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Metade de mim

Agora é assim

De um lado a poesia, 0 verbo, a saudade

Do outro a luta, a forga e a coragem pra chegar no fim
E o fim é belo e incerto...

depende de como vocé vé

O novo, o credo, a fé que vocé deposita em vocé

e so.

“0 Teatro Magico”
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RESUMO
Atualmente, as enzimas sdo utilizadas na obtencdo de diversos produtos, nas mais

diversas areas e novas aplicacGes estdo em constante desenvolvimento. Nesta area,
destaca-se a busca por enzimas celuloliticas, capaz de hidrolisar residuos
agroindustriais, liberando acucares fermentesciveis, utilizaveis em diferentes processos
biotecnoldgicos, entre eles para a producdo de etanol de segunda geracdo. Os fungos
filamentosos sdo um dos principais microrganismos produtores de enzimas celuloliticas
e, diante disso, pesquisadores estdo realizando programas de triagem, a fim de isolar e
identificar fungos capazes de produzir enzimas lignoceluloliticas. O presente trabalho
teve como objetivo a bioconversdo de bagaco de cana-de-aglcar em acucares
fermentesciveis, utilizando enzimas celuloliticas produzidas por fungos isolados de
bagaco de cana-de-agucar no cerrado brasileiro. Foi utilizado bagaco de cana-de-agucar
de duas usinas do cerrado brasileiro como fonte para a obtencdo dos microrganismos,
isolados por meio de diluicdo seriada e identificados por sequenciamento de DNA
gendmico, que resultou em 20 espécies fungicas distintas. Estes fungos foram
cultivados por 21 dias e testados quanto ao perfil enzimatico utilizando Papel Whatman
n°l (FPase) e Carboximetilcelulose (CMCase) como substrato, seguindo os protocolos
de Ghose (1987), Miller (1959) e Mandels & Weber (1969). Os isolados Paecilomyces
parvisporus, Aspergillus fumigatus e Fusarium oxysporum apresentaram os melhores
resultados de atividade enzimatica com relacdo aos demais. Os sobrenadantes
enzimaticos dos respectivos fungos, com cargas de 10 FPU g* e 25 FPU g™ foram
utilizados para a hidrolise enzimética de bagaco de cana-de-acgtcar. Apds um periodo de
72 horas, os mesmos foram fermentados pela levedura Saccharomyces cerevisae YPO4.
Os resultados da hidrélise enzimatica mostraram que as melhores conversdes foram
obtidas pelo Paecilomyces parvisporus com carga enzimatica de 10 FPU g™, obtendo
1,03 g L™ glicose com 24 h de hidrdlise, e Aspergillus fumigatus, com carga enzimatica
de 25 FPU g também com 24 h de hidrélise, atingiu resultados semelhantes de 1,02 g
L™ glicose. No entando, Aspergillus fumigatus obteve o épice e estabilizacdo de
acUcares nas analises de 48 e 72 horas mantendo com 1,09 g L™ glicose. Os resultados
da bioprospeccdo de fungos celuloliticos do cerrado brasileiro evidencia o potencial
industrial da sua microflora para a producdo de enzimas e a utilizacdo dos residuos
agricolas, como bagaco de cana-de-agucar sdo aliados na resolugcdo da problematica de
biocombustiveis, contribuindo para a diminuicdo de custos e amenizando os problemas

ambientais.



