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RESUMO

O agronegdcio do coco verde € responsavel pela geracdo de grande quantidade de residuos. A
vasta disponibilidade desses materiais, assim como, sua composic¢ao criou a necessidade e a
oportunidade de se tornarem uma fonte de matéria-prima para a producdo de insumos
biotecnologicos de alto valor agregado. O objetivo deste estudo foi potencializar, através de
fotobiomodulagdo, a hidrélise da biomassa lignoceluldsica. O consércio termo-celulolitico foi
coletado de uma leira de compostagem em fase ativa (65 a 70 °C), submetido a estresse
nutricional e efetuado o protocolo de irradiagéo de seis emissdes de radiagdo Laser em baixa
poténcia (A660 nm) ou LED (A632+2 nm) com intervalos de tempo de 12 hs. A quantificacdo
microbiana foi avaliada, apds irradiacdo, e comprovada resposta bioldgica significativa
estimulatoria nos consorcios bacterianos. As culturas irradiadas por LED, obtiveram uma
concentracdo celular superior as irradiadas por Laser, apresentando significancia de P < 0,0001
entre 0s grupos. Procedeu-se a inoculacao do consorcio irradiado por fontes de luz distintas em
caldo mineral com a biomassa residual pré-tratada (casca de coco verde) por NaOH 5% ou
KOH 5% e avaliados os acucares redutores totais (ART), concentracdo de glicose e xilose, ao
longo de 240 hs, assim como, as atividades metabolicas desenvolvidas. A quantificacdo de
ART, indica uma maior concentracdo nas amostras irradiadas e uma atividade metabdlica
superior no grupo LED de 143% em relacdo ao controle, nas primeiras 48 hs de incubacdo. A
concentracdo de glicose foi maior no grupo irradiado por LED, ao final de 48 hs, apresentando
uma atividade metabdlica no substrato pré-tratado por NaOH a 5%, de 294,9% superior, quando
comparado ao controle, indicativo de maior atividade advinda das reacGes bioguimicas em
cascata desencadeadas pela emissédo da radiacdo. As micrografias das fibras de coco ao final de
240 hs, demonstraram uma acdo microbiana mais eficaz nos grupos irradiados. A anélise da
atividade ligninolitica demonstrou que os emissores de luz Laser e LED aumentaram a
proliferacdo bacteriana, producéo proteica e atividade metabdlica antecipando e aumentando o
catabolismo do corante RBBR. Sendo a viabilidade econémica um fator preponderante na
producdo industrial, deverd se considerar a fotoestimulagdo como uma ferramenta
impulsionadora dos bioprocessos, direcionando a luz LED como promitente coadjuvada ao
baixo custo.

Palavras-chave: Biomassa lignoceluldsica, Hidrolise da casca de coco, Consoércio bacteriano,
Laser de Baixa Poténcia, LED, Fotoestimulag&o.



CRUGEIRA, Pedro Jorge Louro. Photostimulation of a thermo-cellulolytic bacterial
consortium for degradation of cellulose and hemicellulose from green coconut fibres, Federal
University of Bahia, Salvador, 20109.

ABSTRACT

The agribusiness of the green Coconut is responsible for the generation of large quantities of
waste. The wide availability of these materials, as well as their composition, leaded to both
need and opportunity for it to become a source of raw material to produce biotechnological
products of high added value. The aim of this study was to increase, through photostimulation,
the hydrolysis of lignocellulosic biomass. The Thermo-Cellulolytic consortium, in the active
phase (65 to 70 °C), was collected from a composting pile, was subjected to nutritional stress
and an irradiation protocol of six either Laser (A\660 nm) or LED (A632+2 nm) irradiations were
carried out at 12-h intervals. Microbial quantification carried out and showed a significant
stimulatory biological response in the bacterial consortia. The cultures irradiated by LED
showed a higher significant (p<0.0001) cell count when compared to those irradiated by
Laser. The inoculation of the consortium irradiated by distinct light sources in mineral broth
was proceeded with the residual biomass (green coconut bark) pretreated either by NaOH
5% or KOH 5% and evaluated the total reducing sugars (TRS), the concentrations of glucose
and xylose, over 240-h, metabolic activity was also studied. The quantification
of TRS, indicated higher concentration in the irradiated samples and a higher (143%) metabolic
activity was observed in the LED group in comparison to the control within the first 48-h of
incubation. The glucose concentration was higher in the group irradiated by LED at the end of
48-h, presenting a metabolic activity 294.9 % higher in the substrate pretreated by 5% NaOH
when compared to the control. This is indicative of greater biochemical activity triggered by
light radiation. The micrographs of the coconut fibers at the end of 240 hs showed a more
effective microbial action in the irradiated groups. The analysis of the ligninolytic activity
showed that, both Laser and LED light, increased the bacterial proliferation, protein production,
metabolic activity as evidenced by an early e increased catabolism of the RBBR dye. As
economic viability is a more important factor in industrial production our results prompts as to
conclude that LED photostimulation should be considered as a potential tool to optimize
bioprocesses at low cost.

Keywords: lignocellulosic biomass, hydrolysis of coconut husk, bacterial consortia, low power
Laser, LED, photostimulation.
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1. INTRODUCAO

O crescimento exponencial da populagéo e sua evolugdo concomitante com a exploracao
indiscriminada dos recursos naturais tende a culminar no cessamento das fontes ambientais.
Dessa forma, a exploracdo da biomassa residual apresenta-se como uma das alternativas viaveis
para a obtencdo de insumos biotecnoldgicos de valor comercial (VALENTE et al., 2009).

A busca incessante pela reciclagem e reutilizacdo dos residuos agroindustriais vem
desenvolvendo processos biotecnoldgicos de sua transformacdo em compostos e produtos de
valor agregado, participando de forma ativa na via sustentavel inerente a resolugdo dos
problemas decorrentes de seu acumulo e consequentes efeitos adversos na natureza, além de
poder tornar-se uma fonte economicamente rentavel (MENEZES et al., 2009).

A producao de coco tornou-se uma atividade de elevada relevancia na economia de mais
de 86 paises. Na Ameérica do Sul, o Brasil é responsavel por mais de 80% da sua producéo,
destacando-se também em éarea cultivada e produtividade. O Brasil é o quarto maior produtor
mundial (2,9 milhdes de toneladas do fruto em 2014), encontrando-se a maior parte das culturas
na regido Nordeste (FAO, 2014).

Os residuos de coco verde podem constituir uma valiosa fonte de matéria-prima para
obtencdo de compostos organicos estaveis de aplicacdo no solo, na alimentacdo animal e até
mesmo para a producdo de etanol de segunda geracdo. Para isso, torna-se necessario a
desobstrucdo dos dois grandes gargalos na obtencdo de agucares redutores: desagregacao da
lignina da hemicelulose/celulose e aumento da eficiéncia hidrolitica dos carboidratos associada
a viabilidade econdmica. Ou seja, desenvolvimento de bioprocessos sinergéticos estimulatérios
que permitam uma maior atividade lignocelulolitica (CUNHA et al, 2013).

A susceptibilidade hidrolitica da celulose é influenciada diretamente pelo grau de
cristalinidade das microfibrilas, existéncia de polimeros associados a sua matriz e microporos
existentes (ALBUQUERQUE, 2013).

As celulases, constituem um complexo capaz de atuar sobre materiais celuloliticos
promovendo sua hidrélise, sdo biocatalisadores altamente especificos que atuam em sinergia
para a liberacdo de agucares fermentesciveis (UEDA et al., 2010). No entanto, até 0 momento
poucos fungos e bactérias produzem altos niveis de enzimas capazes de degradar a biomassa
lignocelulésica extensivamente. Essas enzimas incluem as ativas em carboidratos e as
oxidativas de ligninas (CANTAREL et al., 2009).
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Estudos sobre a influéncia dos emissores Laser e LED de baixa poténcia em populagdes
microbianas vém sendo discutidos na literatura. Indicam resultados bioestimulantes ou
proliferativos, postulando que tais efeitos se devem as modificacdes geradas pelo aumento do
aporte energético provido pela radiacdo na cadeia respiratoria das bactérias (DIAS et al., 2009;
PEREIRA et al., 2014; CRUGEIRA, 2016; DOBROWOLSKI et al., 2017).

Um dos alvos das irradiages no espectro vermelho é o complexo citocromo C, quando
foto-excitado este complexo proteico aumenta sua capacidade de bombeamento de proétons e
consequente aumento da quantidade de ATP celular disponivel (KARU; 1998; KIPSHIDZE et
al., 2001; CRUGEIRA et al., 2018). Cromoforo que possui alvos intramoleculares capazes de
absorver luz, tais como os centros de cobre (ARGUELLO et al, 2013).

O cobre e 0 zinco sdo encontrados em centros metalicos de proteinas ou mesmo atuando
como co-fator enzimatico. Estes metais, principalmente o zinco, sdo abundantes nos
microrganismos e as metaloproteinas que os contém, comumente estdo associadas a eventos
transcricionais que desencadeiam o aumento do ndmero de bactérias dos grupos irradiados
(LATORRE et al., 2015).

A luz funciona basicamente como um “gatilho”, despontando respostas celulares,
reacOes primérias na cadeia respiratéria ou membrana celular, que se propagam através de
reacOes secundarias consecutivas no citoplasma e no nucleo das células, desencadeando um
processo em cascata. (KARU, 1999; CHAVANTES et al., 2009).

Neste estudo, pretende-se avaliar a capacidade catalitica do consorcio fotobiomodulado
por Laser ou LED de baixa poténcia no bioprocesso de degradacédo das fibras do coco verde e

comparar os efeitos dos emissores na atividade microbiana.
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2. OBJETIVO GERAL

- Avaliar o potencial da fotoestimulacdo de um consorcio bacteriano termo-celulolitico

em acelerar a degradacgédo da biomassa lignocelulosica residual de fibras de coco verde.

2.1 0BJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar por microscopia eletronica de varredura (MEV) os pré-tratamentos acidos e/ou
alcalinos aplicados ao residuo de casca de coco verde;

- Verificar o potencial de estimulacdo da radiacdo Laser de baixa poténcia ou LED em um

consorcio termo-celulolitico através da quantificacdo celular e anélise da resposta celular;

- Avaliar a resposta do consorcio bacteriano irradiado por Laser ou LED através da analise da
degradacéo do corante Azul Brilhante de Remazol-R e andlise da atividade metabdlica durante

0 processo catabélico;

- Estudar através da quantificacdo dos produtos da hidrélise e por anélise de MEV a influéncia

da fotoestimulacdo, comparando o desempenho dos emissores de luz Laser e LED.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1RESIDUOS DE COCO VERDE

A grande demanda de alimentos e produtos, gerados pelo crescimento populacional e
econémico, exercem sobre os sistemas produtivos a necessidade do aumento de producdo a fim
de suprir o crescente consumo. Simultaneamente, o aumento da geracdo dos residuos
domesticos requer uma reflexdo sobre a eficacia do processamento sustentavel versus
viabilidade econdmica (VALENTE et al., 2009).

Verificou-se nas Ultimas décadas uma busca incessante pela reciclagem e reutilizagédo
dos residuos agroindustriais, desenvolvendo-se processos de sua transformacdo em compostos
e produtos de valor agregado. A utilizacdo de biomassa lignoceluldsica residual como substrato
em bioprocessos, despertou uma nova via sustentavel para os problemas decorrentes de seu
acumulo e consequentes efeitos adversos na natureza, além de poder tornar-se economicamente
rentavel (MENEZES et al., 2009).

A producdo de coco tornou-se uma atividade de elevada relevancia na economia de mais
de 86 paises. O Brasil é o quarto maior produtor de coco mundial, com uma producdo de cerca
de 2,9 milhdes de toneladas do fruto em 2014, em uma area colhida de 250 mil ha de coqueiros
tabela 1. A maior parte da cultura encontra-se na regiao Nordeste e boa parte da area cultivada
é destinada a producédo de agua de coco proveniente do coco verde. Considerando a regido da
América do Sul, o Brasil é responsavel por mais de 80% da producdo do coco, destacando-se
também em area cultivada e produtividade (FAO, 2014).

A tendéncia € o aumento da producdo e de sua produtividade, visto o incremento
tecnoldgico na conducdo e manejo dos coqueirais em quesitos como adubacdo, sistemas
intensivos, e, principalmente, o avanco da fronteira agricola com cultivo de coqueiros do tipo
ando e hibridos (MARTINS; JESUS JUNIOR, 2011).

O expressivo aumento do consumo de agua de coco, tornou-se um dos grandes
propulsionadores na geracao de residuos, com um tempo de decomposi¢édo de ate oito anos, em
condig¢des ambientais normais, devido a grande porcentagem de lignina e celulose que conferem
a esse substrato uma grande durabilidade, o que gera um problema ambiental (MATTOS et al.,
2011).
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Tabela 1 — Producdo mundial de coco, area colhid/producédo em 2007; 2014 e projecao para 2017.

Area colhida (ha) Quantidade produzida (toneladas)

EEERE I 2U oo my
Indonésia 2.900.000 3.025.000 4,3 19.625.000 18.300.000 -6,8 17.759.890
Filipinas 3.359.777 3.502.011 4,2 14.852.900 14.696.298 -1,1 14.629.689
india 1.940.000 2.140.000 10,3 10.894.000 11.078.873 1,7 11.159.062
Brasil 283.205 250.554 -11,5 2.831.004 2.919.110 31 2.677.817
Sri Lanca 394.840 394.836 -0,0 2.180.440 2.395.266 99 2.493.696
Vietnd 119.300 139.236 16,7 1.034.900 1.374.404 32,8 1.552.106
Papua Nova Guiné 260.000 211.826 -18,5 1.424.000 1.168.768 -17,9 1.073.902
México 171.000 176.487 3,2 1.167.000 1.168.176 01 1.168.680
Taildndia 255.697 207.126 -19,0 1.721.640 1.000.320 -41,9 792.648
Outros 1.835.069 1.924.876 4.9 6.493.947 6.718.232 3,5 6.816.710
Total mundial 11.518.888 11.971.952 3,9 62.224.831 60.819.447 -2,3 60.124.200

Fonte: FAO, (2014).

Volumes significativos e crescentes de residuos do coco sdo depositados e expostos ao
meio ambiente tornando-se um foco para a proliferacdo de patologias, atraindo vetores, entre
eles, ratos e insetos como o0 mosquito Aedes aegypti. Além disso, sdo usualmente descartados,
em lix0es e aterros sanitarios, provocando impactos sobre a qualidade do ar, do solo e da agua
através da mistura com os residuos pré-existentes que interagem quimica e biologicamente
como um reator (ROSA et al. 2002). O descarte deve obedecer a lei federal n® 12.305/2010, que
institui a politica nacional de residuos sélidos (PNRS), estabelecendo uma ordem de prioridade
na gestdo e gerenciamento de residuos, ndo geracdo, reducdo, reutilizacdo, reciclagem
tratamento dos residuos sélidos e disposicao final ambientalmente adequada dos rejeitos.

No entanto, os residuos do coco verde podem constituir uma valiosa fonte de matéria-
prima para obtencdo de compostos organicos estaveis de aplicacdo no solo, para alimentacdo
animal e até mesmo para a producdo de etanol de segunda geracdo. Mas torna-se de extrema
importancia, que se consiga obter uma hidrdlise mais eficiente e vidvel dos carboidratos
complexos que constituem os residuos de coco (ALBUQUERQUE, 2013).

3.2 BIOMASSA LIGNOCELULOSICA DA CASCA DE COCO VERDE

A biomassa vegetal é um dos constituintes mais abundantes em nosso planeta, embora
0 reaproveitamento de sua massa residual ndo seja uma realidade vivenciada na atualidade.

O Brasil possui uma producdo agroindustrial que se destaca no cenario mundial,
criando-se um ambiente favoravel para o avancgo do reaproveitamento da biomassa como fonte

renovavel de matéria-prima. Atualmente o Brasil produz cerca de 330 milhdes/ano de toneladas
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de residuos agroindustriais (RAMBO et al., 2015). Segundo a Organizacao das Nac¢Ges Unidas
para a Alimentacdo e a Agricultura, (2015) o Brasil é o segundo maior exportador de alimentos,
o0 décimo maior gerador de bioenergia em relacdo a matriz energética renovavel e 0 nono maior
exportador de produtos florestais, o que leva a uma grande disponibilidade de biomassa
lignocelulolitica residual para aplicacGes biotecnoldgicas.

As possibilidades e diversidade de produtos gerados a partir da biomassa residual é
imensa, maiores investimentos impulsionariam o crescimento de varias areas, tais como,

industriais quimicas, alcoolquimica, producao de bioplasticos verdes, entre outros (Figura 1).

[ Biomassa Lignocelulésica ]

v | v

[ Celulose ] [ Hemicelulose ] [ Lignina ] { Outros: dleos, ]

I extrativos, etc.
¥ ¢
[ Biocombustiveis Insumaos Ciéncia de Combustwel l’rodutos com
qLIII"l"lICOS materiais sélido valor agregado

"

[F:ll’rfural ] [ Acido Id;vullcu ] [Cetonas ,[ Ac;I::Ios ] [ Co\:ue ] m | Outros I

v Y

St

[ 5-hidroximetilfurfural ] [Alcoéis] [ Glicois ] [ Aromiticos, alcanos, etc. ]

Figura 1. Aplicagdes dos componentes provenientes da biomassa lignocelulésica.
Fonte: SUN et al., 2011.

A biomassa lignoceluldsica é formada essencialmente por trés constituintes organicos:
celulose, hemicelulose e lignina, cuja composicao depende ndo apenas do tipo de vegetal, mas
também das condicdes de crescimento, da fracdo da planta selecionada e do periodo de colheita.
Estes componentes formam uma estrutura rigida e complexa constituindo a parede celular
vegetal e representam cerca de 90 % da biomassa de carbono disponivel na biosfera. Estruturas
fibrilares de celulose encontram-se recobertas por uma matriz composta de hemicelulose e por
redes poliméricas tridimensionais formadas por unidades de fenilpropano interligadas, a
lignina, cuja funcgdo estrutural é de agir como barreira natural a degradacdo enzimatica e/ou
microbiana (ALBUQUERQUE, 2013).

A Celulose é um homopolissacarideo linear constituido por moléculas de glicose unidas
entre si por ligagoes glicosidicas do tipo f-(1—4), € um dos principais constituintes da biomassa

vegetal, molécula mais abundante na natureza, com alto grau de polimerizacéao e elevado peso
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molecular, principalmente em sua forma cristalina que confere alta resisténcia ao rompimento
de suas ligacGes por substancias quimicas e agentes fisicos (FARINAS, 2011).

