente, provenientes de baga¢co de cana de
acucar e esterco de vaca na fase de compostagem termofilica. O sequenciamento
demonstrou o potencial para codificacdo de 34 enzimas pertencentes a 17 familias de
glicosil hidrolase, um terco das proteinas pertencem a familia GH3, que abrange
enzimas [-glucosidase conhecidas por serem importantes no processo de
desconstrucéo da celulose. Esses resultados positivos evidenciam o rico potencial de
obtencdo de novas enzimas e coquetéis enzimaticos de interesse biotecnoldgico a

partir de substratos residuais e pouco explorados. (COLOMBO et al., 2016)

Segundo LOPES (2018) coquetéis enzimaticos se caracterizam como
uma alternativa valiosa para o impulsionar os de processos que demandam de
tratamento enzimatico ja que o grande desafio para o uso de materiais lignocelulésicos
€ sua completa degradacao, fazendo se necessario varias enzimas trabalhando de
forma sinergética o que pode tornar o processo muito custoso. Logo o descobrimento
de novas enzimas e a combinacdo das mesmas podem apontar uma melhor

alternativa para a reducao de gastos.

Como apresentado anteriormente, diversos mecanismos possibilitam
a bioconversao de biomassa lignocelulésica e através desses processos a biomassa
pode originar produtos de alto valor agregado, dentre eles, produtos biotecnolégicos,
a figura 14 apresenta de forma esquematica algumas vias de conversdo associadas

ao resultado final apds a bioconverséao (DORTE, 2019).



Figura 15: Bioconversao de biomassa e produtos gerados apds o processo.

Fermentacao Pre Tratamento

FONTE: DORTE, 2019.
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6. CONCLUSAO

O rapido aumento da populacéo global assim como a maior demanda
e exploracdo de recursos naturais desencadeou a crescente geracao de residuos
sélidos. Dessa forma estratégias para reutilizar residuos gerados e obter produtos de
valor agregado séo vistos como uma forma de aliviar os danos ambientais causados
pela acdo humana. A reutilizacdo ambientalmente correta de biomassa residual,
principalmente através de tecnologias verdes, tem colaborado para mitigar os efeitos

negativos associados aos residuos gerados.

A producdo de biocompostos de alto valor agregado a partir de
biomassa residual integra de forma muito satisfatdria a economia circular. Os materiais
lignoceluloliticos presentes na biomassa apresentaram-se como um material
importante no desenvolvimento de novas moléculas através da bioconversao.
Entretanto sua biodegradacado eficiente ainda € o maior empecilho para uso, nesse
sentido o uso de enzimas lignoceluloliticas para o tratamento desse material € um

recurso importante e promissor.

As enzimas lignoceluloliticas promovem um eficiente desmonte da
estrutura lignocelulésica, favorecendo os processos de bioconversdo. Dentre as
vantagens apresentadas no uso de enzimas lignoceluloliticas para pré-tratamentos
pode-se destacar diminuicdo no tempo de processos, redugdao de consumo
energeético, reducdo na geracdo de compostos toxicos e a substituicdo de materiais
guimicos e sintéticos apresentando-se como uma alternativa mais sustentavel ao

desenvolvimento industrial.

Técnicas que promovem maiores producfes enzimaticas e custos
mais favoraveis podem impulsionar aplicacdo, assim ferramentas biotecnoldgicas
apresentam se como grandes aliadas. Apesar das dificuldades ainda encontradas, o
desenvolvimento enzimético mostra se como uma alternativa promissora contribuindo

para cadeias ciclicas de producéo e auxiliando para redu¢do no impacto ambiental.
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