ABSTRACT

Nowadays, enzymes are used to obtain many products in several areas, and new
applications are constantly being developed. Mainly, the search for cellulolytic
enzymes, which are able of hydrolyzing agroindustrial residues, releasing fermentable
sugars, usable in different biotechnological processes, including the second-generation
ethanol production. Filamentous fungi are one of the most important producers
microorganisms of cellulolytic enzymes and because of this, researchers are conducting
screening programs in order to isolate and identify fungi capable of producing
lignocellulolytic enzymes. This study aimed the bioconversion of sugarcane bagasse
into fermentable sugars using cellulolytic enzymes produced by fungi isolated from
sugarcane bagasse in the Brazilian savanna. Sugarcane bagasse at Brazilian savanna
from two industries was used as source of microorganisms, isolated by serial dilution
and identified by sequencing genomic DNA. It resulted in 20 different fungal species.
These fungi were cultured for 21 days and tested for enzymatic profile using Paper
whatman n°1 (FPase) and carboxymethylcellulose (CMCase) following the protocols of
Ghose (1987), Miller (1959) and Mandels & Weber (1969). The isolates, Paecilomyces
parvisporus, Aspergillus fumigatus and Fusarium oxysporum showed the best results of
enzyme activity compared to the others. The supernatants enzyme of the respective
fungi, with loads of 10 FPU g™ and 25 FPU g™* were used for the enzymatic hydrolysis
of sugarcane bagasse. After a period of 72h they were fermented by the yeast
Saccharomyces cerevisiae YPOA4. The results of enzymatic hydrolysis show that the
best conversions were obtained by Paecilomyces parvisporus with enzyme load of 10
FPU g™ to obtain 1.03 g L™ of glucose with 24 h of hydrolysis. And by the Aspergillus
fumigatus with enzyme load of 25 FPU g-1 also with 24h achieved similar results by
hydrolysis of 1.02 g L™ glucose, obtained the highter level and stabilization analysis of
sugars in the 48 and 72 hour keeping up with 1.09 g L™ glucose. Bioprospection of
cellulolytic fungi from Brazilian savanna evidences the industrial potential of its
microflora to produce enzymes and the use of agricultural waste such as sugar cane
bagasse are allies in resolving the problematic of biofuels, contributing to the reduction

of spending and mitigating environmental problems.
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1. INTRODUCAO

Os combustiveis fdsseis liberam gases responsaveis pelo efeito estufa,
contribuindo para o aquecimento da terra, chuva cida e doencas respiratorias. Diante da
premissa do esgotamento das reservas dos combustiveis fosseis, aliada ao incentivo de
desenvolver combustiveis que gerem menos impacto ao meio ambiente, surgem 0s
biocombustiveis.

Na década de 1970, o Brasil iniciou um programa para substituir a gasolina por
etanol, a fim de diminuir a dependéncia nos periodos de instabilidade politica e
econdmica. Conhecido como Pré-Alcool, foi considerado como uma resposta a primeira
crise do petroleo. A cana-de-agucar foi escolhida como a matéria-prima para a producéo
de etanol, e, como consequéncia, 0s estudos agricolas e tecnoldgicos foram
grandemente intensificados (SOCCOL et al., 2010). Em decorréncia, o programa levou
0 Brasil a ser considerado como um dos maiores produtores de etanol, destacando-se
por sua tecnologia avancada, e posicdo favoravel em termos de seguranca energeética.

No entanto, biocombustiveis como o etanol de cana-de-agUcar trazem consigo
questionamentos quanto a seguranca alimentar, por causa da competi¢cdo com areas de
producdo de alimentos, e consequentemente, a elevacdo dos precos dos géneros
alimenticios, geracdo de novos desmatamentos e perda da biodiversidade.

Como afirma Sukumaran e colaboradores (2010), existe uma populacdo enorme
para se alimentar e dada a limitada disponibilidade de terras é preciso desenvolver
tecnologias de bioetanol, que utilizem matéria-prima a partir da biomassa e que nao
tenham valor para a alimentacdo humana ou animal. Consequentemente € preciso
aumentar a producdo de combustiveis, minimizando os impactos ambientais e
assegurando a producdo de alimentos, sendo alternativa sustentavel utilizar os residuos
de produgdo como fonte de energia.