Sua estrutura linear, conferida pelas ligacdes glicosidicas possibilita a unido das cadeias
de celulose pelas ligacbes de hidrogénio, intra e intermoleculares, em toda a sua extenséo,
formando assim, camadas de polimeros, designadas por microfibrilas, podendo ter uma
espessura de 5 a 12 nm. As microfibrilas apresentam regides altamente compactas (cristalinas)
e areas menos ordenadas (amorfas), onde as fibras apresentam maior distancia entre si. O grau
de cristalinidade destas microfibrilas, a existéncia de outros polimeros associados a matriz
celulésica, e por outro lado, os microporos encontrados sdo de extrema importancia, pois
influenciam na susceptibilidade de hidrolise da molécula através das enzimas microbianas
(ALBUQUERQUE, 2013).

A celulose encontra-se ligada a um heteropolissacarideo de baixo peso molecular, a
hemicelulose. Sua cadeia é formada por agucares curtos, linear e altamente ramificados, que se
ligam coesamente entre si e as microfibrilas de celulose, cobrindo-as e mantendo as ligagdes
cruzadas, via pontes de hidrogénio, em uma rede complexa. S&o geralmente classificadas de
acordo com o residuo de acucar principal no esqueleto, como por exemplo, xilanas, mananas e
glucanas (OGEDA; PETRI, 2010).

Dependendo da espécie da planta, estagio de desenvolvimento e tipo de tecido, vérias
subclasses de hemiceluloses podem ser encontradas, como glucuronoxilanas, arabinoxilanas,
mananas lineares, glicomananas, galactomananas, galactoglicomananas, p-glucanas e
xiloglucanas. Arabinoxilanas, glucuronoxilanas, xiloglucanas e mananas lineares sdo pouco
hidratadas, com excecdo das mananas lineares, que servem como componente de armaze-
namento de sementes, estabilizam a parede celular através de intera¢cdes de hidrogénio com a
celulose e ligagbes covalentes com a lignina. As xiloglucanas sdo as mais abundantes,
encontradas na maioria das eudicotileddneas. Os glucuronoarabinoxilanos ocorrem em maior
proporcdo em paredes celulares de gramineas (familia Poaceae) e os mananos sdo de ampla
ocorréncia, mas geralmente aparecem em baixa propor¢édo (BUCKERIDGE, 2010).

Presume-se que as hemiceluloses tenham acéo ativa na regulagdo da elongagéo e
alteracdo da parede, e que as interagdes entre hemiceluloses e as microfibrilas de celulose sejam
mais fortes do que as interacdes entre as hemiceluloses e ligninas (REN et al., 2016).

Outro constituinte da parede celular € a lignina, encontra-se associada a celulose e a
hemicelulose, conferindo a planta rigidez, impermeabilidade e resisténcia a ataques
microbianos e mecanicos aos tecidos vegetais. Principal fonte de carbono aromatico na biosfera,

macromolécula de alto peso molecular e estrutura irregular constituida de unidades de
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fenilpropano. Os diferentes tipos de acoplamento entre os precursores dao origem a varios tipos
de ligac@es entre as unidades fenilpropano. A lignina apresenta um esqueleto basico de quatro
ou mais unidades de fenilpropano por molécula substituida. Esses monémeros que formam a
lignina sdo denominados alcodis que sdo diferenciados entre si pelas substituicbes que
apresentam no anel aromaético (&lcool cumaérico, alcool coniferilico e alcool sinapilico). A
estrutura da lignina é bastante complexa e ainda ndo conhecida completamente. A distribuico
e proporcdo destes mondmeros obedecem a origem filogénica de cada vegetal variando entre
as diferentes espécies de plantas e a razao entre elas tem sido usada como proposito taxonémico
(SANCHEZ,2009).

Devido as ligagOes quimicas fortes entre as interunidades de fenilpropandides e por se
caracterizar por uma macromolécula heterogénea, a lignina € dificil de ser clivada por enzimas
hidroliticas. ~ No entanto, ao longo da evolucdo, alguns microrganismos como 0s
Agaricomycetes desenvolveram enzimas, lignina peroxidase, manganés peroxidase e lacase,
capazes de degradar substancialmente a lignina. Também, alguns Ascomycetes, especialmente
da ordem Xylariales, desenvolveram a capacidade de degradar a lignina até certo grau
(MORGENSTERN et al., 2008).

Bismark et al. (2001) descreve a constituigdo da parede celular da biomassa residual da
casca de coco verde, com um teor de celulose de 36-43 %, de lignina em torno de 41-45 % e de
hemicelulose 0,15-0,25%. Sua composicdo sugere que Se recorra a processos fisico-quimicos
para facilitar o processo de deslignificacdo, remocao da hemicelulose, reducdo da cristalinidade
da celulose e aumento da porosidade do material, aumentando assim, a suscetibilidade
enzimatica da celulose (CARDONA et al., 2010).

3.3 PRE-TRATAMENTO DA BIOMASSA RESIDUAL LIGNOCELULOSICA

O processo de hidrélise da celulose em glicose, através da acdo enzimatica possui uma
taxa de rendimento muito baixa, devido a sua estrutura altamente cristalina que dificulta o
acesso do substrato aos sitios ativos, potencializado pela capacidade restringidora da lignina ao
a superficie celulosica, para além das celulases adsorverem as ligninas fisicamente. Por essa
razdo, torna-se necessario a elaboracdo de uma etapa de pré-tratamento com o objetivo de
separar a matriz de lignina, reduzir a cristalinidade da celulose, aumentar a sua fragdo amorfa e
solubilizar a hemicelulose (SARKAR et al., 2012).
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Segundo Morais (2010), sem o pré-tratamento, a acdo das enzimas é lenta e com
rendimentos inferiores a 20%, mas a insercdo de uma etapa de pré-tratamento resulta em
rendimentos superiores a 80%.

A avaliacdo da eficacia do pré-tratamento baseia-se em funcdo do rendimento,
seletividade, funcionalidade e viabilidade econdmica. Objetiva-se a diminui¢do do grau de
polimerizacdo das moléculas de celulose, de forma a tornarem-se acessiveis ao processo de
hidrolise, reduzindo a degradacdo ou perda de carboidratos, formacdo de subprodutos
inibitdrios e alcancar um baixo custo (CHATUVERDI; VERMA, 2013).

Os inibidores formados como subprodutos no pré-tratamento podem ser classificados
em trés categorias: derivados furanicos (furfural e 5- hidroximetilfurfural), &cidos orgéanicos
fracos (acido acético e outros) e derivados fenodlicos, conforme esquema da Figura 2. Suas
concentracdes e compostos toxicos formados dependerdo da matéria-prima utilizada e das

condigdes operacionais empregadas (OGEDA,; PETRI, 2010).
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Figura 2. Subprodutos inibitérios provenientes do processo de pré-tratamento.
Fonte: RABELO, (2010).

Os inibidores gerados nos processos de pré-tratamento, devem ser removidos antes da
etapa subsequente de hidrolise da biomassa, evitando assim, que a obtengdo de agucares seja
prejudicada. Existem varios métodos estudados para realizar a remog&o desses inibidores como
0 uso de &cidos e bases, troca i0nica, evaporagdo, entre outros. A forma mais simples e mais
utilizada é a lavagem com agua. E uma etapa essencial para que a hidrélise da celulose néo seja
comprometida (CHUNDAWAT et al., 2007).

Segundo Zhang et al. (2004), o pré-tratamento € uma das prioridades para que se obtenha

um bom rendimento no processamento da biomassa lignocelulésica residual em agucares e



24

consequentemente uma geracdo de produtos competitivos no mercado como o etanol de
segunda geracao.

Existem diversos processos de pré-tratamento disponiveis, realizados por métodos
fisicos, quimicos, bioldgicos e por combinacdes entres eles.

Os meios quimicos sdo bastante utilizados, na sua maioria representam um baixo custo.
Diferem entre si, pela acdo dos reagentes quimicos, bem como dos mecanismos responsaveis
pelas modificacdes estruturais e quimicas da parede celular, que resultam em uma melhor
acessibilidade da enzima e rendimentos maiores. Os pré-tratamentos acidos proporcionam a
hidrélise da hemicelulose e a formacdo de uma fracdo sélida rica em celulose e lignina,
enquanto que os pré-tratamentos basicos promovem a deslignificacdo e uma remocéo diminuta
da hemicelulose. Ja os pré-tratamentos oxidativos contemplam a remocdo dos dois
componentes supracitados por oxidacdo da estrutura (CHEN et al., 2011).

Os pré-tratamentos com reagentes acidos necessitam de equipamentos especiais por
serem corrosivos, téxicos nas concentracGes utilizadas e liberam vérios inibidores da
fermentacdo, o que torna o processo mais oneroso. Requererem uma etapa adicional para
neutralizar a biomassa e eliminar os inibidores formados, no termino do processo (BEHERA et
al., 2014).

Sabendo da existéncia de uma vasta gama de métodos de pré-tratamento e que todos 0s
processos tém as suas vantagens e desvantagens a sua determinacdo depende do material a ser

tratado e da finalidade a que se propde.

3.3.1 PRE-TRATAMENTO ALCALINO

Os pré-tratamentos alcalinos tém a capacidade de eliminar a fracdo de lignina da
biomassa lignoceluldsica, melhorando a acessibilidade aos polissacarideos e a remoc¢do de
grupos acetila e outros substituintes da fracdo de hemicelulose (MOOD et al., 2013). Esses pré-
tratamentos permitem uma menor degradacéo de aclcares e formacao de derivados do furano
guando comparados a pré- tratamentos térmicos e acidos (CHEN et al., 2011).

Estudos elaborados por Rocha et al. (2012) de deslignificacdo do bagago de cana-de-
agucar, demonstraram que o pré-tratamento em meio alcalino com hidroxido de sédio a 100 °C
por 1 hora permitiu a remocao de até 92,7 % da fracao de lignina.

Oliveira et al. (2010) estudou o pré-tratamento alcalino utilizando NaOH (1%) a 100°C

por 60 min, obtendo o resultado de 80,0% de deslignificacdo da palha da cana-de-agucar.
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Nascimento (2011) ao utilizar o substrato de baga¢o de cana-de-agcar com NaOH a 7% por
30 min a 120°C, obteve a deslignificacdo do material em 95% de biomassa.

Gongalves (2014) realizou o pré-tratamento alcalino do coco maduro com NaOH em
varias condicdes, atingindo a melhor conversao celulosica de 90,72% apds 96 h de hidrolise
enzimaética, utilizando as condi¢des de pré-tratamento de 2,5 (v/v) de NaOH, 180 °C por 30
min. Nascimento (2016) avaliou a conversdo celuldsica do coco verde apds ser pré-tratado nas
condicdes de 0,5 % (p/v) de NaOH, 121 °C por 30 min, atingindo um rendimento de hidrélise
enzimaética de 26,75 %.

O pré-tratamento com agentes alcalinos pode apresentar a desacetilagdo parcial da
hemicelulose, gerando acido acético em solucdo. No entanto, dependendo das condicdes de
tratamento como temperatura, concentracdo, tempo e do agente utilizado, obtém-se bons
rendimentos, geralmente 0 NaOH e KOH s&o preferidos (PENG et al., 2012).

Os agentes quimicos também podem ser associados aos processos fisicos, tais como
incremento de temperatura ou pressao, processos de descompressao rapida, uso de ultrassom,
entre outros, com o objetivo de aumentar a area superficial do material lignocelulolitico e
aumentar a acessibilidade com o intuito de melhorar a eficicia da hidrolise da biomassa
(RODRIGUES et al., 2016).

3.4 HIDROLISE DE MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

O objetivo primordial da hidrdlise da biomassa lignoceluldsica é a conversdo em
agucares gque possam ser utilizados na elaboracao de varios bioprodutos, podendo ser realizada
de uma forma direta ou combinada com diversos pré-tratamentos.

Os métodos frequentemente utilizados na clivagem dos materiais celulésicos sdo a
hidrolise &cida e a hidrolise enzimatica do material pré-tratado. Em qualquer destes métodos
existem varios modos de operacdo. A escolha do método deve-se basear em varias
consideracOes, sendo de extrema importancia a especificidade do produto, o objetivo final a
que se propdem e o fator econémico da execucao do processo. Por outro lado, é consenso que
o material deve ser antes processado mecanicamente, quebrado ou moido, com o objetivo de
aumentar a area superficial (LJUNGDAHL; ERIKSSON, 2012).

A clivagem de materiais lignoceluldsicos através da acdo enzimatica apresenta-se ainda
COmMO um processo oneroso, sendo considerado um gargalo na producdo de bioetanol, devido
ao elevado custo de producédo das enzimas (KLEIN-MARCUSCHAMER et al., 2012).
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Nesse sentido, tém sido realizadas pesquisas por ferramentas que estimulem e otimizem
0s metabolismos enziméaticos na degradacdo da biomassa e consequente obtencdo de
bioprodutos de forma incessante, com forte incidéncia na engenharia genética de proteinas, na
identificacdo de novas enzimas e na otimizacdo do sinergismo dessas enzimas selecionadas
(NASCIMENTO et al.,2009).

Uma das vantagens da hidrélise enzimatica em relacéo a hidrélise quimica, é a elevada
especificidade, ndo permitindo que as reacdes secundarias ocorram. A hidrélise enzimatica
adota uma estratégia que promove reacgdes especificas tentando trazer o méximo de eficacia, no
entanto, o ataque enzimatico é um processo lento. Além disso, a biocatélise € mais sensivel a
acao dos inibidores de reacdo requerendo uma tecnologia mais complexa (BUCKERIDGE;
GOLDMAN, 2011). A hidrolise enzimatica realiza-se em condi¢Ges brandas, como
temperaturas préximas de 50 °C, pH na faixa 4,5 — 6,0 e operacdo na pressdo atmosférica
(RABELO et al., 2011).

Usualmente para potencializar a hidrolise enzimatica da celulose sdo realizadas
operacdes de pré-tratamento para deslignificar a biomassa residual e expor a celulose e
hemicelulose ao ataque enziméatico (SUN; CHENG, 2002). As celulases adsorvem sobre as
ligninas, impedindo o intumescimento das fibras de celulose, como se verifica no T. reesei,
aminoéacidos hidrofébicos expostos na superficie das celulases podem interagir com a superficie
hidrofobica da lignina e causar inativacdo da enzima durante a hidrolise, reduzindo a eficiéncia
do processo catalitico (PACK et al., 1998).

3.4.1 ENZIMAS CELULOLITICAS

As enzimas exercem a funcdo de catalizadores das reacdes que complem as vias
catabolicas e anabolicas do metabolismo celular ativo. Esses biocatalizadores s&o moléculas
proteicas, com poder catalitico associado a sua conformacdo nativa, a qual depende de
condicGes especificas de pH, temperatura e forca iénica do meio (MADIGAN et al., 2016). Em
condi¢cdes ambientais dispares de seus parametros 6timos, pode ocorrer a desnaturacdo da
biomolécula e alteracdo da sua estrutura nativa, frequentemente irreversivel, acompanhada de
perda de sua atividade catalitica.

Na natureza bactérias e fungos secretam enzimas que degradam 0S compostos
lignocelulosicos das paredes celulares vegetais de forma sinergética. As bactérias participam
na decomposicdo da matéria organica e no processo de hidrolise da biomassa lignoceluldsica

promovendo a ciclagem de nutrientes, em transformacgdes bioquimicas especificas como
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nitrificacdo e desnitrificacdo, na fixacao bioldgica de nitrogénio, na producéo de substancias de
crescimento e metabolitos bioativos. A capacidade de secretar quantidades viaveis de enzimas
extracelulares, como as celulases, € uma caracteristica de microrganismos especificos e
somente algumas cepas tém essa faculdade (YU et al., 2007).

As celulases, constituem um complexo capaz de atuar sobre materiais celuloliticos
promovendo sua hidrdlise, sdo biocatalisadores altamente especificos que atuam em sinergia
para a liberacdo de acUcares fermentesciveis (UEDA et al., 2010).

No entanto, até 0 momento poucos fungos e bactérias produzem altos niveis de enzimas
capazes de degradar a biomassa lignoceluldsica extensivamente. Essas enzimas incluem as
ativas em carboidratos e as oxidativas de ligninas (CANTAREL et al., 2009).

Bactérias pertencentes aos géneros Clostridium, Cellulomonas, Bacillus,
Thermomonospora, Ruminococcus, Bacteriodes, Erwinia, Acetovibrio, Microbispora, e
Streptomyces podem produzir celulases de forma efetiva (SADHU; MAITI, 2013). Fungos
como Sclerotium rolfsii, Phanerochaete chrysosporium e espécies como Trichoderma,
Aspergillus, Schizophyllum e Penicilium também sdo usados para produzir celulases
(SANCHEZ, 2009). Cepas mutantes de Trichoderma sp. (T. viride, T. reesei, T.
longibrachiatum) h& muito sdo considerados 0s organismos mais produtivos e 0s mais
poderosos na degradacao da celulose cristalina (ZHOU et al., 2008).

As enzimas do complexo celulolitico sdo hidrolases que clivam ligacbes glicosidicas,
sua classificacdo, de acordo com o local de atuacdo no substrato, segundo os critérios
estabelecidos pela International Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUBM) divide-
as em trés grandes classes: as endo-1,4-B-D-glucanases (EC 3.2.1.3/EC 3.2.1.4) ou
endoglucanases, hidrolisam ligagdes B-1,4 intramoleculares da cadeia de celulose acessivel
aleatoriamente para produzir novas extremidades; as exo-1,4-B-D-glucanases (EC 3.2.1.91),
exoglucanases ou celobiohidrolases (CBH), atuam progressivamente na clivagem de cadeias
de celulose nas extremidades para libertar oligossacarideos, dentre estes, unidades de celobiose
solvel; e por ultimo as 1,4-B-D-glucosidases (EC 3.2.1.21) ou celobiases, hidrolisam a
celobiose, liberando duas unidades de glicose a fim de eliminar a inibicdo por celobiose
(ANDERSEN, 2007).

As endoglucanases atuam randomicamente nas regides amorfas da celulose e de seus
derivados, hidrélisando ligagdes glicosidicas $-(1,4), promovendo uma mudanca rapida no grau
de polimerizacdo, disponibilizando terminais redutores e ndo redutores para a atuacdo das
exoglucanases (celobiohidrolases), estas liberam D-celobiose, substrato para as [B-D-

glucosidases que catalisam a liberacdo de unidades monoméricas de D-glicose. As



28

celobiohidrolases sdo classificadas em dois subgrupos: um ataca os terminais redutores das
moléculas de celulose (CBH 1) e o outro ataca os terminais ndo redutores (CBH 1) (WYMAN
et al. 2005).

Embora a B-glicosidase participe da sacarificacdo da celulose, ndo é uma celulase estrita,
pois hidrolisa ligacBes glicosidicas de oligossacarideos sollveis e/ou celobiose, ndo atuando
diretamente na celulose insolivel (RABELO, 2010).

