MICRORGANISMOS NA EMBRAPA AGROENERGIN:
DA PROSPECGCANO AOS BIOPROCESSOS
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as pesquisas realizadas na Embrapa
Agroenergia, os microrganismos
ocupam papel de relevincia. A Unidade
executa diversos projetos com o
objetivo de isolar, caracterizar e avaliar

microrganismos e seus metabdlitos, ao
mesmo tempo em que trabalha para desenvolver bioprocessos
que os utilizem na produgio de etanol, na utilizagao de
glicerina e na destoxificagao da torta de pinhao-manso.

A estrutura laboratorial do Centro foi construida para realizar
pesquisas bdsicas na prospec¢io de microrganismos, seus
componentes e metabélitos, estudar os bioprocessos com os
microrganismos e substincias promissoras, além de levar os
bioprocessos a escala piloto e/ou semi-industrial.

Para tanto, trabalham, de forma integrada os pesquisadores e
analistas do (a):

* Laboratério de Biologia Energética (LBE):

* Laboratério de Processamento de Matérias-primas

Energéticas (LPE)
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* Laboratério de Aproveitamento de Coprodutos e

Residuos (LCR)

e Central de Andlises Quimicas e Instrumentais (CAQ)
*  Complexo de Plantas-Piloto (PPO)

Rede microbiana

A Embrapa Agroenergia participa do projeto
“Microrganismos de interesse para a agroindustria e produgio
animal”, liderado pela Embrapa Gado de Leite. O projeto

faz parte da Rede de Recursos Genéticos Microbianos, que
tem por objetivo a integracio dos bancos de microrganismos
da Embrapa. A Embrapa Agroenergia avalia o potencial de
aplicagio dos microrganismos prospectados na producio de
etanol, seja na fermentagio de agucares, seja na hidrélise de

biomassa.

Aplicacao de enzimas celuloliticas
imobilizadas na hidrélise de biomassa para
a producao de etanol de segunda geracao

Uma das maneiras de reduzir o impacto do custo das
enzimas na viabilidade econ6émica do etanol lignocelulésico
é o seu reaproveitamento. Atualmente, no entanto, elas sio

comercializadas num extrato soltvel, ndo sendo possivel

recuperd-las apds o processo de conversao da celulose em
glicose. O projeto pretende desenvolver uma metodologia
de fixagao das enzimas celulases a um suporte insoldvel,
de modo que a sua reutilizagdo seja possivel. A técnica é
conhecida como imobilizagio.

As celulases sao as que interessam a produgio de etanol de 22
Geragio, ou lignoceluldsico, por serem capazes de agir sobre
a celulose, liberando o agticar para o processo de fermentacio.
Bagaco de cana, capim-elefante e madeira serdo utilizados
para testar os biocatalisadores obtidos. Tanto a biomassa
quanto as enzimas j foram caracterizadas pela pesquisa
“Avaliagao da biomassa em processo modelo de produgao

de etanol lignoceluldsico”, desenvolvida pela Embrapa
Agroenergia como parte do projeto “Fontes alternativas

de biomassa para a produgio sustentdvel de etanol a partir
de materiais lignocelulésicos”, da Embrapa Cerrados,

com recursos do Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnolégico (CNPq). O estudo serd feito com as
enzimas mais eficientes disponiveis no mercado.




Identificacao e avaliacao de novos genes

¢ microrganismos para conversao eficiente
de residuos agroindustriais e forrageiras em
bioetanol

Instituigdes parceiras: Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecudria (INTA — Argentina) Embrapa Cerrados e
Fundagao Getulio Vargas.

O objetivo da pesquisa envolvendo os dois paises é a obtengao
de enzimas celuloliticas eficientes na hidrélise de biomassa para
a produgio de etanol de segunda geragao a partir de bagaco de
cana-de-agucar e capim-elefante. Coquetéis enzimdticos sao
utilizados no processo de hidrélise, que converte a celulose
desses materiais em agticares mais simples, os quais podem ser
fermentados a etanol. A proporgao entre os tipos das enzimas
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a ser utilizadas varia de acordo com o tipo de material em que
serd aplicado (forrageiras, bagaco de cana-de-agticar, madeira).
Os coquetéis serdo compostos por enzimas obtidas a partir de
microrganismos encontrados em florestas argentinas (nativas
ou plantadas) e no intestino de insetos.