Dentre estes subprodutos, o bagaco de cana-de-acUcar certamente ocupa posicao
de grande destaque nas atividades agricolas brasileiras. Estes residuos apresentam alto
valor energético, seguido de baixo custo de obtencéo e conversdo. A producdo anual de
bagaco de cana-de-acucar atinge enormes cifras. Estima-se que, a cada tonelada de cana
moida se obtém entre 250 a 300 Kg de bagaco, levando ao reconhecimento que este
residuo pode ser utilizado na producéo de combustivel (FURLAN et al., 2012; SILVA,
2010).
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Atualmente, a conversdo de material lignocelulésico ou biomassa em acgucares
fermentaveis para producdo de etanol vem sendo considerada como alternativa
promissora para aumentar a producdo de etanol necesséaria para atender a demanda
mundial (BUCKERIDGE, SANTOS e SOUZA, 2010). Diante do aumento nos precos
da gasolina, é provavel que etanol lignocelulésico se torne, no futuro, ndo s6 mais
ecoldgico, mas também um combustivel de transporte mais econémico e atraente
(CHOVAU, DEGRAUWE e BRUGGEN, 2013).

Estudos como os de Oliveira e colaboradores (2014), utilizando palha da cana-
de-acucar, e de Cao e Aita (2013), utilizando bagaco de cana-de-agucar, comprovam o
grande potencial desta biomassa para a geracao de etanol de segunda geracao e tentam
determinar qual o melhor processo para essa finalidade. Contudo, a comercializagéo do
etanol lignoceluldsico esta limitado em grande parte pela deficiéncia de tecnologias
economicamente viaveis e aos custos relacionado as enzimas (SUKUMARAN et al.,
2010).

Como afirma Silva (2010), o processo de hidrélise escolhido deve ser
economicamente viavel, em termos de custo global, rendimento glicosidico e
fermentabilidade do hidrolisado. Dentre as técnicas de hidrolise, a hidrolise enzimatica
apresenta grandes vantagens, pois, é considerada como a mais promissora tecnologia de
hidrélise da celulose (CHOVAU, DEGRAUWE e BRUGGEN, 2013). E um processo
que envolve a acdo sinérgica entre enzimas celuloliticas; contudo, ainda apresenta alto
custo associado a baixa produtividade (ZHANG, HIMMEL e MIELENZ, 2006). Zhang
e colaboradores (2006), afirmam que a reducdo significativa no custo sera importante
para a utilizagdo comercial em biorrefinarias.

O Brasil apresenta imensa biodiversidade que se acredita compreender 10-20%
do total de espécies conhecidas na Terra. Muitos grupos brasileiros estdo realizando
programas de triagem, a fim de isolar e identificar os microrganismos capazes de
produzir enzimas lignoceluloliticas. Estes fungos sdo capazes de degradar a celulose,
hemicelulose e lignina de plantas em decomposi¢ao pelo conjunto complexo de enzimas
hidroliticas e excretas oxidativas, como celulases, hemicelulases e ligninases (SOCCOL
et al., 2010).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cana-de-acucar

A cana-de-agUcar, Saccharum spp., € uma monocotiledénea que pertence a
familia Poaceae. As principais espécies surgiram no continente asiatico (india e China)
e na Oceania (Nova Guiné). No Brasil e no mundo as variedades cultivadas sdo hibridos
multiespecificos. Esta familia tem como caracteristicas principais o crescimento do
caule em colmos, a inflorescéncia em forma de espiga, as folhas com laminas silica em
suas bordas e bainha aberta (DIOLA e SANTOS, 2011).

A cana-de-agUcar contém um genoma extremamente complexo, que, por muito
tempo, limitou o progresso do seu melhoramento. O metabolismo C4 a torna a espécie
eficiente na fixacdo de carbono, que converte energia radiante em energia quimica
(BOREM, SILVA e DIOLA, 2011; DIOLA e SANTOS, 2011).

A cana é uma cultura importante para a producéo de alimento e energia. Entre as
principais caracteristicas estdo sua capacidade de acumular altos niveis de sacarose em
seus caules e alto rendimento caracteristico, obtendo a maior producdo em tonelada
entre as espécies cultivadas (DAL-BIANCO et al., 2012).