A arquitetura molecular das glucanases é de extrema importancia nas respectivas
atividades cataliticas, na sua maioria sdo proteinas modulares compostas por duas regies
distintas, possuindo um dominio de ligacdo ao substrato (CBD), que tem a fung&o de aproximar
0 nucleo catalitico da superficie da celulose, e um dominio catalitico (DC), que abriga o sitio
ativo (JORGENSEN et al., 2007). Estas regides estdo unidas por uma cadeia polipeptidica
flexivel denominada de regido ligante. O sitio ativo efetua a hidrélise das ligacGes glicosidicas
da celulose e é diferente para cada classe de celulase, permitindo a hidrélise de ligacbes
localizadas em regides distintas do substrato, como ligagOes internas e ligacOes terminais
(MARTINS, 2005). O dominio catalitico das endoglucanases estdo expostos para fora da
enzima e apresenta uma estrutura em forma de fenda ou rachadura (Figura 3A), enquanto nas
celobiohidrolases verifica-se uma estrutura em forma de um tunel. No caso da CBHI do T.
reesei, um tnel de 50 A de comprimento e 10 sitios ligantes de celulose garantem a sua
permanéncia no dominio catalitico (Figura 3B) (HENRIKSSON et al., 1996).

Para que o processo de hidrdlise da macromolécula de celulose apresente um maior
rendimento de catalise é necessario a complementacdo e acdo sinérgica do complexo
celulolitico (VARNAI et al., 2010).

Celobiose

Figura 3. (A) Representacdo do sitio ativo (SA) de uma endoglucanase; (B) Representagdo do sitio ativo
(SA) e do dominio de ligagéo ao substrato da CBH | de T. reesei.
Fonte: MONTE, (2009).
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3.4.2 SINERGISMO ENZIMATICO

Embora varios dominios cataliticos individuais evidenciem atividade mensuravel para
a celulose, suas atividades sdo bastante reduzidas. Por conta prépria, eles seriam catalisadores
pobres para a hidrdlise da biomassa lignocelulolitica.

No meio ambiente, dois mecanismos de acdo catalitica favorecem o desempenho e
eficacia da atividade enzimatica. No primeiro, varias classes de celulases sdo expressas de

forma coordenada, produzindo um aumento sinergético da sua atividade (Figura 4).
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Figura 4. Modelos de sinergia entre endoglucanases e exoglucanes na hidrélise de celulose. (A)
degradacdo das regides amorfas pela endoglucanase produzindo extremidades redutoras e ndo
redutoras, aumentando a reatividade das exoglucanases; (B) atividade da exoglucanase expde regides
internas amorfas, liberando sitios adicionais para a atividade da endoglucanase.

Fonte: CUNHA et al., 2013.

Embora ndo esteja esquematizado na Figura acima, a presenga da B-glicosidase é
fundamental para que ndo ocorra inibigdo pelo produto formado pela atividade catalitica da
exoglucanase (WILSON, 2008).

No segundo mecanismo de acdo, dominios cataliticos estdo ligados covalentemente ou
ndo covalentemente a CBDs, que localizam a atividade enzimatica para os substratos
celulosicos, permitindo maltiplas rondas de hidrolise. Em bactérias aerdbias e fungos, isto é
conseguido por fusdo direta do CBD de codificacdo e sequéncias de codificacdo do dominio
catalitico em genes de celulase (Figura 5). Além de melhorar a atividade por ligagéo a superficie
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do substrato, estes dominios de ligacdo podem aumentar diretamente a atividade, fornecendo
integridade estrutural ao dominio catalitico (BORASTON et al., 2004).
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Figura 5. Esquema de estratégia microbiana da hidrélise da celulose, ndo celuléssomica. Utilizado por
bactérias aerdbias e fungos. Fusdo dos dominios cataliticos de celulase aos CBDs, localiza a atividade
enzimatica na superficie da celulose.

Fonte: CUNHA et al., 2013.

Em bactérias anaerdbicas, particularmente no género Clostridium, € utilizada uma
estratégia que incorpora ambos 0os mecanismos de acdo enzimatica supracitados. Estando os
dominios cataliticos encadeados de forma ndo covalente por “andaimes” moleculares na
superficie da célula, formando complexos multi-enziméticos (celulossoma) estaveis que
agregam as enzimas celuloliticas, agindo de forma simbidntica (ANDERSEN, 2007).

Varios estudos tém sido realizados a partir de diferentes espécies de Clostridium,
incluindo C. thermocellum, C. cellulolyticum, C. cellulovorans e C. josui, com o objetivo de
elucidar a hidrolise enzimética conduzida pelo complexo enzimatico celulossoma (DEMAIN
et al., 2005).

Uma outra estratégia de sinergismo enzimatico pode ocorrer quando as celulases sdo
provenientes de microrganismos diferentes, designado por sinergismo cruzado. Estes sistemas
revelam-se de extrema importancia quando o indice de cristalinidade da celulose é elevado e
quando as celulases oriundas de apenas um Unico microrganismo podem ser incapazes de obter
uma degradacdo eficiente da celulose. Neste estudo utilizou-se um consorcio de
microrganismos fotoestimulados, de forma a obtermos um mecanismo de sinergia cruzada e

consequentemente otimizar a hidrélise enzimatica (GAN et al., 2003).

3.5 CARACTERISTICAS DA RADIACAO LASER E LED

A luz ¢é objeto do fendmeno ondulatério, constituido por particulas de energia

eletromagnética, os fotons. As ondas eletromagnéticas séo caracterizadas, de forma geral, por
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sua frequéncia, comprimento de onda e energia (NUNEZ et al., 2012).

O termo Laser ¢ um acronimo para “Light Amplification by emission of radiation”,
significa amplificacdo da luz por emissdo estimulada de radiacdo. Fonte de radiacdo nédo
ionizante, altamente concentrada, que em contato com diferentes tecidos resulta, de acordo com
o tipo de Laser, em efeitos térmicos, fotoquimicos e ndo lineares (PINHEIRO, 1998).

Os Laseres apresentam caracteristicas especiais que os diferem de outras fontes de luz,
como monocromaticidade, emissdo de uma onda eletromagnética de um Gnico comprimento de
onda; colimacdo, ou seja, ondas eletromagnéticas sao emitidas em uma unica direcéo e paralelas
entre si, favorecendo a transmissdo de uma grande quantidade de energia a seu alvo; e por
ultimo, coeréncia temporal e espacial, que caracteriza a sincronia das ondas eletromagnéticas.
Em alguns equipamentos as ondas eletromagnéticas podem ser polarizadas, orientadas em um
unico plano (BAGNATO; PAOLILLO, 2014).

O comprimento de onda € de extrema importancia na interacdo da radiacdo Laser com
a matéria, provocando interacdes e eventos celulares diferenciados. A propagacéao da luz no seu
alvo depende da homogeneidade das estruturas e das suas propriedades. Tais fatores, sdo
influenciados e determinados pela composicdo bioquimica das estruturas moleculares e
condicBes fisio-bioldgicas das células alvo. Essas interagdes e as composicOes Opticas dos
diversos meios celulares determinam a distribuicdo da luz incidente, sendo um fator
preponderante e de relevancia na geracéo da resposta bioldgica (FUKUDA et al., 2010).

Os efeitos do Laser foram divididos em dois grupos por Karu (1987), o primeiro como
efeito primario ou direto (bioquimico, bioelétrico e bioenergético), o segundo, efeito secundario
ou indireto, provoca varios estimulos ocasionando uma sequéncia de reacdes sucessivas.

O efeito fotoquimico ocorre devido a presenca de fotoreceptores especialmente
sensiveis a determinados comprimentos de onda, a absor¢do de fotons por biomoléculas
intracelulares especificas produz estimulacao ou inibicdo de atividade enzimatica e de reagdes
fotoquimicas. Logo, essas acdes determinardo mudancas fotodindmicas em cadeias complexas
e moléculas basicas de processos fisiologicos (KARU, 2010).

Recentemente, com o desenvolvimento do diodo emissor de luz (LED), uma nova etapa
na Optica surgiu. Entre as pecularidades do LED constam a longa durabilidade, baixo custo,
confiabilidade, ndo geracao de calor, dimensdes reduzidas, temperatura de cor, alta eficiéncia
energética, isto €, praticamente toda a energia incrementada no LED ¢é transformada em luz e
apenas uma pequena fracdo é perdida na forma de calor, tendo ainda a vantagem de ser bastante

sustentavel, ou seja, de causar um impacto ambiental reduzido (DOURADO et al., 2012).
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A emisséo de luz dos LEDs é difusa, ndo coerente, formada por juncdo do tipo P-N,
(positivo-negativo) compostos por um pequeno chip de material semicondutor dopado. A
escolha do semicondutor determinara o pico do comprimento de onda da emissédo de fétons e a
cor do LED, quando no espectro do visivel (BAGNATO, 2002).

Em relacéo a coeréncia da luz devem-se distinguir dois aspectos essenciais: seu efeito
fisico e a interacdo da luz com as moléculas, células ou tecidos. A absorc¢do da luz de baixa
intensidade pelo sistema bioldgico, em condicOes fisioldgicas, é de natureza puramente nédo
coerente, devido a taxa de excitacdo da decomposicdo da coeréncia em niveis de elevada
magnitude em relagdo a taxa de fotoexcitacdo (KARU et al., 2010).

A emissdo espontanea da radiacdo LED, fonte de luz monocromatica, emite em uma

faixa espectral mais ampla em comparacdo com o Laser (Figura 6).
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Figura 6. Distribuicdo da energia do Laser e LED por banda espectral.
Fonte: CORAZZA, (2005).

A radiag8o Laser caracteriza-se por uma maior concentragdo da energia (fluéncia) em
uma pequena faixa espectral. Enquanto que a densidade de energia na emissdo LED esta
distribuida em uma banda eletromagnética maior, possibilitando a interacdo com um maior
grupo de fotorreceptores especificos. Apesar de se constatar uma diferente distribuicdo de
energia da emissdo Laser em relacdo a radiacdo LED, verifica-se uma ampla janela bioldgica
de absorcédo da luz em células biologicas, permitindo uma agdo biomoduladora (CORAZZA,
2005).

3.6 FOTOBIOMODULACAO

O estado fisiologico e a especificidade de cada célula apresentam um determinado limiar

de sobrevivéncia, que pode ser modulado de acordo com a energia oferecida. O efeito molecular
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da absorcdo de baixa intensidade de energia em estruturas bioquimicas da célula, resulta na
busca da manutencdo ou normalizacdo das suas funcfes, biomodulacdo. Para que ocorra o
processo de biomodulacdo € importante que as células alvo ndo estejam em condigdes de
homeostase (CHAVANTES et al., 2009).

Catéo (2004), afirma que a terapia a Laser de baixa intensidade influencia mudancas de
carater metabdlico, energético e funcional, uma vez que favorece o aumento da resisténcia e
vitalidade celular, levando os tecidos a um rapido retorno a sua normalidade.

Ao irradiar-se um organismo vivo, introduzimos energia em um sistema bioldgico, que
utiliza e transforma essa energia para seu consumo proprio. E importante salientar que a dose,
0 comprimento de onda, a poténcia e a superficie irradiada sdo de extrema importancia. A
eficacia da irradiacao esta intensamente relacionada com a fluéncia adequada, aplicada de modo
regular e gradual, de maneira que fluéncias baixas ou altas podem nédo produzir efeitos ou gerar
prejuizos, respectivamente. A fluéncia define muitas vezes a fronteira da obtengdo de um
processo estimutorio ou inibitério (BAGNATO et al., 2007).

Atualmente, a fotobiomodulacéo é praticada em todo o mundo, sendo o Laser uma das
fontes de luz mais exploradas nessa terapia (PINHEIRO et al., 2010).

Uma das fungdes de regulacdo celular acontece através de fotorreceptores como
flavoproteinas, porfirinas, citocromos, tirosinas, asparaginas, entre outras, capazes de absorver
um féton de um determinado comprimento de onda, provocando uma transformacdo na
atividade funcional e metabdlica da célula. Os fotorreceptores especificos interferem no
metabolismo celular sem a necessidade de energia luminosa, mas se incidir sobre estes uma
radiacdo com comprimento de onda especifico, sdo capazes de absorver os fotons, assumindo
um estado excitado eletronicamente, propiciando alteracdes no metabolismo celular. Estes
processos sdo definidos como bioestimulacdo (KARU, 1999; KUJAWA et al., 2004).

De acordo com o trabalho de T. Karu (1987), existem registros sobre os efeitos da
radiacdo eletromagnética, desde o final do século 19, em vérios comprimentos de onda na regido
do visivel (400 a 700nm), sobre organismos e celulas (SCHNETZLER, 1874; PONZA, 1876;
FUBINI, 1879).

Sabe-se atualmente que existe um mecanismo fotobiologico universal da agdo da luz na
cadeia respiratéria de celulas eucarioticas e procarioticas com enzimas terminais da cadeia
respiratoria, atuando como fotorreceptores (KARU; KOLYAKOV, 2005).

A luz funciona basicamente como um “gatilho”, despontando respostas celulares,

reacOes primérias na cadeia respiratoria ou membrana celular, que se propagam através de



34

reagdes secundarias consecutivas no citoplasma e no nucleo das células, desencadeando um
processo em cascata. (KARU, 1999; CHAVANTES et al., 2009).

Por outro lado, segundo Karu (1987), a resposta celular a fotoestimulacdo ndo esta
associada a propriedades especificas da luz Laser, como a coeréncia. Esta propriedade € perdida
na interacdo da luz com o tecido bioldgico, ndo sendo uma condigdo essencial para 0 processo
de fotoestimulacdo. Este estudo abriu espaco para o trabalho com fontes emissoras de luz néo
coerentes como os diodos emissores de luz LED (CRUGEIRA et al., 2018). Assim, considera-
se que hajam efeitos bioestimulatorios semelhantes gerados a nivel celular, pelo Laser e LED,
quando comparados sob 0s mesmos comprimentos de onda, intensidade e tempo de irradiagéo,
(SOUSA et al., 2010).

Estudos desenvolvidos pela NASA (National Aero Space Agency) nos Estados Unidos
demonstraram fortes evidéncias da eficiéncia dos LEDs em processos de fotoestimulagédo
celular & semelhante a dos Lasers de baixa poténcia (VINCK et al., 2003).

A fotobioestimulacdo tem vindo a apresentar uma sérire de resultados positivos a nivel
celular, como o aumento da taxa de proliferacdo (KARU, 1987; CRUGEIRA et al., 2018),
aumento da taxa de sintese de RNA e DNA (KARU, 1987; KARU; KOLYAKOQV, 2005) e
sintese de ATP (YU et al, 2004).

Como j& foi referenciado, existe um mecanismo da agdo da luz sobre a cadeia
respiratdria das células eucaridticas e procaridticas. No caso da radiacdo na regido do vermelho
ao infravermelho proximo NIR (NearInfra Red), os fotorreceptores sdo enzimas terminais da
cadeia respiratdria, como a citocromo c¢ oxidase e o citocromo bd em células procarioticas de
Escheria Coli. A nivel experimental deve-se ter em atencdo ao estado de oxidacdo/reducdo da
enzima, citocromo c oxidase, apenas na forma intermediaria funciona como um fotorreceptor
(KARU, 2003).

As reacOes que ocorrem durante a irradiacao, ainda nao foram totalmente esclarecidas,
gerando uma série de hipoteses relativamente a geracdo de oxigénio singleto (KARU, 1989),
alteracéo das propriedades do estado excitado redox dos centros CuA e CuB ou heme a e heme
a3 (KARU, 1988), presenca de Oxido nitrico (NO), aquecimento local transiente ou aumento
da producéo da anions superoxidos (KARU; ANDREICHUK; RUABYKH, 1993).

Segundo Karu (2003), os diferentes mecanismos podem levar a resultados similares
estimulando o estado redox da mitocondria na dire¢do de maior oxidagdo. De qualquer forma
ainda esta por esclarecer qual o parametro como dose e intensidade podem direcionar o0 processo

para determinado mecanismo de a¢do ou predominéncia de um em relagdo a outro.
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E de salientar que durante a excitagdo dos estados eletrdnicos (reagdo primaria) uma
parte da energia de excitacdo é convertida em calor, elevando localmente a temperatura dos
cromoforos absorventes. Ocasionando mudancas estruturais e deflagrando atividades
bioquimicas, reacGes secundarias na auséncia de luz, tais como ativacdo de enzimas
(CHAVANTES et al., 2009).

Relativamente a ativagdo do fluxo de elétrons na cadeia respiratéria, pode-se esperar um
aumento da producdo de radicais hidroxil (OH) e de anion superoxido (Oz7) como
consequéncia da reducédo por um elétron. O principal uso do oxigénio na cadeia € a sua reducgéo
a agua por quatro elétrons. Pequenos aumentos na concentracdo de Oz~ e, subsequentemente,
incremento da concentracdo do produto de sua dismutacdo (H202) em uma célula resultam em
maultiplas respostas secundarias (KARU, 1989).

Os mecanismos secundarios sdo 0s responsaveis pela conexao entre a resposta a acao
da luz dos fotoreceptores, como os localizados na mitocondria e 0s mecanismos de sintese de
DNA e RNA localizados no nacleo ou outros fendmenos em diversos componentes da célula,
como por exemplo, a adesdo da membrana. Existem diferentes processos de regulacédo
associados ao controle dos fotoreceptores sobre o nivel de ATP intracelular, fatores de
transcricdo celular sensiveis ao estado redox ou cascatas homeostéaticas de sinalizac&o celular
do citoplasma através da membrana da célula para o ndcleo (KARU, 2003).

Estes mecanismos apresentam dependéncia de varios parametros como a dose de
irradiacdo, o comprimento de onda, o0 modo de operacdo da excitacdo luminosa
(pulsado/continuo) e a intensidade de excitacdo. Foi observado que o estado geral redox da
célula e seu pH no momento da irradiacdo podem levar a diferentes respostas das células
irradiadas, isto €, a resposta a excitacdo, depende das condig¢des iniciais da célula. Como estas
condicdes dependem de uma série de fatores e variam de individuo para individuo a resposta
aos efeitos da irradiacdo ainda necessitam de uma andlise mais sistematica principalmente para

estabelecer correlagGes quantitativas (DIAS et al., 2009).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 DESCRICAO DO PROCEDIMENTO DE PESQUISA

O procedimento laboratorial deste trabalho foi didaticamente dividido em etapas
distintas: avaliacdo do pré-tratamento da casca de coco, analise da fotoestimulacdo por Laser
ou LED do consorcio termo-celulolitico e quantificacdo dos produtos resultantes da hidrolise
da biomassa residual pré-tratada pelo consorcio estimulado.

Apresenta-se o fluxograma com os pontos de maior relevancia deste trabalho (Figura
7).