A prospecgao das enzimas caberd a instituigao argentina. Uma
vez enviadas ao Brasil, elas serao testadas na hidrélise da celu-
lose da biomassa para produgao de etanol de 22 geragio, tra-
balho que caberd 2 Embrapa Agroenergia. Um dos principais
desafios serd balancear a composicao dos coquetéis enzimdti-
cos, de modo a obter uma quebra eficiente da celulose.

Bioprospeccao de
microrganismos e enzimas
a partir da diversidade
microbiana para conversao
de biomassa a etanol

Instituigdes parceiras: Embrapa
Agroindustria de Alimentos, Embrapa
Instrumentagao Agropecudria, Embrapa
Meio Ambiente, Universidade Catélica
de Brasilia, Universidade de Brasilia e
Universidade de Sao Paulo.

O projeto tem como objetivo a explora-

¢ao da diversidade microbiana brasileira
Autoclave . .
a fim de gerar insumos (enzimas e leve-

A acdo de agentes quimicos
adicionados ao residuo faz a
quebra da hemicelulose

duras, principalmente) para produgao
de etanol lignocelulésico. As primeiras

buscas sero realizadas nos bancos de
germoplasma da Embrapa Meio Am-
biente, da Escola Superior de Agricultura
Luiz de Queiroz (Esalg/USP) e do Insti-
tuto de Ciéncias Biomédicas (ICB/USP).
Num segundo momento, a equipe deve
estudar material do Cerrado e da Caa-
tinga, além de residuos agroindustriais,

a fim de encontrar bactérias e leveduras
que possam ser utilizadas na produgao
de etanol.

Além das metodologias tradicionais, a
Shikar equipe do projeto utilizard técnicas de
metagenomica na busca por enzimas.
Com as técnicas tradicionais, para
estudar os microrganismos ¢é preciso
cultivd-los. O problema ¢ que apenas 1%
deles ¢ cultivével, segunda as estimativas.

A metagenomica permite aos cientistas

identificar genes responsdveis pela
producio de determinadas enzimas
Wil mesmo sem o isolamento dos
microrganismos.




Tratamento microbiano da torta de
pinhao-manso

Microrganismos também estao sendo estudados pela
Embrapa Agroenergia com o objetivo de destoxificar a torta
de pinhao-manso e utilizd-la como ragao. Os pesquisadores
encontraram, na propria torta, microrganismos capazes

de inativar o éster de forbol, principal substancia toxica
presente no material. Um dos fungos identificados e
caracterizados foi capaz de reduzir em cerca de 80% a
toxidez da torta. Os estudos estao sendo feitos no 4mbito
de virios projetos de pesquisa da Embrapa Agroenergia, que
estuda o pinhdo-manso como potencial matéria-prima para
a produgio de biodiesel. Os projetos tém financiamento do

CNPq e da FINEP.

Linhagens microbianas superiores para a
producao de etanol lignoceluldsico

Instituigdes parceiras: Embrapa Agroindustria de
Alimentos, Embrapa Uva e Vinho, Fundagao Oswaldo
Cruz, Instituto Nacional de Tecnologia e Universidade
Federal do Rio de Janeiro.

O projeto visa o desenvolvimento de linhagens microbianas
para a producio de etanol lignocelulésico. O objetivo

¢ encontrar solugoes para dois entraves na viabilizacao
econdmica desse produto: baixar o custo da hidrélise
enzimdtica que converte a celulose em agticares e converter
a etanol, via fermentacio, todo o agtcar hidrolisado.
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Uma das frentes do projeto trabalhard com os
microrganismos produtores das enzimas que hidrolisam a
celulose em agticares. Depois de caracterizados, eles passarao
por processo de melhoramento genético com o objetivo de
obter uma produgao de enzimas maior e melhor balanceada,
ou seja, com a proporedo dos diferentes tipos de enzimas nas
concentragdes Stimas para a hidrdlise. As espécies obtidas
serdo testadas com o objetivo de avaliar o desempenho e
identificar caracteristicas que ainda precisem ser melhoradas.
A equipe, entdo, empregard recursos de engenharia genética
para modificar o genoma dos microrganismos, de modo a
obter os resultados esperados.