O Brasil tem as melhores condicGes de oferta de terra, clima e tecnologia de
producdo em grande escala, o que o fez lider mundial na producdo de cana, etanol e
acucar (CORTEZ, 2010). Na década de 1970, o Brasil iniciou o programa (Pro-alcool)
para substituir a gasolina por etanol e a cana-de-agUcar foi escolhida como a matéria-
prima (SOCCOL et al., de 2010).

O lancamento do Pro-Alcool representou a transicdo, combinando os interesses
da agroindustria canavieira, onerados pela queda dos precos do acUcar, e a necessidade
de estabilizar a balanca ap0s a crise do petroleo, ocorrido na década de 1970. Crises na
oferta do etanol também prejudicaram a sua credibilidade e a sua consolidacdo
comercial que s6 foi superada apds a introducdo de veiculos flex-fuel e com a
perspectiva de minimizar as mudangas climaticas (PUERTO RICO, MERCEDES e
SAUER, 2010).

A lavoura de cana-de-agucar continua em expansdo no Brasil tendo um
acréscimo na area estimado em cerca de 286,6 mil hectares na temporada 2014/15,

equivalendo a 3,3% em relacdo a safra 2013/14. As éareas destinadas a atividade
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sucroalcooleira na safra 2014/15 serdo de aproximadamente 9,09803 milhdes de
hectares, distribuidas entre todos estados produtores. Goias, com 9,85% (896,06 mil
hectares) permanece em segundo lugar, atrds de S&o Paulo, 0 maior produtor com
51,43% (4,6788 milhGes de hectares) com relacdo a area plantada (CONAB, 2014).
Contudo, como descreve Balat (2011), o etanol pode ser produzido a partir de
diversas matérias-primas, que sdo classificados em trés categorias: matérias-primas
contendo sacarose (cana-de-agucar, beterraba, sorgo doce e frutas), contendo amido
(batata-doce, milho, sorgo, trigo, arroz, batata e mandioca) e materiais lignoceluldsicos

(madeira e palha).

2.2 Materiais lignoceluldsicos

Biomassa vegetal, materiais ou residuos lignocelulésicos, compreendem
quaisquer materiais de origem vegetal que, através de bioprocessos, podem fornecer
bioenergia. S& compostas por varios polissacarideos, sendo considerada a matéria-
prima mais promissora para producdo comercial em larga escala de etanol combustivel,
devido a sua grande disponibilidade e baixo custo (CARDONA e SANCHEZ, 2007).

Por sua vez, os materiais lignocelulésicos podem ser classificados em quatro
grupos com base no seu tipo: 1- os residuos florestais, 2- residuos sélidos urbanos, 3-
residuos de papel, e 4- residuos de culturas (BALAT, 2011).

A literatura relata varios artigos sobre a utilizacdo de diversos residuos
lignocelul6sicos, como bagaco de cana-de-aglcar (CAO e AITA, 2013), palha de cana-
de-agucar (OLIVEIRA et al., 2014), bagaco de sorgo (SHEN et al., 2012), palha de
milho (YANG et al., 2011 ), palha de arroz (RAN et al.,, 2012 ) como fontes
promissoras para a producédo de etanol de segunda geracao.

O aproveitamento da bioenergia contida na biomassa vegetal é uma das mais
importantes alternativas para o enfrentamento dos problemas, principalmente nos paises
tropicais, que por coincidéncia sdo 0s mais pobres e que por isso, ndo dispdem de
recursos e conhecimento para desenvolver alternativas de alta tecnologia. Mesmo o0s
paises desenvolvidos estdo aplicando grande soma de recursos na pesquisa para 0
desenvolvimento de plataforma baseada na transformacgéo da biomassa em combustiveis
solidos, liquidos, energia elétrica, biogéas, bio-0leo e produtos quimicos diversos, porque
reduzir a dependéncia do petroleo € necessidade premente ndo apenas por razbes

econbmicas, mas principalmente estratégicas e ambientais (MATSUOKA et al., 2012).
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A utilizacdo de culturas alimentares para a producdo de bioetanol levanta
grandes questionamentos, pela necessidade de utilizar os cultivares como fonte de
alimento humano e animal (BALAT, 2011). Contudo, € preciso atender a necessidade
energética da humanidade sem competir com a producdo de alimentos, e é vantajoso o
uso de plantas fibrosas, como a cana-de-acucar.