Selecdo e quantificagdo do consédreio

microbiano Avaliacdo dos pré-tratamentos

Caracterizagéo do conséreio
termo-celulolitico

Avaliagio do potencial fotoestimulatério no Otimizagdo do pré-tratamento

consoéreio bacteriano

|
Avaliagdo da atividade lignolitica pelo - —— -
conséreio fotoestimulado ‘ Avaliagio da hidrdlise da biomassa ‘
Avaliagfo qualitativa da Quantificacdo dos produtos da
degradacdo da biomassa degradacdo da celulose e hemicelulose

Figura 7. Fluxograma descrevendo a sequéncia experimental adotada neste trabalho. (CRUGEIRA,
2019)

4.2 MATERIA PRIMA E PROCESSAMENTO

A biomassa residual, foi coletada de uma unidade de processamento de agua de coco,
localizada em Salvador. O material foi selecionado através do seu aspecto, tamanho e lote. Sem
atingir o estado de maturacéo e indicios de putrefacao.

A casca de coco foi processada pelo triturador (Trapp TRC 40, Jaragua do Sul/SC,

Brasil) por duas vezes consecutivas de modo a obter fragmentos de menor tamanho e uniformes.
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4.3 PRE-TRATAMENTOS DA CASCA DE COCO VERDE

Em uma primeira fase, a casca de coco verde foi submetida a trés pré-tratamentos
distintos: solucdo de acido sulfurico (H2SO4) seguida da solugéo alcalina de hidroxido de sodio
(NaOH) ambas a 2,5%; solucdo de NaOH 2,5%; solucdo de NaOH 5%, com o objetivo de
avaliar-se a capacidade de deslignificacéo.

Os pré-tratamentos foram efetuados em banho maria (Unique — USC 2500 ultrasonic
cleaner, Illinois, Chicago, USA) a temperatura de 60 °C, por 30 minutos em triplicata.
Utilizaram-se volumes de 400 mL das solugbes para 20g de casca de coco verde,
antecipadamente desidratada em estufa (Biopar, Porto Alegre-RS, Brasil) a 60 °C por seis horas.
Apos os pré-tratamentos, as fibras de coco foram lavadas com &gua destilada até & neutralizagdo
do pH (7,0).

Para uma avaliacdo qualitativa dos subprodutos inibitorios formados, durante os pré-
tratamentos, inoculou-se 10 % do consoércio microbiano selecionado (iten 4.5) em 125 ml de
caldo mineral (Tabela 2) com 2,0 g de casca de coco pré-tratada e incubou-se em mesa de
agitacdo (New Brunswick Scientific Co 126 Incubator Shaker Series, Sdo Diego-CA, USA) a
60 °C e 100 rpm, em triplicata. Ao final de 96 hs avaliou-se a degradacéo da biomassa através

de fotomicrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura (MEV).

Tabela 2 — Composicéo do caldo de cultura mineral. (RENORBIO, 2019)

Componentes Unidades Concentracéo
NaNOs g/L 2,0
K2HPO4 ou KH2PO4 g/L 1,0
MgSO4 7H20 g/L 0,5
KCI g/L 0,5
FeS04.7H20 g/L 0,01

Em uma segunda fase, com o objetivo de aumentar a deslignificacdo da biomassa e
reduzir a hidrélise da hemicelulose, optou-se por dar seguimento ao estudo através dos pré-
tratamentos alcalinos (solucdo de NaOH 5% e KOH 5%). Utilizaram-se volumes de 400 mL
das solugbes para 20g de casca de coco verde em banho banho maria (Unique — USC 2500
ultrasonic cleaner, Illinois, Chicago, USA) a 100 °C por uma hora. A casca de coco utilizada
passou previamente por desidratacdo em estufa (Biopar, Porto Alegre-RS, Brasil) a 60 °C, por
um periodo de seis horas.

Retiraram-se amostras, antes e apds os pre-tratamentos, para avaliacdo por MEV.
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4.4 COLETA DE AMOSTRAS MICROBIANAS

Foram coletadas de uma leira de compostagem amostras em diferentes pontos e
profundidades, durante a fase de degradacéo ativa (temperaturas da ordem dos 65 a 70 °C).

Retiraram-se 30 aliquotas, perfazendo a massa total de 100 g, sendo devidamente
acondicionadas, em recipiente previamente esterilizado e transportadas em ambiente
refrigerado, 4 °C, diretamente para o laboratério de Biotecnologia e Ecologia de
Microrganismos (LABEM), da Universidade Federal da Bahia — UFBA.

4.5 SELECAO DE MICRORGANISMOS TERMO — CELULOLITICOS

As amostras foram submetidas a extracdo microbiana, em solucéo tampéao fosfato salino
(PBS) estéril com Tween 80, 0,01 % (Merck, Alemanha), a temperatura de 60 °C a 100 rpm,
durante 2 h em mesa agitadora (New Brunswick Scientific Co 126, Sdo Diego-CA, USA).

Realizaram-se dilui¢bes decimais seriadas da cultura microbiana em caldo sintético
(Tabela 3) em Erlenmeyers contendo 5 tiras de papel de filtro Whatman n°1 (1 x 6 cm; Start
Bioscience, Brasil), como fonte de carbono. Apds incubacdo a 60 °C e 100 rpm (New
Brunswick Scientific Co 126 Incubator Shaker Series, S&o Diego-CA, USA) por 120 hs,
identificou-se a capacidade celulolitica do consorcio, através da analise da degradacao do papel
de filtro. A quantifiacdo celular foi efetuada pelo método do nimero mais provavel (NMP). As

analises foram realizadas em triplicata (Apéndice A).

Tabela 3 — Composicédo do caldo de cultura sintético. (RENORBIO, 2019)

Componentes Unidades Concentracdo
NaNOs g/L 3,0
(NH4)2S04 g/L 1,0
MgSO4 g/L 0,5
KCI g/L 0,5
FeS04.7H20 mg/L 10,0

4.6 CARACTERISTICAS DO CONSORCIO TERMO-CELULOLITICO

4.6.1 ATIVIDADE CELULOLITICA

Apos selegéo do consodrcio termo-celulolitico, realizou-se 0 método de descoloragéo
através do vermelho congo (Sigma-Aldrich, india) para verificar seu potencial celulolitico,
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formacéo do halo de hidrélise em meio de cultura mineral (Tabela 2) com carboximetilcelulose
(CMC) como fonte de carbono.

Ap0s incubacdo do consorcio bacteriano por 36 hs, adicionou-se 10 mL de solucao
vermelho congo (2,5 g/l) em tampao Tris HCI 0,1 M, pH 8,0. Decorridos 15 minutos a solugédo
foi descartada e as placas foram lavadas com 5 mL de solugdo de NaCl 0,5 M neste mesmo
tampdo. Aguardou-se 15 minutos para andlise dos halos e colénias (NOGUEIRA;
CAVALCANTI 1996).

4.6.2 COLORACAO DE GRAM

Um esfregaco foi realizado e fixado através do calor e iniciou-se a coloracdo com
solucdo cristal violeta (Sigma-Aldrich, India), seguida de lavagem em &gua destilada.
Posteriormente utilizou-se a solucdo de lugol (mordente), para aumentar a acdo do corante,
aumentando a forca de ligacdo do mesmo e lavou-se novamente com &gua destilada para a acao
do alcool-acetona, afim de dissolver o complexo corante-iodo. Executou-se a lavagem em agua
corrente, corou-se com fucsina (Sigma-Aldrich, india), e por ultimo lavou-se com &gua
destilada. Apds secagem, observou-se ao microscépio dptico (Olympus CX 40, Shinjuku,
Tokyo, Japan).

4.6.3 ANALISE MORFOLOGICA POR MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

Retirou-se 1 mL de amostra do consércio microbiano, submeteu-se a centrifugacao
(Eppendorf 5804 R, Westbury-NY, USA) por 10 minutos a 10.000 rpm, de seguida o pellet foi
lavado com solucdo PBS estéril (trés vezes) e ressuspendido no corante de laranja de acridina
(Sigma-Aldrich, india), em ambiente ausente de luz. Ap6s 10 minutos foram retiradas aliquotas
de 10 ul e preparadas as laminas para visualizacdo em microscépio (Olympus BX 51, lente U-
TVO.5XC-3, Shinjuku, Tokyo, Japan).

4.6.4 TESTE DA OXIDASE

Preparou-se uma solucdo de N,N,N,N-tetrametil-p-fenileno diamina mono-
hidrocloridrato (Sigma-Aldrich, india) de 10 mg/mL e adicionou-se ao papel de filtro Whatman
n°l (Start Bioscience, Brasil) até completa absor¢do. De seguida, coletou-se com uma alca de

platina uma porcéo de col6nias do consércio microbiano apés incubagdo durante 36 hs a 50 °C
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(TE — 392/1 Tecnal, Piracicaba-SP, Brasil) em meio mineral Czapek (Tabela 4) e adicionou-se
ao papel de filtro Whatman n°1(Start Bioscience, Brasil).
Como controle negativo utilizou-se uma cultura de Escherichia coli. Observou-se a

coloracdo formada, imediatamente ap0s a inoculagéo.

Tabela 4 — Composi¢do do meio de cultura mineral Czapek. (RENORBIO, 2019)

Componentes Unidades Concentracao
NaNO3 g/l 2,0
K2HPO4 ou KH2PO4 g/l 1,0
MgSO4 7H20 g/l 0,5
KCI g/l 0,5
Peptona g/l 2,0
CMC g/l 5,0
Agar g/l 10

Fonte: ANEJA, K. R., 250p (2003).

4.7 CURVA DE CRESCIMENTO DO CONSORCIO

Inoculou-se 25 mL da cultura microbiana em Erlenmeyers contendo 250 mL de caldo
mineral (Tabela 5) com CMC como Unica fonte de carbono, sob agitacdo (New Brunswick
Scientific Co 126 Incubator Shaker Series, Sdo Diego-CA, USA) de 100 rpm a 60°C.

Acompanhou-se o crescimento do consorcio durante 72 hs, retirando-se amostras de
quatro em quatro horas para quantificacdo microbiana, pelo método de contagem direta da
coloracdo fluorocromatica de microrganismos utilizando-se o microscépio de fluorescéncia
(Olympus BX 51, lente U- TVO.5XC-3, Shinjuku, Tokyo, Japan).

Tabela 5 — Composic¢éo do meio mineral contendo CMC. (RENORBIO, 2019)

Componentes Unidades Concentracéo
NaNO3 g/L 2,0
K2HPO4 g/L 1,0
MgSO4 7H20 g/L 0,5
KCI g/L 0,5
CMC g/L 5,0
FeS04.7H20 g/L 0,01

As amostras coletadas para quantificacdo foram tratadas pela metodologia descrita no
item 4.6.3 deste trabalho. As laminas visualizadas foram fotografadas em 20 campos distintos

de cada amostra e aplicada a seguinte formula:
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Células por mililitro = (N x A) / (d x VFf x Ag)
Fonte: KEPNER Jr.; PRATT., 613p (1994).

N = numero de células quantificadas
A = area da laminula

d = fator de diluigéo

Vf = volume da amostra

Ag = area da grelha de contagem (campo da objetiva x nimeros de campos)

4.8 AVALIACAO DA FOTOESTIMULACAO DO CONSORCIO MICROBIANO

A cultura do consdrcio microbiano encontrava-se conservada em ultrafreezer (Thermo
Electron Corporation, Bartlesville, OK 74003, EUA) teve a sua a atividade metabdlica e
adequacdo a fonte de carbono,CMC, restabelecida em duas etapas: incubacdo em caldo
nutriente (Sigma-Aldrich, india), na mesa de agitacdo (New Brunswick Scientific Co 126, S&o
Diego-CA, USA) a 60 °C; 100 rpm, por um periodo de 24 hs e na segunda etapa incubou-se
overnight, em caldo mineral contendo CMC (Tabela 5) a 60 °C; 100 rpm.

Ap0s ativacao da cultura, procedeu-se a incubacdo em meio mineral (Tabela 5), a 60 °C;
100 rpm por um periodo de 35 hs (final da fase exponencial de crescimento). A cultura foi
centrifugada (Eppendorf 5804 R, Westbury-NY, USA) e o pellet lavado com solucdo PBS
estéril (por trés vezes) para se iniciar a fase de estresse nutricional.

Um método de inducdo de desordem funcional no consércio termo-celulolitico foi
estabelecido, através da privacdo nutricional total, para que fosse possivel fotomodular o
sistema metabolico de acordo com a energia oferecida.

Um dos grupos de estudo irradiou-se com aparelho de Laser (Twin flex — MMoptics
Sao Carlos, SP, Brasil) e outro com o protétipo LED (MMoptics Séo Carlos, SP, Brasil). Os
parametros de emissao de luz encontram-se descritos na Tabela 6.

Tabela 6 — Pardmetros de emisséo de luz utilizados. (RENORBIO, 2019)

Parametros Laser LED
Comprimento de onda (hm) 660 63212
Modo Continuo Continuo
Tamanho do spot (cm?) 0,04 0,5
Poténcia (mW) 40 145
Tempo de exposic¢éo (s) 325 44

Densidade de energia (J/cm?) 13 13
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Adotou-se a densidade energética de 13 J/cm? baseado em estudos relatados por
Crugeira et al. (2016) em cultura microbiana consorciada.
O protocolo de irradiacdo foi efetuado sob condigdes de privagdo total de nutrientes

(PBS), por um periodo de 68 hs, em placas de Petri (Figura 8).

Figura 8. Irradiagdo do consércio microbiano na camara de fluxo laminar. (A) Irradiacdo por Laser de
baixa poténcia. (B) Irradiacdo por LED. (CRUGEIRA, 2019)

Realizaram-se seis irradiagdes com intervalos de tempo de 12 hs, tendo sido efetuada a
primeira aplicacdo ao final de 8 hs de privagdo de nutriente, sendo a cultura mantida em solucéo
PBS a 60 °C e a 100 rpm, para aplicacdo das irradiaces seguintes, como esquematizado na
Figura 9. Utilizou-se como controle uma cultura microbiana sujeita exatamente a mesma

metodologia, mas sem qualquer irradiacdo. Todo o processo foi realizado em triplicata.

Cultura mantida Cultura mantida Cultura mantida Cultura mantida Cultura mantida Cultura mantida Inoculagéo
PBS PBS PBS PBS PBS PBS — do
60°C; 100 rpm 60°C: 100 rpm 60°C; 100 rpm 60°C; 100 rpm 60°C; 100 rpm 60°C; 100 rpm
8h 12h 12h

[E‘ — = — — — — Consorcio
12h 12h 12h

Figura 9. Esquema do protocolo de irradiacdo com os emissores de luz (Laser de baixa poténcia ou LED.
(CRUGEIRA, 2019)

Ap0s o protocolo de irradiacdo coletaram-se amostras para quantificagdo do numero de
células viaveis. Para tal, realizaram-se dilui¢Ges seriadas em triplicata e inoculou-se 100 pl em
cada placa de petri com meio de cultura agar nutriente (Merck, Alemanha), diluido dez vezes
para que ndo ocorresse choque nutricional. Apds incubacdo, durante 48 hs em estufa
bacterioldgica (TE — 392/1 Tecnal, Piracicaba-SP, Brasil) a 50 °C, realizou-se a contagem das

unidades formadoras de coldnias (UFC).
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4.9 AVALIACAO DA ATIVIDADE LIGNOLITICA

Utilizou-se o corante polimérico Azul Brilhante de Remazol -R (RBBR) (Sigma-Aldrich,
india), com o objetivo de realizar a triagem e avaliacdo do consorcio em termos de atividade
lignolitica e agdo da irradiagdo Laser de baixa poténcia ou LED na estimulagdo do processo
catabolico.

Apbs o protocolo de irradiacdo esquematizado na Figura 9, inoculou-se 10 mL do
consorcio termo-celulolitico em 100 mL de meio mineral com o corante RBBR 0,02 % (Sigma-
Aldrich, Alemanha), incubando-se as triplicatas em mesa de agitacdo (New Brunswick
Scientific Co 126, Sdo Diego-CA, USA) a 100 rpm, 60 °C, em ambiente escuro. Retirou-se a
primeira amostra ao final de 24 hs e as restantes a cada 48 hs durante 240 hs para efetuarem-se
as leituras das absorvancias a 595 nm (GLENN; GOLD, 1983) por espectrofotometria
(Molecular Devices Spectramax 190 Microplate Reader, Hampton-NH, USA).

4.9.1 ANALISE DE ACIDOS NUCLEICOS POR EPIFLURESCENCIA

Coletaram-se amostras em triplicata ao final de 48 hs durante o processo de hidrélise do
corante RBBR e submetidas ao método de colorag&o fluorocromatica com o laranja de acridina
(Sigma-Aldrich, India), descrito no item 4.6.3, de forma a identificar os &cidos nucleicos
monofilamentares e DNA bifilamentar (KASTEN, 1967).

Realizou-se a subtragdo do “background” das imagens obtidas por microscopia e
selecionou-se a regido de interesse usando a imagem contrastada que foi binarizada e usada
como uma mascara para filtrar a imagem original. A intensidade de fluorescéncia de cada
fotomicrografia foi quantificada, através do software “Image J *“, de acordo com o0s protocolos
de anélise de O'neal, Landis e Isaacs (2002); Bakr (2005); Jensen (2013).

4.9.2 ATIVIDADE METABOLICA LIGNOLITICA DO CONSORCIO

A atividade metabolica aparente foi determinada a partir da inclinacéo das equacdes das
retas de regressdo linear obtidas das curvas de degradagio do RBBR (Sigma-Aldrich, india),
obtengdo de ART e glicose ao longo do tempo. A equacdo utilizada foi y = ax + b, sendo a

atividade metabolica aparente o valor numérico de a.
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4.10 QUANTIFICACAO DOS PRODUTOS DA HIDROLISE DA CELULOSE E
HEMICELULOSE

4.10.1 DETERMINACAO DE ACUCARES REDUTORES PELO ACIDO 3,5-
DINITROSALICILICO

Os acucares redutores sollveis totais foram determinados durante o processo de
hidrolise microbiana da casca de coco pelo método do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)
(Sigma-Aldrich, india).

Inoculou-se 25 mL do consdcio bacteriano em 250 mL de caldo mineral (Tabela 2),
utilizando-se 4,0 g de casca de coco verde como fonte de carbono (pré-tratada com NaOH 5%
ou KOH 5%) formando os grupos de estudo descritos na Figura 10.

Incubou-se em mesa de agitacdo (New Brunswick Scientific Co 126 Incubator Shaker
Series) a 60°C; 100 rpm, em triplicata, por um periodo total de 240 hs.