Da mesma forma, a equipe do projeto utilizard
técnicas de melhoramento e engenharia genética
para obter leveduras capazes de converter em etanol
as pentoses (com cinco dtomos de carbono em cada
molécula) obtidos na quebra da hemicelulose. Os
testes serao feitos em escala laboratorial.

Sorgo Sacarino para producao de
etanol

Em projetos de pesquisas em parceria com a Embrapa
Milho e Sorgo e a Administragdo de Desenvolvimento
Rural (RDA, na sigla em inglés) da Coreia, a Embrapa
Agroenergia vai estudar a produgio de etanol de 12

e 22 geragdo a partir do sorgo sacarino. Os trabalhos
incluem a andlise de processos fermentativos (que
utilizam leveduras) e de quebra de celulose (que
utilizam enzimas produzidas por microrganismos). O
sorgo sacarino tem sido considerado como matéria-
prima para as usinas de produgio de etanol na
entressafra da cana-de-actcar.
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Aplicacao da biotecnologia a regiao
amazonica: Utilizacao de pirotags para
estudar o amarelecimento fatal do
dendezeiro e valoracao da diversidade
microbiana pela criacao de insumos para
producao de biocombustiveis

Institui¢des parceiras: Universidade Catdlica de Brasilia e
Universidade de Brasilia.

Este projeto tem como objetivo obter dados sobre
microrganismos associados ao amarelecimento fatal da
palma-de-6leo (dendezeiro), além de identificar, no solo

da regido amazdnica, enzimas hidroliticas que possam ser
usadas na producio de biocombustiveis (biodiesel e etanol).

O amarelecimento fatal é a principal doenca que ameaga

a produgio de dendé, oleaginosa com grande potencial de
utilizagdo na producio de biodiesel, pela alta produtividade de
6leo. Apesar de ser estudada hd 20 anos, ainda nio se sabe a
causa da doenca tampouco hd medidas eficientes de controle.

Na expectativa de contribuir para a solugao do problema, a
equipe envolvida no projeto estd caracterizando e comparando
os microrganismos presentes tanto em folhas sauddveis quanto
nas que apresentam sintomas de amarelecimento fatal, bem
como no solo associado a essas plantas. Neste tltimo, espera-
se encontrar também microrganismos (bactérias, fungos e
arqueias) capazes de produzir enzimas de interesse para a
produgio de biocombustiveis. O solo amazdnico é coberto
por uma espessa camada de matéria organica que ¢ alvo de
degradagao por microrganismos ainda desconhecidos.

A busca pelos novos microrganismos serd feita por meio da
técnica de pirossequenciamento, que consegue identificar

até mesmo seres pouco abundantes no ambiente. Para a
exploragio do potencial genético do solo amazdnico serd
utilizada a metagendmica, a mais avangada e promissora
abordagem da microbiologia para exploragao biotecnolégica de
microrganismos sem necessidade de cultivo.
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O projeto ¢ financiado pelo Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq).

Selecao de microrganismos para producao
de biocombustiveis e quimicos a partir da
glicerina bruta gerada na producao de
biodiesel

Instituicoes parceiras: Universidade de Brasilia

Neste projeto, microrganismos de diferentes biomas brasileiros
serdo avaliados quanto a capacidade de gerar produtos
quimicos de alto valor agregado a partir de glicerina bruta. Este
subproduto da fabricacio de biodiesel é atualmente utilizado
para a produgio de ragao animal e, também, para utilizagao
farmacéutica e cosmética. Uma solugio que agregard valor

a cadeia produtora de biocombustiveis serd a utilizacio da
glicerina para a produgio de produtos quimicos de alto valor, a
partir de processos biotecnolégicos. Os dcidos glicérico, latico,
succinico e citrico sao alguns dos que podem ser obtidos dessa
forma e tém mercado em expansao.

A biodiversidade brasileira ainda nao foi explorada com essa
finalidade. O desafio da pesquisa serd encontrar linhagens de
bactérias e leveduras eficientes no metabolismo da glicerina que
também sejam tolerantes a compostos como sais e solventes
orginicos, presentes nesse material. O objetivo do projeto é
selecionar, pelo menos, 100 linhagens de bactérias e leveduras
capazes de utilizar eficientemente a glicerina.

O projeto ¢ financiado pelo Conselho Nacional de

Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq).
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