Consequentemente, a aplicacdo de residuos agroindustriais em bioprocessos
ajudaria a solucionar os problemas que sua disposi¢do poderia causar. Contudo, com 0
progresso das inovagdes biotecnoldgicas, principalmente na area de enzimas e
tecnologia de fermentagcdo, caminhos estdo abertos para a sua utilizacdo (PANDEY et
al., 2000).

Diante disso, 0 uso dos residuos agricolas e industriais e a otimizacdo dos
bioprocessos estdo contribuindo para o aumento da eficiéncia e reducdo de custos na

producdo de enzimas holoceluloliticas em larga escala (SINGHANIA et al., 2010).

2.3 Bagaco de cana-de-acucar

Para cada tonelada de cana sdo gerados em torno de 250 a 300 kg de bagaco,
segundo alguns autores (BORTOLAZZO, 2011; SILVA, 2010). O bagaco, atualmente,
tem diversas aplicagbes na economia brasileira, sendo, portanto, aplicados na
alimentacdo animal, na industria de cosméticos, na producdo de combustivel, na
cogeracdo de energia e na engenharia civil (COSTA e BOCCHI, 2012).

O bagaco, mesmo quando queimado para a producdo de calor nas caldeiras, é
incapaz de substituir o uso da lenha e restam ainda entre 37 a 50 kg por tonelada de
cana-de-actcar moida. O residuo da sobra de bagaco preocupa, pois toma espacgo e
polui. Sendo assim, deve se encontrar a forma de aproveita-lo (BORTOLAZZO, 2011).
E, cerca de dois tercos da energia existente na cana-de-acglcar estdo contidos no bagaco
e na palha, sendo que por meio da técnica de hidrolise é possivel utiliza-la
(MACHADO, 2009).

Apenas uma parte da biomassa produzida é usada para a producao da bioenergia,
sendo que um terco da planta é utilizado para a producédo de aglcar, um terco do bagaco
gerado é queimado para a producéo de eletricidade, e o restante € deixada no campo, o
qual é decomposto por microrganismos (SOCCOL et al., 2010).

Segundo Silva (2010), a constituicdo quimica do bagago depende de diversos

fatores, entre eles: o tipo de solo e a qualidade da cana, as técnicas de colheita e o
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manuseio empregado. O bagaco € um material lignoceluldsico que consiste de feixes de
fibras e outras estruturas elementares como, vasos parénquima e células epiteliais. Sua
composi¢cdo média é de 50% de umidade, 2% de Brix (sélidos sollveis em agua) 46%
de fibra (32 — 50% de celulose, 19 — 25% de hemicelulose e 23-32% de lignina) e 2% de
cinzas (HAMELINCK, HOOIJDONK e FARALIJ, 2005; PANDEY et al., 2000).

2.3.1 Celulose

A celulose é o principal polimero estrutural da parede celular da planta. Seu
contetido varia dependendo da espécie, do ambiente, posicdo, crescimento e maturacao.
A celulose é um homopolissacarideo linear que consiste em unidades de glicose unidas
por ligagdes glicosidicas do tipo B (I—4) cujo tamanho ¢ determinado pelo grau de
polimerizacdo (DP) que varia de 100 a 2000 DP. Esta natureza de ligacdo permite que a
estrutura de microfibras desenvolva fortes ligagdes de hidrogénio, intermoleculares e
intramoleculares. A figura 1 representa a cadeia linear da celulose, formada por varias
unidades consecutivas de celobiose. As cadeias de celulose formam as fibrilas
elementares, caracterizadas por duas regides: uma regido cristalina, que tem a
configuracdo mais ordenada formada por cadeias de celulose unidas por ligacdes de
hidrogénio e for¢a de Van der Waals, e a regido amorfa, menos ordenada e mais
susceptivel a hidrolise (SILVA, 2010; PASANGULAPATI et al., 2012).