Consorcio sem Consércio Consorcio
Irradiacio Irrad. Laser Irrad. LED
25 ml Consércior\ 25ml Consércior\ 25ml Consc’)rcm_
4,0g Fibra 4.0g Fibra 4,0g Fibra Mesa de Agitacio
Pré-tratada NaOH 5% Pré-tratada NaOH 5% Pré-tratada NaOH 5% ) | cooc 10§ §
i = = ; rpm
250 ml Caldo 250 ml Caldo 250 ml Caldo
Mineral Mineral Mineral
25 ml Cons()rcior\ 25 ml Conséreio r\ 25 ml Cons()rcior\
4,0g Fibra Pré-tratada 4,0g Fibra Pré-tratada 4,0g Fibra Pré-tratada | —
KOH 5% KOH 5% KOH 5% — Mesa de Agitacdo
E i - i i_- i 60°C; 100 rpm
250 ml Caldo 250 ml Caldo 250 ml Caldo
Mineral Mineral Mineral

Figura 10. Esquema representativo da inoculagdo das amostras a serem avaliadas ao longo do tempo de
incubacgdo. (CRUGEIRA, 2019)

As primeiras amostras de sobrenadante foram coletadas ao final de 24 e 48 hs de
incubac&o, e posteriormente seguiu-se a coleta de 48 em 48 hs, para quantificagdo dos agucares
redutores ao longo do tempo, de acordo com o procedimento descrito por Vasconcelos et al.
(2013).
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Efetuou-se inicialmente uma curva de calibragdo com solugdes padréo de D-glucose

(Apéndice B). O célculo da concentragdo de agucares redutores totais (ART), em ¢ L™ foi
realizado de acordo com a Equacdo:

ART =abs x fxd

em que:
abs é média das absorbancias lidas;
f é fator de concentragéo;
d é inverso da diluicdo da amostra.

4.10.2 QUANTIFICACAO DE GLICOSE E XILOSE

A quantificacdo do teor de glicose e xilose nas amostras realizou-se por analise
cromatografica de HPLC (“Hight performance Liquid Cromatograph”) no Laboratorio de
Bioprospeccdo Vegetal da Universidade Estadual de Feira de Santana.

Analisou-se os produtos de hidrélise da casca de coco pré-tratada, no sobrenadante ao
longo do tempo, de forma a avaliar a acdo do consércio microbiano fotoestimulado por Laser
ou LED.

As amostras foram coletadas do shaker (New Brunswick Scientific Co 126 Incubator
Shaker Series, Sdo Diego-CA, USA) a 60 °C e 100 rpm, representadas na Figura 10, ao final
de 24, 48, 96, 144, 192 e 240 hs de incubacéo. Posteriormente foram filtradas por membranas
Kasvi® PES de 0,22 um (Kasvi, Italia), e colocadas em vials para injecdo no cromatografo de
alta eficiéncia com detector de indice de refracdo (CLAE-IR).

Os experimentos cromatograficos foram elaborados em sistema de HPLC EZChrom
Elite, consistindo de bomba VRW HITACHI L-2130, injetor automéatico VRW HITACHI L-
2200 e detector de indice de refracdo (IR) VRW HITACHI L-2490. Foi utilizada coluna HPX-
87H Aminex ® column (300 mm x 7.8 mm i.d./9 um/BIO-RAD, California, USA). O volume
de injecéo foi de 20 pL, a fase movel utilizada foi solucéo aquosa de H2SO4 0,01N com fluxo
de 0,6 mL/min. A andlise realizou-se a temperatura ambiente, o tempo total da anélise foi de
20 min.

As amostras foram analisadas para identificacdo dos padrdes de glicose e xilose
comparando os tempos de retengdo dos picos nos cromatogramas das amostras com 0s dos
padroes.

A quantificacdo realizou-se utilizando-se as curvas analiticas de calibracdo dos padroes,

interpolando o valor de area das amostras encontradas, nas equacoes da reta obtidas.
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A validacdo foi realizada segundo parametros do Conselho Internacional de
Harmonizacéo dos Requisitos Técnicos para Medicamentos de Uso Humano que utilizam os
parametros de seletividade, linearidade, precisdo, exatidao, limite de deteccdo e limite de
quantificacdo (ICH, 1996).

A seletividade foi determinada por meio da comparacdo de picos dos padrdes com 0s
picos correspondentes nas amostras, levando-se em consideragédo o tempo de retencao.

Determinou-se a linearidade pela representacdo grafica das respostas em funcdo da
concentracdo do analito através do grafico da curva de calibracédo, projetando a equacéo da reta
de regressdo de y em X, estimada pelo método dos minimos quadrados, levando-se em
consideracdo o coeficiente de correlacdo (r) e de determinacéo (r?). As equacgdes da reta foram
obtidas por injecOes de solucdes com diferentes concentracdes dos padrbes externos, huma
faixa de 0,08 a 4,00 mg/mL para a lignina, de 12 a 100 pg/mL para a glicose e de 8 a 36 pug/mL
para a xilose. As solucOes de cada padrdo externo foram preparadas pela dissolucdo do padréo
em agua ultrapura.

A precisdo foi determinada pela injecdo em triplicata de trés solucGes de cada um dos
padrdes, de acordo com a International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC). Esse

parametro foi expresso como o desvio padrdo relativo, segundo a equacao:

DPR= 2P _»100 (CURRIE, 1995)

CMD

Em que:
DP é o desvio padrao.
CMD é a concentracdo média determinada.

A exatidao verificou-se pelo fator de recuperagdo. Foi feito um pool de amostras e este
foi fortificado com trés solugbes padrdo de concentragdes conhecidas de 3,00, 2,00 e 1,20
mg/mL para a lignina, 80, 50 e 30 ug/mL para a glicose, 26, 20 ¢ 10 ug/mL para a xilose. A
exatiddo foi avaliada através de valores de concentragdo determi (CURRl_E’ 1995) lente,

comparados a concentracdo tedrica como pode ser verificado na Equacao.

Concentracdo média experimental

Exatidao = x 100

Concentracio tedrica

O limite de detecc¢éo (LD) foi estimado, de acordo com a IUPAC, pela relagdo do desvio

padrdo do coeficiente linear e da inclinacdo da curva de calibragédo, segundo a formula abaixo:
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LD:%CXB (CURRIE, 1995)

Em que:
DPa € o desvio padrao do intercepto com o eixo Y de trés curvas de calibragéo.
IC é ainclinagdo da curva de calibracao.

O limite de quantificacdo (LQ) foi estimado, de acordo com a IUPAC, pela relacdo do

desvio padréo do coeficiente linear e da inclinacdo da curva de calibragéo, segundo a Equacao:

LO= DPax10 (CURRIE, 1995)
IC

Em que:

DPa é o desvio padrédo do intercepto com o eixo Y de trés curvas de calibragéo.

IC € ainclinacdo da curva de calibracdo.
4.11 QUANTIFICA(;AO MICROBIANA POR EPIFLURESCENCIA

As amostras de sobrenadante foram coletadas em triplicata durante o processo de
hidrélise da casca de coco, com os dois pré-tratamentos distintos supracitados (Figura 10). O
tratamento das amostras foi realizado de acordo com a metodologia descrita no item 4.6.3 deste
trabalho.

As laminas foram visualizadas e fotografadas em 20 campos de cada amostra e realizada

a quantificacdo microbiana por epiflurescéncia, como descrito no item 4.9.2 desta metodologia.
4.12 ANALISE DA CASCA DE COCO VERDE POR MEV

As micrografias foram obtidas, utilizando um microscopio eletrdnico de varredura
JEOL, modelo JSM — 6610 LV, com aceleracdo de 10KV, no laboratério Multiusuério de
Microscopia Eletronica (LAMUME) da UFBA.

Utilizou-se 0 MEV para efetuar a analise qualitativa da estrutura superficial das fibras
de coco, de forma a avaliar e comparar a efetividade dos pré-tratamentos e da hidrolise da

celulose provocada pela agdo microbiana fotoestimulada.
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Inicialmente avaliou-se os pré-tratamentos efetuados (conforme item 4.3) atraves das
micrografias obtidas, utilizando o microscépio eletrénico de varredura JEOL, modelo JSM —
6610 LV, com aceleracdo de 10KV. Os pré-tratamentos que obtiveram maior capacidade de
deslignificacdo da biomassa, foram utilizados na etapa seguinte deste estudo, hidrdlise da
celulose. Apos 240 hs de acdo microbiana avaliou-se as micrografias obtidas das fibras de coco,
a fim de mensurar a degradacao ocorrida.

As amostras analisadas por MEV, foram previamente fixadas em fita carbono ao suporte
de aluminio (stubs) e submetidas a metalizacdo (DENTON VACUUM, modelo DESKV) com

ouro.

4.13ANALISE ESTATISTICA

A anélise dos resultados obtidos nos diferentes ensaios foi realizada utilizando o teste
estatistico ANOVA com o pos-teste de comparacdo multipla de Tukey através do software
GraphPad Prism® 6.0 (S&o Diego-CA, USA).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e sua discussdo, apresentam-se de acordo com as etapas do
desenvolvimento dos experimentos de forma a tornarem-se mais explicativos e elucidativos.
Deve-se salientar, trés fases distintas do estudo: andlise e avaliagdo dos pré-tratamentos,
avaliacdo do potencial estimulatério dos emissores de luz (Laser ou LED) no consorcio
microbiano e sua influéncia catalitica no processo de hidrolise da biomassa residual pré-

tratadada.

5.1 PRE-TRATAMENTOS DA CASCA DE COCO VERDE

Neste estudo realizaram-se pré-tratamentos fisico-quimicos, com o proposito de
melhorar a capacidade e acessibilidade a macromolécula de celulose e concomitantemente
diminuir a desacetilagdo da hemicelulose (MOOD et al., 2013). Os pré-tratamentos devem
evitar a degradacdo ou perda dos carboidratos e formacdo de subprodutos inibitérios ao
processo de hidrolise. Por essa razdo, ap6s os pré-tratamentos preliminares, avaliou-se a acao
microbiana na hidrélise da biomassa por analise qualitativa das fibras (MEV).

Muitas vezes, a remocdo de lignina é eficaz, mas a formacéo de subprodutos inibitdrios
influencia negativamente a hidrdlise da celulose. Este processo ocorre com frequéncia quando
se utilizam pré-tratamentos acidos na biomassa lignocelulésica (CHEN et al., 2011; BEHERA
etal., 2014).

Estudos realizados por Lucarini em 2017, comparando a formacdo de inibidores,
furfural e hidroximetilfurfural (HMF), apos tratamentos acidos com solugdes de H.SOsa 1 %,
2,5 % e 5% na palha de cana-de-agucar, constataram a formacdo de inibidores em todos os
tratamentos. Sendo a solugdo de H2SO4 a 1 % a que apresentou menor producéo, furfural 0,158
mg/mL e HMF de 0,009 mg/ml.

Oliveira (2016) também identificou a formacdo de subprodutos inibidores como
furfural, hidroximetilfurfural, &cidos laticos, levulinico, glicélico e formico no pré-tratamento
do bagaco de cana-de-acucar realizado com &cido acético em reator por batelada pressurizado.

Nas micrografias obtidas por MEV, verificou-se uma reducdo da quantidade de lignina,
em todos os pré-tratamentos efetuados nesta primeira fase, comparativamente ao grupo nédo
tratado (Figura 11). Constatou-se a presenca de porosidades na superficie das fibras tratadas,
podendo ser provenientes da remogao de depdsitos gordurosos denominados de tioses das fibras

(Figura 11B; D; F). Estas caracteristicas das fibras de coco também foram observadas por
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Bismarck et al. (2001), o0 mesmo ainda reporta que existe um grande nimero de depdsitos de
gordura globulares escondidas abaixo das superficies ndo tratadas.

SEl  10kV WD8mm $830
S_Trat  LAMUME - IF / UFBA SEl__ 10kV WD1imm  $S30 SEI_10kV _ WD13mm S525

SEl 10KV, WD13mm  SS35 & SEI 10KV WD13mm SS25
P_TratN — LAMUME - IF / UFBA Mic_B-1  LAMUME - IF / UFBA

Figura 11. Micrografias obtidas por MEV da fibra de coco pré-tratada e ap6s a¢do microbiana, aumento
de 500x. (A) Sem pré-tratamento; (B) Pré-tratada por solu¢des H.SO4 e NaOH 2,5%, a 60 °C durante
30’; (C) Apos incubagdo por 96 hs com consorcio termo-celulolitico (pré-tratada por H.SOs e NaOH
2,5%); (D) Pré-tratada por solugdo NaOH 2,5%, a 60°C por 30’; (E) Apds incubagdo por 96 h com
consorcio termo-celulolitico (pré-tratada por NaOH 2,5%); (F) Pré-tratada por NaOH 5%, a 60°C por
30’: (G) Apds incubagdo por 96 hs com consorcio termo-celulolitico (Pré-tratada por NaOH 5%).
(CRUGEIRA, 2019)

A deslignificagao foi mais eficaz nas fibras pré-tratadas com as solu¢des combinadas de
H2>SO4 e NaOH 2,5% (Figura 11B), apesar de se visualizar que o ataque do consércio ndo
apresentou eficécia hidrolitica microbiana (Figura 11C). Provavelmente neste pré-tratamento
ter-se-4 formado coprodutos inibidores como hidroximetilfurfural, furfural e compostos
aromaticos, apesar da lavagem efetuada com &gua destilada, afetando o desempenho catabdlico
microbiano (SAHA et al., 2005).

Rasmussen et al. (2014) compararam os rendimentos da producéo de etanol em presenca
dos inibidores (furfural e HMF), identificando uma diminuigéo do rendimento de 8 a 50% na
presenca de furfural nas concentracfes de 21 a 65 mM e uma diminuicao de rendimento de 50%
nas faixas de concentragédo de 8 a 57 mM para o HMF.

Na comparacdo das micrografias das fibras pré-tratadas por solugdes alcalinas de NaOH
2,5% ou a 5% (Figura 11D; F), verificou-se uma maior remocdo de lignina, pelas aberturas

superficiais, fendas internas e espagos vazios criados pela retirada de componentes néo-
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celulésico e consequente nitidez da fibra de celulose, (Figura 11F), por outro lado, no
tratamento com solucdo de NaOH 5% visualizou-se a catélise da endoglucanase, hidrolisando
ligagdes B-1,4 intramoleculares da cadeia de celulose acessivel aleatoriamente para produzir
novas extremidades (Figura 11G).

Apo6s anélise preliminar dos pré-tratamentos optou-se por realizar uma segunda
avaliagdo com tratamentos alcalinos (NaOH 5% ou KOH 5%) e temperaturas de 100 °C por um
maior periodo de tempo (60 minutos), de forma a otimizar o processo de deslignificacéo.

As micrografias da figura 12 evidenciaram uma reducdo da quantidade de lignina em
ambos os pré-tratamentos alcalinos, constatando-se uma diminuicdo das protusées globulares e
orificios (pequenos poros) e ainda componentes tais como ceras e &cidos graxos que fazem
parte do preenchimento e ligacdes entre fibras, além de ésteres de acidos, tais como os fenois
formando ligagdes para constituir a lignina, a qual une as fibras de celulose e confere resisténcia
(BISMARCK et al., 2001).

Sy
SEI  10kV WD12mm  SS30 X SElI  10kV WD12mm SS25

SEI  10kV WD8mm S$S30 P

Figura 12. Micrografias obtidas por MEV da fibra de coco com aumento de 500x. (A) Sem tratamento;
(B) Pré-Tratada por solugdo NaOH 5%, a 100°C por 60’; (C) Pré-Tratada por solucdo KOH 5%, a 100°C
por 60°. (CRUGEIRA, 2019)

As micrografias evidenciaram uma deslignificacdo mais eficaz no tratamento alcalino
por NaOH 5%, tendo a vantagem de ser um processo mais economico (Figura 12). De qualquer
forma, optou-se por seguir o estudo com ambos o0s tratamentos alcalinos, comparando a acédo
do consorcio termo-celulolitico irradiado na hidrélise da celulose.

Estudo realizado por Mwaikambo e Ansell (2002) em fibras de canhamo, juta, sisal e
capoque, demonstraram que a solucdo de NaOH 6 % foi a mais eficaz na deslignificacdo, sem
alteracdo do indice de cristalinidade das fibras.

Nascimento et al. (2011), trabalhando com bagaco de cana-de-agUcar, conseguiram com
solug@o de NaOH 7 % reduzir a concentragé@o de lignina para 5 % na biomassa e obter teor de
celulose em torno de 38 %, garantindo um alto contetdo acessivel de celulose para degradagéo
enzimatica. Assim, a celulose é mais exposta aos ataques enzimaticos das celulases,

aumentando a hidrdlise e a liberagéo de glicose.
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Nesta fase do estudo optou-se pelos pré-tratamentos alcalinos por serem mais brandos
e produzirem uma menor concentracdo de acidos aromaticos, catecol, 4-hidroxibenzaldeido,
furfural, HMF e vanilina soliveis (CABRAL et al., 2017).

A saponificacdo (pre-tratamento hidrotérmico alcalino) em condi¢des brandas,
temperaturas menores do que 140 °C, induz a clivagem de ligagdes éster que une os acidos
fendlicos. A substituicdo nucleofilica do grupamento acil da ligac&o éster ocorre com a reagdo
do hidréxido de sddio, para formar um sal caboxilico e um alcool a temperatura ambiente
(Figura 13) (PEDERSEN et al., 2010).

0—R? 0 Na'
R% + NaOH ———= R% + =] 2_0 H
0] o

Figura 13. Reacdo de saponificacdo, formacdo de sal carboxilico e alcool.
Fonte: Pedersen et al. (2010).

No processo de deslignificacdo desenvolvido por Rocha et al. (2012), o bagaco de cana-
de-acucar pré-tratado por exploséo a vapor foi reagido com uma solucdo de NaOH a 1,0 % (p /
v), em uma razdo solido-liquido de 1:10 (p / v), temperature de 100 °C por 1 h e conseguiram
uma remocao de até 92,7 % de lignina da biomassa.

Um pré-tratamento é considerado eficaz quando se maximiza a acessibilidade ao ataque
bioquimico e/ou bioldgico, minimizando a formagc&o dos coprodutos inibidores. E importante
que a producao de residuos e o gasto de energia seja diminuta, assim como, o custo operacional

para que 0 processo seja economicamente viavel.
5.2 SELECAO DO CONSORCIO TERMO-CELULOLITICO

Apos extracdo o consorcio foi submetido a verificacdo da atividadade celulolitica,
através da analise da degradacao das tiras de papel filtro whatman n°1 (Start Bioscience, Brasil).
Constatou-se uma degradacdo total do papel de filtro nas triplicatas das dilui¢ces
iniciais, 102, 103, 10 (Figura 14 B) e parcial na diluicio 107, obtendo-se assim, através da
tabela do NMP (Anexo A) proposta por Silva et al. (2007), a quantificacdo inicial do consorcio

de 4,6x 10* NMP/mL de microrganismos termo-celuloliticos.
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Figura 14. Degradacéo do papel de filtro (triplicata da diluicdo 10). (A) antes da incubacéo. (B) apds
120 hs de incubacgdo a 60 °C a 100 rpm. (CRUGEIRA, 2019)

Realizou-se a incubacdo a 60 °C para selecionar microrganismos termoéfilos de forma a
conseguir-se um maior desempenho catabodlico da macromolécula de celulose. Por outro lado,
optou-se por utilizar um consércio microbiano, na expectativa de coexistir uma acado sinergética
de complementariedade entre os diversos microrganismos, como se observa na natureza.

Devido a recalcitrancia da biomassa lignocelul6sica, poucos microrganismos
conseguem hidrolisar a celulose com alta eficiéncia, tornando-se o ataque microbiano com
maior possibilidade e versatilidade no processo catabolico quando se trabalha em um sistema
de co-culturas microbianas (LYND et al., 2002).

Atualmente a catalise da biomassa lignocelul6sica por microrganismos é lenta, sendo
essencial a elaboracdo de estudos e introducdo de novas tecnologias para que se otimize o
processo de hidroélise, tornando-o econdmicamente sustentavel (SUKUMARAN et al. 2009;
MTUI, 2009)

5.3 CARACTERISTICAS DO CONSORCIO TERMO-CELULOLITICO
5.3.1 ATIVIDADE CELULOLITICA E COLORACAO DE GRAM

A avaliagdo do potencial celulolitico microbiano foi constatado pelos halos de hidrolise
formados no teste de descoloragdo com o vermelho congo.

A formacdo de halos, resulta na clivagem da CMC em fragmentos menores que
celohexose, a qual o vermelho congo ndo se liga. Estes pequenos fragmentos séo dispensados
da placa na lavagem, visto que o corante vermelho congo permanece ligado apenas onde
existem ligagdes B-1,4 glicidicas (CASTRO, 2006).
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Neste estudo verificaram-se halos representativos de atividade celulolitica em algumas
das coldnias do consdrcio microbiano, demonstrando atividade da endoglucanase na CMC
(Figura 15) (CRUGEIRA et al., 2018).

Figura 15. Halos de hidrélise da CMC, método do vermelho congo. (CRUGEIRA, 2019)

Segundo Wood (1980), apenas a atividade da endoglucase pode ser esperada para
produzir zonas de hidrolise, quando se utiliza como substrato a CMC.

Estudos realizados por Theather; Wood (1982) demonstram uma forte interacdo do
vermelho congo com polissacarideos ( 1-4) ligado em unidades D-glucopiranosil fornecendo
a base para um ensaio sensivel de identificacdo de colnias bacterianas produtoras de celulase.

A coloracdo de Gram foi efetuada no consércio microbiano e constatou-se a presenga
de bactérias Gram-positivas apresentando a coloracdo roxa e Gram-negativas de coloragéo

vermelha (Figura 16). Havendo uma maior prevaléncia de Gram-negativas.

Figura 16. Coloracdo de Gram do consércio microbiano. Presenca de bactérias Gram positivas e
negativas. (CRUGEIRA, 2019)

5.3.2 ANALISE MORFOLOGICA

Foi possivel através de microscopia de fluorescéncia realizada em estudo anterior
(CRUGEIRA et al., 2016), analisar morfologicamente os microrganismos envolvidos no
consorcio, dentre eles podemos citar: cocos, diplococos, estreptococos, estafilococos, bacilos,

diplobacilos e estreptobacilos (Figura 17).



55

.
..

Figura 17. Imagens de microscopia de fluorescéncia das morfologias e arranjos dos microrganismos
do consércio. (A) bacilos, diplobacilos e estreptobacilos; (B) bacilos em agregados irregulares; (C)
bacilos com end6sporos terminais; (D) cocos e diplococos em agregados; (E) cocos em agregados
irregulares; (F) Filamentos longos de cocos com endésporos. (CRUGEIRA, 2019)

5.3.3 TESTE DA OXIDASE

O consércio bacteriano apresentou resultado positivo (coloragdo purpura no local da
inoculacdo), decorrente da oxidacdo do reagente N,N,N",N’-tetrametil-p-fenilenodiamina
(MADIGAN, MARTINKO; PARKER, 2016). No controle negativo, cultura de Escherichia

coli, ndo se verificou alteracdo de coloracdo, oxidase negativa (Figura 18).

-
=

Figura 18. Teste da oxidase. (A) Oxidase positiva consorcio termo-celulolitico; (B) Oxidase negativa
Escherichia coli. (CRUGEIRA, 2019)

Karu em 1999 demonstrou que o citocromo microbiano tem seu pico de absor¢éo no

espectro vermelho de 633nm, comprimento de onda utilizado na emissdo de luz LED.



56

A citocromo oxidase é um cromoforo que possui alvos intramoleculares capazes de
absorver luz, tais como os centros de cobre. Este metal pode ser identificado em diferentes
enzimas de bactérias Gram positivas ou Gram negativas. Dentre estas enzimas podem ser
citadas a citocromo oxidase e Cu-chaperonas, além de reguladores transcricionais (KARU
1999;: RADEMACHER; MASEPOHL, 2012; ARGUELLO et al., 2013).

Sendo assim, a radiacdo emitida na regido do vermelho ao consércio bacteriano pode
ter como fotorreceptor, o citocromo C oxidase, impulsionando a capacidade de bombeamento
de prétons e consequente aumento da producdo de ATP celular disponivel para diversas vias
metabdlicas, destacando-se a fissdo binéria bacteriana que culmina com o aumento da
proliferacdo celular e consequente atividade microbiana e/ou via transcricional (CRUGEIRA
etal., 2018).

5.4 CURVA DE CRESCIMENTO DO CONSORCIO MICROBIANO

Verificou-se na curva de crescimento obtida, do consorcio termo-celulolitico, uma fase
exponencial nas primeiras oito horas de incubacéo, seguindo-se uma fase de declinio para entrar
posteriormente em uma curta fase de adaptagdo. Em seguida, identificou-se uma intensa divisao
celular, fase log, até as 36 hs de crescimento. Consecutivamente inicia-se a fase estacionaria
por 16 hs, seguindo-se a de declinio ou morte até término do acompanhamento, 72 hs (Figura
19).
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Figura 19. Curva de crescimento do consorcio termo-celulolitico em meio mineral Czapek.
(CRUGEIRA, 2019)

A curva de crescimento iniciou-se com uma fase de multiplicacdo celular, podendo

indiciar, hipoteticamente, que 0s microrganismos possuiam reservas nutricionais armazenadas
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para depois iniciarem o processo de hidrolise da fonte de carbono (CMC) ou que tenham
conseguido a degradacdo do CMC, em uma primeira fase, gerando subprodutos e produtos,
como a glicose de facil assimilacdo, estimulando assim, a divisdo celular a partir da 28 hs de
crescimento.

Segundo Lynd et al. (2002), a producdo de enzimas para a utilizagdo de celulose, em
diversos microrganismos, € induzida na presenca do substrato e inibida quando aglcares mais
facilmente utilizaveis, como glicose, estdo presentes.

Como se trata de um consorcio, constituido por véarias populacdes bacterianas é natural

que coexista uma competicdo pela fonte de carbono de facil acesso.

5.5 AVALIACAO DA BIOMODULACAO DO CONSORCIO MICROBIANO

O protocolo de irradiacdo foi efetuado no consorcio sob estresse nutricional (solugdo
PBS), sendo que, a absorcdo da radiacdo ocorre sobretudo quando a célula se encontra afetada
por uma desordem funcional (CHAVANTES, 2009).

Incentivou-se o desequilibrio celular de forma a induzir a absorcdo da luz pelas
moléculas fotoaceptoras, desencadeando alteracdes fisico-quimicas primarias e uma sequéncia
de reacOes bioquimicas secundérias nos microrganismos envolvidos. Desta forma, pretendeu-
se induzir a biomodulacdo molecular dos microrganismos. A energia absorvida sera
transformada em energia bioquimica e utilizada em processos metabdlicos de forma a
restabelecer o estado de homeostase dos microrganismos (KARU, 2003).

A densidade energética é sem duvida um dos parametros de grande relevancia para que
se atinga o efeito molecular pretendido, pode ser a fronteira entre a resposta estimulatéria ou
inibitéria (KARU, 1999).

A dose energetica utilizada foi fundamentada em estudo realizado por Crugeira et al.
(2016), em consorcio microbiano termo-celulolitico, identificando a densidade energética de
13 J/cm? que propiciou melhor resposta estimulatoria.

Ap0s o protocolo de irradiagdo, comparou-se o numero de UFC dos grupos de estudo,
constatando-se nas culturas irradiadas por Laser uma proliferagdo celular de 2,0x10” UFC/mL
enquanto que as submetidas a emissdo LED obtiveram 5,5x10” UFC/mL, ambas superiores ao
grupo controle com uma quantificacdo de 9x10° UFC/mL. A quantificagdo microbiana nos

grupos irradiados foi superior a 2000 % relativamente ao grupo controle (Figura 20).
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Figura 20. Quantificacdo microbiana apds protocolo de irradiacdo. (A) Escala aritmética. (B) Escala
logaritmica. **** p<0,0001; **p < 0.01; *p<0,05. (CRUGEIRA, 2019)

Os resultados foram tratados pelo método estatistico ANOVA, com o teste de Tukey de
95 % de confianca e verificou-se nos grupos irradiados por ambas as fontes luminosas um
aumento do numero de células significativo, comparativamente ao grupo controle (Figura 20B),
comprovando uma resposta bioldgica fotoestimulatéria no consércio microbiano.

O grupo irradiado por Laser apresentou significancia de p=0,0057 perante o grupo
controle, enquanto que o grupo LED uma significAncia de p< 0,0001 em relagdo as amostras
controle. Comparando a proliferacdo microbiana obtida, entre as duas fontes emissoras de luz
constatou-se uma significancia de p< 0,0001.

Karu et al. (1983), estabeleceu as bases para a compreensdo dos mecanismos
moleculares associados aos efeitos da luz sobre as células, registrando um grafico de
fotorresposta, na regido do visivel, estimulatorio do crescimento de Escherichia coli pela taxa
de sintese do DNA e do &cido ribonucléico.

A incidéncia de radiagdo nos fotorreceptores, quando associados a um comprimento de
onda e densidade de energia especifica, sdo capazes de absorver os fétons assumindo um estado
excitado eletronicamente nos processos moleculares primarios que desencadeiam efeitos
biol6gicos em determinadas circunstancias (KARU, 1999).

Os resultados de quantificacdo celular ap0s irradiacdo, neste estudo, indicaram de forma
elucidativa que a emissao de luz ndo coerente, desenvolve o processo de estimulacdo metabolica
microbiana, estando em cosonancia com o estudo realizado por Karu (1987) demonstrando que
a resposta celular a fotoestimulacao néo esta associada a propriedades especificas da luz Laser,
como a coeréncia. Esta propriedade € perdida na interacdo da luz com o tecido bioldgico, ndo
sendo uma condigdo essencial para o processo de fotoestimulacao.

Diversos estudos sobre o efeito da radiagdo Laser nas bactérias indicam efeitos
bioestimulantes ou proliferativos, postulando que tais efeitos sdo devido as alteragcdes causadas

pelo aumento do fornecimento de energia pela radiacdo na cadeia respiratoria de bactérias
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(KARU, 1998; KIPSHIDZE et al., 2001; CRUGEIRA et al., 2016). Um dos alvos de irradiacéo
no espectro vermelho é o complexo citocromo C presente em bactérias, quando fotoestimulado
este complexo proteico aumenta sua capacidade de bombeamento de prétons e,
consequentemente, aumenta a quantidade de ATP celular disponivel (KARU, 1998).

O zinco e o cobre s&o encontrados em centros metalicos de proteinas ou mesmo atuando
como co-fator enzimético. Estes metais, principalmente o zinco, sdo abundantes nos
microrganismos e as metaloproteinas que os contem comumente estdo associadas a eventos
transcricionais. Assim 0 aumento no numero de bactérias dos grupos irradiados pode estar
também relacionado a ativagdo de tais metaloproteinas (RADERMACHER; MASEPOHL,
2012; ARGUELLO et al., 2013; LATORRE et al., 2015).

Um dos fatores que pode explicar a maior efetividade da irradiacdo LED identificada
neste trabalho, embasa-se em estudos realizados por Karu (1999) demonstrando que o
citocromo microbiano tem seu pico de absor¢do maxima em 633nm. Este fato pode corrobar a
maior eficacia do LED (632 nm) no aumento da proliferacdo microbiana, quando comparados
ao grupo controle ou mesmo ao grupo irradiado com Laser (660nm).

Por outro lado, o espectro de acdo eletromagnético da luz emitida pelo LED é mais
amplo em relagdo ao do Laser. O Laser é caracterizado por uma maior concentracdo da fluéncia
em uma pequena faixa espectral. Enquanto que no LED, a densidade de energia esta distribuida
em uma banda eletromagnética maior, podendo interagir com um maior grupo de
fotorreceptores especificos.

As mudancas quimicas ou fisicas primarias conseguidas pela radiacdo luminosa nas
moléculas fotoaceptoras sdo seguidas por uma cascata de rea¢Bes bioquimicas secundarias.
Estas reacOes ocorrem na auséncia de luz, podendo acontecer apds horas ou dias da emissao da
irradiacdo (DEVLIN, 2003).

O processo € complexo e de grande abrangéncia, dependendo dos fotorreceptores e
consequentemente das vias metabdlicas envolvidas, é possivel alterar o pH e o estado redox da
célula, por exemplo. Para além da enzima transportadora antiporte Na*/H *, outros carreadores
de ions, cation sodio (Na*), cation potassio (K*), enzima ATPase e enzimas que controlam
niveis de AMPciclico em uma célula sdo também ativados pela irradiagdo e outras respostas
secundarias podem surgir na membrana plasmatica (KARU; KOLYAKOQV, 2005; DIAS, 2009)

As reacOes inerentes a emissdo de luz que desencadeiam respostas biologicas
estimulatorias sdo vastas e influenciam uma grande parte do metabolismo da célula, culminando

com o aumento da proliferacéo celular.
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5.6 AVALIACAO DE ATIVIDADE LIGNOLITICA DO CONSORCIO
FOTOESTIMULADO

A determinacéo da atividade ligninolitica através de corantes poliméricos foi sugerida,
inicialmente, por Glenn e Gold, (1983) e se estabeleceu como método para identificacdo de
microrganismos capazes de degradar compostos xenobidticos. O RBBR oferece a vantagem do
desenvolvimento de métodos espectrofotométricos simples, rapidos e quantitativos.
Apresentam baixa toxidade para 0s microrganismos e sua natureza polimérica assegura que sua
degradacéo, pelo menos nas etapas iniciais, ocorra extracelularmente (OKINO et al., 2000;
MACHADO et al., 2005).

Apesar do RBBR apresentar uma estrutura molecular complexa e recalcitrante,
identificou-se sua degradacdo pelo consorcio bacteriano fotoestimulado, logo nas primeiras
horas de andlise, demonstrando a estimulac&o catalitica das enzimas lignoliticas extracelulares,

comparativamente ao grupo controle (Figura 21).
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Figura 21. Avaliacdo da hidrélise do corante RBBR pelo consércio bacteriano ao longo do
tempo. (CRUGEIRA, 2019)

Os resultados obtidos, nas primeiras 48 hs, demonstraram que o grupo LED apresentou
maior degradacdo do RBBR (40,24 %), enquanto o grupo Laser apresentou uma degradacéo de
39,49 %, com significancia em relacdo ao controle de p<0,0009, esta diferenca ndo se verificou

entre os grupos LED e Laser (Figura 22B).
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Figura 22. Analise estatistica da hidrolise do RBBR nos diferentes grupos experimentais ao
longo do tempo. (A) Avaliacdo da degradacdo de RBBR em 24 hs. (B) Avaliagdo da degradagéo
de RBBR em 48 hs. (C) Avaliacdo da degradacdo de RBBR em 96 hs. (D) Avaliacdo da
degradagdo de RBBR em 144 hs. (E) Avaliagdo da degradacdo de RBBR em 192 hs. (F)
Avaliagéo da degradacdo de RBBR em 240 hs. ****p<0,0001; ***p< 0.001; **p< 0.01; *p<
0.05 relativamente ao controle. (CRUGEIRA, 2019)

Esta constatacdo indica a possibilidade de a irradiacdo emitida ter promovido a

excitacdo dos grupos prostéticos (heme e cobre), agentes mediadores de oxidorredugdo na acdo

catalitica do corante RBBR. Estes mediadores podem estar envolvidos na geragdo de espécies



62

reativas de oxigénio (ROS), e atacar, direta ou indiretamente, a lignina e/ou moléculas
xenobioticas (VAN AKEN; AGTHOS, 2002).

A acdo catalitica do grupo controle sé se iniciou apds 48 hs de incubacéo, revelando que
a irradiacdo estimulou o0s processos enzimaticos extracelulares.

Ao final de 96 hs verificou-se diferenga estatistica de p= 0,0001 entre 0s grupos
irradiados e o grupo controle. Em 144 hs de incubacéo identificou-se diferenga significativa
entre o Laser e o controle e entre o Laser e o LED de p=0,0003 (Figura 22C).

A maior degradacao entre todos os tempos e grupos experimentais foi obitda no grupo
Laser no tempo de 192 hs (45,49 %), apresentando significancia de p<0,0009 em relagdo ao
controle e p<0,009 em relagdo LED (39,37 %) (Figura 22E).

Ao final de 240 hs, verificou-se que a acdo catalitica no grupo irradiado por Laser foi
maior do que nos restantes grupos de estudo (p< 0,0001). No mesmo periodo o grupo LED
apresentou uma diferenca significativa de p< 0,05 relativamente ao grupo controle.

A anélise dos acidos nucleicos por epiflurescéncia, constatou a alteracdo do padréo de
coloracdo de verde para laranja nos grupos irradiados, demonstrando o aumento de producéo

de RNA nas primeiras 48 hs de incubacéo (Figura 23).

Figura 23. Epifluorescéncia emitida pelo consércio em diferentes condi¢Bes experimentais em 48 h de
incubacédo. (A) Grupo controle apresenta células marcadas de verde, indicando DNA bifilamentar. (B)
Grupo Laser apresenta células marcadas de laranja, indicando presenca de &cidos nucleicos
monofilamentares. (C) Grupo LED apresenta células marcadas em laranja, indicando presenca de &cidos
nucleicos monofilamentares. (CRUGEIRA, 2019)

A sua quantificacdo em 48 hs de incubacdo, identificou no grupo controle um maior
percentual de DNA bifilamentar (64,56 %) e menor de RNA (35,43%) por unidade arbitraria
de fluorescéncia (AFU), apresentando significAncia em relacdo aos grupos irradiados, Laser
p<0,0357 e LED p<0,0049 (Figura 24).