Na maioria dos materiais lignoceluldsicos, aproximadamente 35-45% da
substancia seca € celulose. As microfibrilas da celulose tém comprimentos indefinidos e
diferentes graus de cristalinidade e sdo incorporadas numa matriz de gel composta por
hemicelulose, lignina e outros polimeros de hidratos de carbono. Microfibrilas da
celulose sdo de grande importancia nos tecidos da biomassa, atuam na estrutura da
parede celular e representam o principal contribuinte para a resisténcia mecanica da
parede celular e (LIU e SUN, 2010).

OH
0 HO OH o HO e
RO 0 0 % 0 o
HO bm o HO OH 0
OH OH

Celobiose Glicose

Figura 1: Estrutura da celulose (FENGEL E WEGENER, 1989).
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2.3.2 Hemicelulose

A hemicelulose é um polissacarideo ramificado composto por diferentes
mondmeros de agUcar, tais como glicose, xilose, manose, galactose e arabinose e acidos
urdnicos (PASANGULAPATI et al., 2012). Com configuracdo equatorial - (1 — 4),
incluem também xiloglucanos, xilanas, mananas e glucomananas e B- (1 — 3,1 — 4)
glucanos. Estes tipos de hemiceluloses estdo presentes na parede celular de todas as
plantas terrestres, exceto para - (I — 3, 1 — 4) glucanos, que sdo restritos a ordem das
Poales e outros grupos. A estrutura da hemicelulose varia muito entre diferentes
espécies e contribui no reforco da parede celular através da interacdo com a celulose, e
em alguns episddios, com a lignina (SCHELLER e ULVSKOQV, 2010).

Em plantas perenes como a cana-de-agucar, o principal actcar da hemicelulose
encontrado é a xilana, como ocorre na maioria das matérias-primas vegetais. Mas a
arabinose pode contribuir com quantidade significativa dos aglUcares de pentoses
derivados dos diferentes residuos agricolas e de outras culturas (BALAT, BALAT e
0z, 2008).

2.3.3 Lignina

A lignina é um dos principais componentes presentes no bagaco de cana-de-
acucar, sendo um polimero resultante do grupo fenilpropanoides, repetidos de forma
irregular, que tém sua origem na polimerizagdo desidrogenada do &lcool coniferilico. Os
polimeros fenilpropanoides que constituem a lignina séo altamente condensados e muito
resistentes a degradacdo. A lignina é o mais importante componente ndo carboidratado
da biomassa lignocelulésica. Ela é depositada na rede de carboidratos da parede celular
secundaria das plantas, durante o seu crescimento. A lignina é formada a partir de trés
precursores basicos, que sdo os alcoois p-cumarilico, coniferilico e sinapilico (Figura 2).
Este heteropolimero amorfo é constituido de unidades de fenilpropano conectadas por

diferentes ligacdes, como pode ser observado na figura 3 (SILVA, 2010).
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Figura 2: Precursores basicos da lignina.

A lignina em muitos casos € bastante resistente a degradacdo por vias
microbianas ou quimicas (BALAT, BALAT e OZ, 2008). Por se tratar de polimero
natural, existe em todas as plantas terrestres, embora alguns organismos aquéaticos
possam conter lignina ou componentes do tipo da lignina (LU e RALPH, 2010).