Os grupos irradiados apresentaram um aumento na producdo de &cidos nucleicos
monofilamentares (RNA) de 28 % comparativamente ao grupo controle. As duas fontes

emissoras de luz ndo registaram diferenca estatistica significante entre elas (Figura 24).
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Figura 24. Anélise de epiflurescéncia dos &cidos nucleicos mono e bifilamentares nos diferentes
grupos experimentais ao final de 48 hs de hidrolise RBBR. **p<0.01; *p< 0.05. (CRUGEIRA,
2019)

Foram descritos efeitos produzidos pela luz na ativacdo dos processos transcricionais e
traducionais (HEMPHIL et al., 2013; WANG et al., 2017).

Ao avaliar-se a atividade metabolica foi possivel confirmar que os protocolos de
irradiacdo apresentaram dois efeitos sobre a degracdo de RBBR: aumento da degradagéo e
antecipacdo da atividade lignolitica do consorcio em torno de 48 hs (Figura 25).

Os grupos irradiados (LED e Laser) apresentaram uma atividade metabdlica superior a
2.300 % e 2.100 % respectivamente, em relacdo ao controle nas primeiras 48 hs de incubagé&o.
Neste periodo os grupos irradiados demonstraram uma atividade metabolica maxima, enquanto
0 grupo controle apresentou 0 seu pico maximo em 144 hs, fase de incubacdo bastante mais
tardia (Figura 25).

A atividade metabdlica do grupo controle manteve-se menor que os grupos irradiados
em todos os tempos de andlise, exceto no tempo de 240 hs que a menor taxa se verificou no
grupo LED com uma reducéo de 21 % em relacdo ao controle.

A ativacao de distintas rotas metabolicas ocorre por emissores de luz com comprimentos
de onda diferentes (OLIVEIRA et al., 2016). As rotas metabodlicas sugeridas por Crugeira e
colaboradores, em 2018, fundamentam os resultados obtidos na catélise do RBBR neste estudo,
nos grupos LED (40,24 %) e Laser (39,49 %), em relacdo ao controle (p<0,0009) ao final de
48 hs.
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Figura 25. Metabolismo aparente do consércio microbiano na catalise de RBBR nos diferentes grupos
experimentais ao longo de 240 horas. (CRUGEIRA, 2019)

As vias metabolicas utilizadas na degradacdo do RBBR sdo diferentes nos grupos
irradiados por 632nm e 660nm. Este fato pode ser explicado pela diferenga inicial de células
apos o protocolo de irradiacdo, bem como, pela fotoativacdo direta ou indireta de
metaloproteinas extracelulares.

No grupo LED a hidrélise do RBBR apresentou seu pico de degradacdo em 48 hs,
confirmando os estudos realizados por Karu em 1983, que relatam a ocorréncia do efeito
fotoestimulatério, aumento do nimero de células, até 2 ou 3 geracdes apds a irradiacdo o que
favorece o0 aumento da atividade metabdlica e possivelmente uma ativacdo direta das
metaloproteinas lignoliticas.

Contudo a irradiacdo emitida no comprimento de onda de 660nm pode ter induzido
ativacdo das metaloproteinas intracelulares que participam ativamente na modulacdo das
enzimas extracelulares ou agindo diretamente nas metaloproteinas lignoliticas (LIEBERT;
BICKNELL e ADAMS, 2014). Esta ultima possibilidade relaciona-se a absorcdo de fétons
pelos grupos prostéticos e/ou residuos peptidicos aromaticos que podem aumentar a capacidade
catabdlica ou auxiliar na manutencdo da conformacéo tridimensional das enzimas tornando-as
mais resistentes a desnaturagdo promovida pela acdo metabdlica (KOPKA et al., 2017).

A radiacdo emitida pelas fontes de luz no espectro vermelho pode funcionar como um
gatilho da ativagdo metabdlica enzimética, ou seja, como um substrato oxidativo,
proporcionando a “ativagdo” dos mediadores redox, grupos prostéticos metalicos das enzimas
lignoliticas. Por outro lado, durante a excitacdo dos estados eletrénicos (reacdo primaria) uma

parte da energia é convertida em calor, elevando localmente a temperatura dos cromoforos
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absorventes, ocasionando mudancas estruturais e deflagrando atividades bioquimicas, reaces

secundarias na auséncia de luz, tais como ativacao de enzimas (CHAVANTES et al., 2009).

5.7 QUANTIFICACAO DOS PRODUTOS DA HIDROLISE DA CELULOSE E
HEMICELULOSE

Os produtos da hidrélise da biomassa residual foram quantificados em amostras
coletadas de sobrenadante ao longo do tempo, tendo em atencdo que se avaliaram dois pré-
tratamentos distintos (solucdo de NaOH 5 % ou de KOH 5 %), em cada um dos grupos de
estudo: controle, Laser e LED.

5.7.1 DETERMINACAO DE ACUCARES REDUTORES

Realizou-se a dosagem dos ART ao longo de 240 hs com o objetivo de acompanhar a
hidrolise da casca de coco, pelo consorcio irradiado versus controle (sem irradiacao).

As cinéticas ao longo do tempo, demonstraram uma maior concentracdo de agucares
redutores no grupo irradiado por LED até as 144 hs de incubacdo, em ambos 0s pré-tratamentos
do substrato. A maior producéo de agucares verificou-se no grupo Laser ao final de 192 hs de
incubacg&o no substrato tratado por NaOH 5 % (Figura 26).
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Figura 26. Quantificacdo de agucares redutores ao longo do tempo. (A) Casca de coco pré-tratada com
solucdo de NaOH 5%; (B) Casca de coco pré-tratada pré-tratada com solucdo de KOH 5%.
(CRUGEIRA, 2019)

Constatou-se no pré-tratamento por NaOH uma significancia de p<0,05 do grupo LED
comparativamente ao grupo controle no tempo de 24 e 48 hs, demonstrando um maior
desempenho hidrolitico do consorcio bacteriano irradiado por LED. Apos 144 hs verificou-se

uma maior eficacia do grupo Laser versus o controle, apresentado significancia estatistica de
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p=0,0104 no tempo de 192 hs de incubacdo. N&o se identificou diferenca significativa entre
estes dois grupos nas 240 hs (Apéndice C).

A maior proliferacdo bacteriana constatada no grupo LED ap6s o protocolo de
irradiacdo é sem duvida uma vantagem para uma maior degradacdo da biomassa, mas pela
constatacdo das cinéticas podemos ponderar que vias metabdlicas e enziméticas diferentes sdo
ativadas, como observamos no grupo Laser com uma maior acdo hidrolitica apos as 144 hs de
incubacdo (CRUGEIRA et al., 2018).

Na incubacdo do substrato pré-tratado por KOH 5 % identificou-se uma supremacia do
grupo LED até as 144 hs de incubacdo, sem significancia estatistica entre os grupos de estudo
(Apéndice C). A partir das 144 hs a concentragdo de ART do grupo Laser iguala-se
praticamente a do grupo LED, identificando-se a partir das 192 hs um maior poder hidrolitico
do grupo Laser, atingindo o seu pico maximo em 240 hs, p<0,01 relativamente aos restantes
grupos estudados, indicando um efeito metabdlico mais tardio, mas por outro lado, com maior
producdo de ART (Apéndice C).

Observou-se que em ambos 0s tratamentos do substrato o gupo controle apresentou um
comportamento bastante semelhante (Figura 26).

Em uma analise geral das cinéticas de ART, identificou-se uma flutuacdo dos produtos
da hidrdlise da biomassa ao longo do tempo (Figura 26).

Segundo Lynd et al. (2008) as taxas de hidrolise da celulose sdo inibidas pelo acimulo
dos produtos formados, em um processo de “feedback” negativo. Este mecanismo atua no
sentido de priorizar a utilizacdo de aclcares mais facilmente metabolizados, como a glicose.
Assim, a medida que o processo catabdlico da biomassa acontece, acumulam-se agucares
redutores que poderdo inibir a degradacdo da celulose até que sejam utilizados como fonte de
carbono dos microrganismos consorciados.

A degradacdo da biomassa gera subprodutos e produtos, como a glicose de facil
assimilagcdo microbiana inibindo o catabolismo do substrato (LYND et al., 2002).

Este processo pode ter sido responsavel pelo padréo de degradacdo obtido, onde
se pode observar uma alta variagcdo na quantidade de agUcares redutores com o tempo,
alternando periodos de maior geracdo com periodos de maior consumo. Por essa razéo,
considerou-se importante avaliar as atividades metabdlicas nas primeiras 48 hs de

incubacéo (Figura 27).
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Figura 27. Avaliacéo das atividades metabolicas na producéo de ART. (A) Atividade metabdlica durante
48 hs no substrato pré-tratado com NaOH 5 %; (B) Atividade metabdlica durante 48 hs no substrato
pré-tratado com KOH 5 %; (C) Analise estatistica das atividades metabdlicas em 48 hs de incubagédo
com o substrato pré-tratado por NaOH 5 %; (D) Analise estatistica das atividades metabdlicas em 48 hs
de incubagcdo com o substrato pré-tratado por KOH 5 %; (E) Atividades metabdlicas em 48 hs de
incubagdo. **** p<0,0001; ***p< 0.001; **p< 0.01; *p< 0.05. (CRUGEIRA, 2019)

Observou-se na biomassa tratada com solucdo de NaOH 5 %, uma atividade metabdlica
superior nos grupos irradiados comparativamente ao grupo controle. Tendo o grupo LED uma
atividade de 0,0163 g/L/h, 143 % maior (p<0,0001) do que o controle nas primeiras 48 h de
incubacdo (Figura 27 A; C).

Na anélise de desempenho metabdlico no substrato pré-tratado por solucdo de KOH 5
%, apenas o grupo irradiado por LED obteve uma atividade superior de 29,4 % relativamente
ao grupo controle, nas primeiras 48 h. O grupo Laser e controle apresentaram atividades
metabolicas similares (Figura 27 B; D).

A concentragdo de ART e atividades metabdlicas determinadas nos pré-tratamentos em
estudo, indicaram uma maior eficacia catabdlica da biomassa no consorcio microbiano
irradiado por LED, nas primeiras 48 h. Podera ser fundamentado por uma maior proliferacdo
celular ap6s o processo de irradiacdo, transcricdo génica e/ou maior atividade enzimatica
desenvolvida. Por outro lado, a producéo de ART no substrato tratado por NaOH 5 % foi maior,
induzindo que o pré-tratamento gerou uma maior acessibilidade aos polissacarideos e

consequentemente maior atividade hidrolitica.
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Pode ter coexistido uma ativacao das porfirinas membranares através da emisséao de luz,
visto que a decomposicdo é extracelular por complexos enzimaticos que agem na
despolimerizacdo dos componentes lignoceluldsicos e seus produtos sdo transportados para o

meio intracelular e utilizados no metabolismo bacteriano.

5.7.2 ANALISE CROMATOGRAFICA

Determinaram-se as concentracdes de glicose e xilose por HPLC ao longo do tempo,
com o objetivo de avaliar a degradacdo dos polissacarideos, celulose e hemicelulose, pelo
consorcio bacteriano fotomodulado.

A analise das cinéticas de glicose em ambos os pré-tratamentos do substrato demonstrou
uma predominancia catabolica do grupo irradiado por LED nas primeiras horas do estudo,
apresentando concordancia com os resultados obtidos na determinagdo de ART. Constatou-se
uma flutuacdo na concentragéo de glicose ao longo do tempo, provavelmente pela utilizacéo
microbiana do monossacarideo como fonte de carbono, confirmando o constatado na analise de
ARTSs (Figura 28) (LYND et al., 2008).
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Figura 28. Cinéticas da concentragdo de glicose obtidas por cromatografia. (A) Substrato pré-tratado
por solugdo NaOH 5%; (B) Substrato pré-tratado por solugdo kOH 5%. (CRUGEIRA, 2019)

No pré-tratamento do substrato por NaOH 5 % verificou-se uma maior obtencéo de
glicose do que no tratamento por KOH 5 %. O grupo irradiado por LED apresentou seu pico de
concentracdo de glicose ao final das 48 hs, 0 mesmo identificado na determinacdo de ART,
verificando-se significancia de p<0,001 em relacdo ao grupo controle (Apéndice D). Apos este
periodo, verificou-se um consumo da glicose obtida pelo consércio modulado por LED até as
96 hs (Figura 28A).

A partir das 96 hs o grupo irradiado por Laser obteve um melhor desempenho, com

significancia de p<0,001, nas 192 hs e 240 hs de incubag&o relativamente ao grupo controle.
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Em praticamente todo o tempo de acompanhamento, constatou-se uma hidrélise dos
polissacarideos predominante nos grupos irradiados versus o grupo controle (apéndice D).

Na analise da hidrolise da biomassa pré-tratada por solucdo de KOH 5%, a concentracédo
de glicose foi menor, do que no substratato tratado com solu¢do de NaOH 5%. O consorcio
irradiado por LED apresentou um melhor desempenho em praticamente todos os tempos
quantificados, excepto nas 240 hs de incubacédo (Figura 28B).

O grupo controle no substrato tratado por NaOH 5% obteve uma melhor eficacia em
comparacdo com o substrato pré-tratado com KOH 5%, mas ndo relevante, indicando uma
expressdo dos resultados maior para a emissdo de luz do que para a diferenca do pré-tratamento
utilizado.

Determinaram-se as atividades metabdlicas aparentes ao longo do tempo, sendo o
periodo de maior representatividade as primeiras 48 hs de incubacéo, onde se verificou um

menor consumo de glicose como fonte de carbono microbiana (Figura 29).
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Figura 29. Atividade metabdlica aparente na obtencdo de glicose. (A) Cinéticas da obtencéo de glicose
nos grupos estudados na biomassa tratada por NaOH 5%; (B) Cinéticas da obtencdo de glicose nos
grupos estudados na biomassa tratada por KOH 5%; (C) Atividade metabdlica no instante de 24 hs na
biomassa tratada por NaOH 5%; (D) Atividade metabdlica no instante de 48 hs na biomassa tratada por
NaOH 5%; (E) Atividade metabdlica no instante de 24 hs na biomassa tratada por KOH 5%; (F)
Atividade metabolica no instante de 48 hs na biomassa tratada por KOH 5%. (CRUGEIRA, 2019)

As maiores atividades metabdlicas foram alcancadas nas primeiras 48 hs de incubacéo
nos grupos irradiados, em ambos 0s pré-tratamentos da biomassa (Figura 29A,; B).

No pré-tratamento do substrato por NaOH, nas 48 hs observou-se uma atividade
metabolica no grupo LED de praticamente o triplo (1,026 pug/mL/h), de 294,9% maior da
atividade obtida no grupo controle (0,3479 pg/mL/h) (Figura 29D). O grupo irradiado por Laser
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(0,3861 pg/mL/h) evidenciou uma diferenca minima em relacdo ao grupo controle nas
primeiras 48 hs. Os resultados obtidos das atividades metabdlicas apresentam concordancia
com a determinacéo de ART.

No tratamento da biomassa por KOH 5%, verificou-se uma maior atividade metabdlica
no tempo de 24 hs, no grupo LED, com significancia de p<0,0001 (56% maior) em comparagéo
ao grupo controle (Figura 29E). A mesma significancia foi obtida no grupo Laser relativamente
ao grupo controle.

As atividades metabolicas obtidas no grupo LED (0,78 pg/mL/h) em 24 hs de incubacéo,
no pré-tratamento por KOH, foram menores do que as identificadas no mesmo grupo, em 48 de
incubac&o do substrato pré-tratado por NaOH (Figura 29 E; D). E nitida uma maior atividade
metabolica aparente no grupo LED, nas primeiras horas de avaliacdo, em ambos 0s pré-
tratamentos.

Na quantificacdo de xilose ao longo do tempo, verificou-se nos dois pré-tratamentos
uma degradacdo diminuta do heteropolissacarideo, hemicelulose, pois a concentracdo de um
dos seus produtos hidroliticos, xilose, diminui ap6s as 24 hs de incubacéo (Figura 30).

Uma das hipoteses das baixas concentracfes obtidas de xilose, pode-se fundamentar
pelos pré-tratamentos fisico-quimicos realizados, poderem ter removido a maioria da
hemicelulose disponivel e/ou pelo deficit de xilanases nos microrganismos presentes no

consorcio.
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Figura 30. Cinéticas da concentragdo de xilose obtidas por HPLC. (A) Substrato pré-tratado por solugdo
NaOH 5%; (B) Substrato preé-tratado por solugdo kOH 5%. (CRUGEIRA, 2019)

A severidade e o tipo de pré-tratamento influenciaram na porcentagem de massa
recuperada de cada fracdo. O pre-tratamento pode provocar a solubilizagdo da hemicelulose
(AGUILAR et al., 2002).
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Estudos efetuados por Shimizu, (2018) em cana-de- agucar, demonstraram que no pré-
tratamento alcalino por solugdo de NaOH 5%, a recuperagdo da massa inicial é da ordem dos
47,8 %. Por outro lado, Corradini et al. (2009) utilizou uma solucdo de hidroxido de sodio para
extracdo da hemicelulose da casca de coco.

Estudos efetuados por Aguiar et al. (2010) em bagaco de cana, demonstratram que 0s
processos de tratamento alcalinos removerem até 85% da fragdo de hemicelulose.
Fundamentando que os dois processos de pré-tratamento aplicados ao substrato podem ter
causado a perda de alguns substituintes da cadeia de hemicelulose e até mesmo a sua
degradacdo, sendo que, o polissacarideo ndo possui regides cristalinas € mais facilmente
catabolizado por produtos quimicos.

5.8 QUANTIFICACAO MICROBIANA POR EPIFLURESCENCIA

As quantificacbes microbianas realizadas ao final de 48 e 144 h demonstraram uma
proliferacdo celular superior no grupo LED em ambos os pré-tratamentos. E de salientar que
logo apds o protocolo de irradiacdo (tempo zero) este grupo evidenciou maior concentracao
microbiana, “partindo em uma condicdo preveligiada para o processo de hidrélise da biomassa”.

Ao tratar os resultados obtidos pelo método estatistico ANOVA, com o teste de Tukey,
95% de confianga, foi possivel identificar no substrato pré-tratado por solu¢do de NaOH 5%
em 48 hs, uma diferenca significativa de p=0,0005 entre o grupo irradiado por LED e os
restantes dois grupos de estudo (Figura 31A). Essa diferenca se reduz no tempo de 144 hs
constatando-se uma taxa de crescimento superior no grupo irradiado por Laser durante esse
periodo de tempo. Indicando uma producdo celular relativa maior no grupo Laser em uma fase
mais tardia. No tempo de 144 hs continua a verificar-se significancia (p=0,0327) do grupo LED
em relacdo ao grupo controle (Figura 31C).

No substrato pré-tratado pela solugdo de KOH 5% constatou-se no tempo de 48 hs uma
diferenca significativa (p<0,05) dos grupos irradiados comparativamente ao grupo controle
(Figura 30B). Prevalecendo no tempo de 144 hs significancia do grupo LED perante o grupo
controle (Figura 31D).

A proliferagdo celular determinada esta em consonéancia com os produtos quantificados
na hidrolise da celulose indicando o grupo irradiado por LED mais eficaz, principalmente nas
primeiras 48 hs. Sendo que, o aumento proliferativo foi constatado na determinagéo realizada

logo apo6s o final do protocolo de irradiagdo descrito na Figura 10.
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Figura 31. Analise Estatistica da quantificacdo microbiana, pelo método ANOVA, com o teste de
Tukey,95% de confianca. (A) Proliferagdo microbiana em 48 hs de incubagdo no substrato pré-tratado
por solucdo de NaOH 5%; (B) Proliferacdo microbiana em 48 hs no substrato pré-tratado por solugdo
de KOH 5%; (C) Proliferagdo microbiana em 144 hs no substrato pré-tratado por solu¢éo de NaOH 5%;
(D) Proliferacdo microbiana em 144 hs de incubag&o no substrato pré-tratado por solu¢éo de KOH 5%.
***n< 0.001; **p< 0.01; *p< 0.05. (CRUGEIRA, 2019)

No grupo irradiado por Laser foi notdrio que a emissdo de luz no espectro vermelho
proporcionou 0 aumento do numero de células até a 32 geracdo. Este fendmeno ja fora descrito
em estudos realizados por Karu (1983) em culturas de E. coli irradiadas por Laser e luz
vermelha incoerente, quando incubadas em meio nutriente identificou que o aumento do
namero de células ocorre apenas durante 2 ou 3 geracfes apds sua irradiacao.

A acdo da luz emitida pelo LED é mais ampla em relagdo a do Laser, sendo a densidade
de energia distribuida em uma banda eletromagnética maior, possibilitando a interagdo com um
maior nimero de fotorreceptores especificos (DACOSTA et al., 2003).

Estudos efetuados por Karu (1999) demonstrando que o citocromo microbiano tem seu
pico de absor¢ao maxima em 633nm. Este fato pode fudamentar a maior eficacia do LED (632
nm) no aumento da proliferagdo microbiana.

Dobrowolski et al. (2017) identificou a fotoestimulagdo como uma das novas
biotecnologias aplicaveis a degradacdo da biomassa para obter energia sustentavel.

Sabendo que, a viabilidade econémica é um fator predominante para a producao
industrial este resultado torna-se promissor indicando a fotoestimulagdo como processo
impulsionador de bioprocessos nas diversas areas, direcionando a luz LED como promitente,

coadjuvado ao fator de baixo custo destes dispositivos.
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5.9 ANALISE DA CASCA DE COCO VERDE POR MEV

A microscopia eletrénica possibilitou a analise e avaliagdo da capacidade catabdlica do
consorcio fotoestimulado na biomassa residual de coco, ao final de 240 hs.

As micrografias evidenciaram uma maior degradagdo nos grupos irradiados, ou seja, a
radiacdo no espectro vermelho ao incrementar a proliferagdo celular desenvolveu uma maior

acao catabdlica do substrato, comparativamente ao grupo controle (Figura 32).
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Figura 32. Micrografias obtidas por MEV, aumento de 500x, da biomassa residual de coco ao final de
240 hs. (A) Substrato pré-tratado por NaOH 5% e incubado com consércio microbiano sem irradiacao;
(B) Substrato pré-tratado por NaOH 5% e incubado com consoércio microbiano irradiado por Laser; (C)
Substrato pré-tratado por NaOH 5% e incubado com consércio microbiano irradiado por LED; (D)
Substrato pré-tratado por KOH 5% e incubado com consorcio microbiano sem irradiacdo; (E) Substrato
pré-tratado por KOH 5% e incubado com consorcio microbiano irradiado por Laser; (F) Substrato pré-
tratado por KOH 5% e incubado com consércio microbiano irradiado por LED. (CRUGEIRA, 2019)

As reacdes inerentes a emissdo de luz, desencadeiam respostas bioldgicas estimulatorias
sdo vastas e influenciam as vias metabdlicas da célula, culminando com o aumento da
proliferacdo celular, como demonstrado na quantificacdo celular ap6s o processo de irradiacdo
(KARU, 2010; CRUGEIRA et al., 2018).

Estudos realizados por Karu (2010) em cultura de Escherichia coli identificaram
enzimas terminais, citocromo bd, como fotoaceptor na emisséo de radiacdo no espectro
vermelho. As condices experimentais implementadas sdo de extrema importancia, pois o
estado de oxidacdo/reducdo do fotoaceptor primario € essencial para que o processo de
fotobioestimulagéo ocorra.

Na analise do substrato tratado por solu¢cdo de NaOH 5% verificou-se uma maior
degradacdo nas amostras irradiadas, identificando-se rupturas das fibras de casca coco e sua

degradacdo parcial. Constatou-se aberturas superficiais, fendas internas e espacgos vazios
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criados pela retirada de componentes nao-celul6sicos e acéo hidrdlitica nas cadeias celuldsicas
(Figura 32B; C).

No substrato tratado pela solucdo de KOH 5 %, as amostras irradiadas evidenciaram
uma degradacdo menor do que a obtida com o pré-tratamento por NaOH 5 %, concordante com
as quantificagdes realizadas dos produtos hidroliticos da celulose (Figura 32E; F).

Os pré-tratamentos alcalinos proporcionaram reaces de solvatacdo e saponificacdo
causando a dilatacdo da biomassa e consequentemente, maior acessibilidade para a acdo
catabolica microbiana (HENDRIKS et al., 2009).

Os resultados corroboram com as quantificagcdes de agucares realizadas e confirmam o
processo estimulatorio dos emissores de luz utilizados em relacdo ao grupo controle.
Comparando-se as fontes luminosas, verificou-se uma maior degradacdo provocada pelo
consocio microbiano irradiado por LED, justificando-se por uma maior proliferacdo microbiana
advinda da agdo da luz nos processos metabolicos e expressdao génica (CRUGEIRA et al.,
2018).



75

6. CONCLUSAO

Neste estudo foi possivel concluir que o pre-tratamento com solucdo de NaOH 5%,
melhorou a capacidade e acessibilidade a macromolécula de celulose da casca de coco.

Houve resposta estimulatdria do consorcio bacteriano estatisticamente significante a
emissao das radiacOes Laser e LED no espectro vermelho, p=0,0057; p< 0,0001, relativamente
ao grupo controle. Entre as fontes emissoras de luz constatou-se uma significancia de p< 0,0001
do grupo LED em relacdo ao grupo Laser, comprovando que a resposta celular a
fotoestimulacdo n&o esté associada a coeréncia da radiacdo emitida.

O consorcio fotoestimulado provocou uma maior producdo proteica e atividade
metabolica antecipando e aumentando o catabolismo do corante RBBR. Nas primeiras 48
horas, o grupo LED apresentou maior degradacdo do RBBR com significancia (p<0,0001) em
relagdo ao controle e sem diferenca estatistica relativamente ao emissor Laser.

A obtencdo de produtos da hidrolise da celulose (ART e glicose) foi significante nos
grupos fotoestimulados. O grupo LED apresentou um catabolismo mais eficaz, nas primeiras
48 h, representando uma atividade metabdlica superior e significante (p<0,0001; NaOH 5%)
advinda das reac6es bioquimicas em cascata desencadeadas pela emissao da radiacdo, enquanto
0 grupo Laser, apresentou predominancia catabélica apds as 144 h de incubacéo.

A andlise das micrografias da biomassa residual, corroboram com a quantificacdo dos
produtos catabdlicos do substrato, demonstrando uma maior acdo bacteriana nos grupos
irradiados.

Sabendo que a viabilidade econdmica é um fator predominante para a producdo
industrial este resultado torna-se promissor indicando a fotoestimulagcdo como ferramenta
impulsionadora de bioprocessos nas diversas areas, direcionando a luz LED como promitente
coadjuvada ao fator de baixo custo, sendo que o emissor Laser apresentou uma resposta

catabélica mais tardia.
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APENDICE A — Procedimento de Leitura e calculo do NMP
Para o célculo do NMP:
1- Ver combinacdo dos 3 Gltimos tubos positivos;
2- Procura o valor do NMP na tabela;

3 — Multiplicar pelo fator de diluicdo referente ao antepenultimo da combinacao dos trés tubos
positivos.

Figura 1. Esquema representativo do NMP
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Fonte: Adaptada (INGRAHAM, 2011).

YINGRAHAM, John L.; INGRAHAM, Catherine A. Introdugdo a microbiologia: Uma
abordagem baseada em estudos de casos. Cengage Learning, 2011.



APENDICE B - Curva de calibrago co solucéo padrdo de D-glucose
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Dados obtidos na analise através do aparelho Molecular Devices Spectramax 190 Microplate

Reader, em triplicata:

[sample "Well  [Concentration | Values "MeanValue [Std Dav. V%
| ,mg/mL | | | |
01 D1 1.000 2114 2.103 0.024 1.164
E1 2120
| | F1, | 2.075, | |
02 A2 0.900 1.888 1873 0.013 0.678
B2 1.865
| Q| | 1.866 | |
03 A3 0.800 1559 1512 0.044 2,879
B3 1474
| =i | 1502 | |
04 Ad 0.700 1371 1434 0.075 5.196
B4 1516
| c4 | 1416 | |
05 D5 0.600 1135 1115 0.018 1.653
ES 1100
| FS | | Ll[}B. | |
06 A6 0.500 0.958 0.852 0.032 3.357
B6 08B0
| 6 | 0517, | |
o7 AT 0400 0.717 0728 0.013 1836
B7 0.743
| C?_ | Il??d. | |
08 AB 0.300 0450 0.446 0.004 0.807
B8 0.443
. cs - . 07445- . .
09 AS 0.200 0.383 0.382 0.025 6.424
B9 0406
» . cg . . 07357. . .
10 Al0 0.100 0.091 0.088 0.006 7.305
B10 0083
C10| 0.081
Group Blank = 0.226
StandardCurve
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Conc
® Std | Group04: Values vs Concentration ) Weighting: Fixed
Curve Fit Results &
Curve Fit: Linear y = A+ Bx
Parameter Estimated Value Std. Error Confidence Interval
5 A 0143 0.026 [-0.185, -0.090]
RZ =0.9%0
B 2192 0.041 [2.108, 2.277]
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APENDICE C - Analise ANOVA com o teste de Tukey, 95% de confianca dos ART
pelo método DNS dos substratos em estudo.

Substrato Pre-tratado por Solucdo de NaOH 5%
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APENDICE D — Analise ANOVA com o teste de Tukey, 95% de confianca da
concentracéo de glicose por HPLC.

Substrato Pré-tratado por Solucdo de NaOH 5%
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ANEXO A - Tabela utilizada de NMP para determinacéo de resultados

Tabela 1 — NUumero mais provavel-NMP e intervalo de confianca a nivel de 95% de propabilidade, para
diversas combinagdes de tubos positivos em série de trés tubos. Quantidade inoculada 1 — 0,1- 0,01 g
ou mL.

Intervalo de Intervalo de
e I ® || cotianen 5% o e s Nou” | confianga 95%

e NMP/mL | pminimo | méximo NMP/mL | minimo | méaximo
o | o] o <0,3 = 095| 2 | 2 | o 2.1 0,45 42
0| o1 0,3 0,02 096 2 | 2 | 1 28 0,87 9.4
o | 1|0 0,3 0,02 | 2 | 2 | 2 35 0,87 9.4
0 | 1 1 0.6 0,1 18/ 2 [ 3] o 29 0,87 9.4
o[ 210 0.6 0,1 18 2 [ 3 1 3.6 0,87 9.4
0o | 3]o 0,9 0.4 38/ 3 [ o] o 23 0,46 9.4
1 oo 0.4 0.0 18 3] o |1 38 0,87 11
1 [ o |1 0,7 0.1 18] 3 [ o | 2 6.4 1,7 18
1 [ o] 2 1.1 0.4 38| 3 1 | o 43 0.9 18
1 1 [ o 0,7 0,1 20 3 1 1 75 1,7 20
1 1 1 1.1 0.4 38| 3 1 | 2 12 3,7 42
1 2 | o 1.1 0.4 42| 3 1| 3 16 4 42
1 2 1 1.5 0.5 42l 3| 2] o 93 1.8 42
1 300 1.6 0,5 421 3 | 2 | 1 15 3.7 42
210 o0 0,9 0,1 38 3 [ 2 | 2 21 4 43
2 |10 |1 1.4 0.4 42 3| 2| 3 29 9 0,1
2|10 | 2 2,0 0,5 42 3 | 3| o 24 42 0,1
2 1 | o 1.5 0.4 42 3 | 3 1 46 9 0,2
2 1 1 2,0 0,5 a2 3 [ 3] 2 110 18 0.41
2 1 | 2 2,7 0.9 94 3 [ 3 [ 3 >110 42 =

Fonte: Retirado (MONTES, 2015)*.

MONTES, D. Determinacéo de &nions sulfatos e nitratos em amostras aquosas de campos de
petréleo como método de monitoramento de Bactérias Redutoras de Sulfato- BRS. Dissertacdo
de Mestrado do programa de Pos-Graduacdo em Biotecnologia do Instituto de Ciéncias e Saude
da Universidade Federal da Bahia, p.121, 2015.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywonds:

Lignocellulosic blomass
Photobiostimulation
Thermo-cel luldytic-consortiem
Enzymatic-activity

Light

Cellulose has a highly diversified architecture and its enzymatic complexes are studied for achieving an efficient
conversion and a high level of efficiency in the deconstruction of cellulolytic biomass into sugars. The aim of this
investigation was to evaluate the effect of Laser or LED light in the cellulolytic activity (CMCase) and on the
proliferation of the thermophilic microbial consortivm used on the degradation process of a lignocellulosic
biomass of green coconut shell. The irradiation protocol consisted of six Laser irradiations (A660nm, 40mW,
2705, 13J/cm?) or LED (A632 = 2qm, 145mW, 443, 13 J/an®) with 12- h time intervals in nutrient depri-
vation conditions. After irradiation, the consortium was inomlated into a lignocellulosic biomass (coconut fi-
bers). Mor- irradiated consortium was also inoculated and acted as control. Cell proliferation and endoglucanase
activity were quantified during the experimental time. Experiments were carried out in triplicate. The results
showed an increase of 250 % of thermo-cellulolytic micoorganisms for the LED group and 200% for the Laser
group when compared to the control. The enzymatic index (red Congo method), showed a statistically significant
difference in the process of degradation of the lignocellulosic biomass between the Laser and LED groups
compared to the control group [p < 0.0029; p < 0.029, respectively] 48-hs after the inoculation of the mi-
aoorganisms. At the end of 72-h, this significant difference was maintained for both irradiated groups
(p = 0.0212). Based upon the protocol used on the present study, it is possible to conduded that LED light
enhanced cell proliferation of the thermophilic microbial consortium while the Laser light increase the enzy-
matic index of the lignocellulosic biomass of green cocomt shell.

1. Introduction

The use of biomass, as a ready accessible raw material, indicates the
need of developing biotechnological and biostimulatory processes that
would allow greater cellulolytic activity against the rigid and well-or-
ganized sructure of cellulose where the degradation of lignocel lulosic
compounds is the great obstacle. Cellulose, even disaggregated with
lignin and hemicellulose, may be highly diversified in its architecture;
however, enzymatic complexes are being studied and produced to bring

synergistic action of a cellulolytic complex, constimted by cellulases, for
the liberation of sugars, resulting in the final production of glucose, of
great industrial interest. The degradation action and mechanism of op-
eration of cellulases produced by bacteria are less well known than that
of fungi. All cellulolytic bacteria secrete endoglucanases, with different
properties and most demonstrate little activity in the crystalline struc-
ture of cellulose. Some exoglucanases have already been characterized,
but only a minority acted synergistically with endoglucanase in the
hydeolysis of the crystalline structure of cellulose [2].
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ARTICLE INFOQ ABSTRACT

Keywords: Light blotechnology s @ promising tool for enhancing recalclirant compounds blodegradation. Xenoblotics can
Laser cause a significant Impact on the quallty of the resulis achleved by sewage treatment systems due to thelr
LED recalcitrance and toxicity. The optimization of Moremediation and Industrial processes, alming to Increase ef-
%‘:ml comsortium ficlency and Income Is of great value. The alm of this study was to accelerate and optimize the hydrolysts of

Remazol Brilllant Blue B by photo stimulating a thermophillc bacterial consortium. Three experimental groups
were studied: contrel group; LED Group and Laser Group. The control group was expased to the same conditions
as the Iradiated groups, except exposure to light. The samples were lmadiated In Petr] dishes with elther a Laser
dewlce (660 nm, CW, 6 = 0.04cm2, 40mW, 3255 13)/cm2) or by a LED prototype (A632 + 2nm, CW,
8 =05cm2, 145mW, 445 131/cm2). We found that, within 48-h, statistically significant differences wera
observed between the Irradiated and the control groups In the production of BNA, proteins, as well as In the
degradation of the REBR. It Is concluded that, both Laser and LED light trradiation cawsed Increased cellular
proliferation, protein production and metabolic activity, anticipating and Increasing the catabolism of the RBBR.
Being the economic viability a predominant aspect for Industrial propose our results Indicates that photo sti-
mulation Is a low-cost booster of bloprocesses.

1. Introduction this case, a group of micro-organism work together allowing that dead

end products from one of them being further degraded by another one

Xenobiotics can cause a significant impact on the gquality of the
results achieved by sewage treatment systems due to their recalcitrance
and toxicity. Some of such compounds are associated to bicaccumula-
tion events and/or similar potential impact to human health [1].

Micro-organisms may be used for bioremediation [2] as they are
capable, under specific environmental conditions, to destroy harmful
xenobiotics or can use of them as energy sources [2]. Sometimes a sole
micro-organism is unable to carry out all metabolic processes required
for the degradation of a xenobiotic compound, in such case, a microbial
consartium is a choice as bioremediation requires optimal conditions
for an adequate metabolic functioning of some micro-organisms [4]. In

[3]. The optimization of the catabolic process makes bioremediation
more effective in the mitigation of environmental impacts.

Metalloproteins, such as the ones in the phenoloxidase enzyme
system, are redox mediating agents with oxide-reduction potential are
widely distributed among living beings and includes lignolytic micro-
bial enzymes such as laccases, lignin peroxidase-LiP and manganese
peroxidase-MnP [5].

The most studied micro-organisms as lignin biodegraders in the
nature are the fungi of the Basidionpycetes group and with regards to the
degradation of xenobiotics, in general, it is the Phanerochaete chrysos-
porium [6]. However, bacteria have also been used in remediation
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