Lignina é o material de cimentacdo que proporciona elasticidade e resisténcia
mecénica & madeira. E uma macromolécula fendlica com elevado grau de ligaces
cruzadas entre as unidades de fenilpropano. Esta reticulacdo torna a lignina mais estavel
do que a hemicelulose (PASANGULAPATI et al., 2012). Quando a lignina encapsula a
celulose, origina um impedimento estérico que a torna menos acessivel ao ataque
enzimatico (HIMMEL et al., 2007).
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Figura 3: Estrutura geral da Lignina, adaptada por Gomez Rueda, 2010.
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2.4 Etanol lignocelulésico

O uso de residuos agricolas para a producdo de biocombustiveis e produtos
quimicos alternativos é considerada uma das estratégias mais promissoras para
substituir os combustiveis fosseis ndo renovaveis. A maioria dos biocombustiveis é
produzida a partir da fermentagdo de substratos como a cana-de-acucar e o milho, dando
origem ao chamado etanol de primeira geragdo. Contudo, o etanol de 12 geragéo
compete diretamente com a producdo de alimentos. Por esta razdo, mais atencéo tem
sido dada ao desenvolvimento de biocombustiveis que utilizem residuos agricolas,
como palhas de arroz, cana, trigo, milho e bagaco de cana. Porém, enquanto 0s
biocombustiveis de primeira geracdo sao produzidos a partir de componentes vegetais
simples, incluindo a sacarose e amido, a producdo de biocombustiveis de segunda
geracdo requer a conversdo de biomassa lignoceluldsica em agucares simples. Para isso
€ necessario a atuacdo de misturas enzimaticas, pelas diferentes composi¢Ges dos
residuos agricolas (MAITAN-ALFENAS, VISSER E GUIMARAES, 2015).

No Brasil, o estudo da producdo de etanol de segunda geracdo é voltada
principalmente para o uso de bagaco de cana como material celulésico (BARAL,
BAKSHI e SMITH, 2012).

A producdo do etanol de segunda geracdo é resultado da decomposi¢cdo dos
polissacarideos em acucares simples para a fermentacdo e a destilacdo subsequente. A
celulose contida na biomassa de caules e folhas é um polissacarideo composto de
10.000 moléculas de glicose ligadas. Por seu tamanho e estrutura, as moléculas de
glicose que compdem a polpa ndo sdo fermentaveis por microrganismos, tornando
impossivel a sua utilizacdo para a producdo de etanol com a tecnologia de primeira
geracdo (RAELE et al., 2014).

Para o Brasil preservar sua lideranca na tecnologia de producdo de etanol, é
preciso investir na geracdo de novas tecnologias. Atualmente, a conversédo de material
lignocelul6sico ou biomassa em acucares fermentaveis para a producdo de etanol é
considerada uma alternativa promissora para suprir a demanda (BUCKERIDGE,
SANTOS e SOUZA, 2010).

Nos dias de hoje, toda a producdo em escala industrial de etanol pertence a
primeira geracdo de biocombustiveis. Entretanto, a tecnologia para producéo de etanol
de segunda geracdo existe. Contudo, um dos principais obstaculos para a sua

implementacdo é a combinagdo de investimentos de alto risco (incluindo riscos
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tecnoldgicos e politicos) com baixos retornos (LENNARTSSON, ERLANDSON e
TAHERZADEH, 2014).

E digno de nota que a segunda geracdo de etanol é quimicamente idéntica a
primeira geracdo. A mudanca € apenas no processo, ou seja, 0 caminho tecnol6gico para
obté-lo (RAELE et al., 2014).

2.5 Pré-tratamentos

O pré-tratamento é necessario pela forte interacdo existente entre a celulose,
hemicelulose e lignina, e 0 objetivo deste processo é remover a lignina e a hemicelulose,
reduzir a cristalinidade da celulose e aumentar a porosidade do material (ORTIZ e
QUINTERO, 2014).

Segundo, Silva (2010), o pré-tratamento de biomassa € um processo chave para
tornar estas tecnologias competitivas contra os biocombustiveis produzidos a partir de
amido e acucares facilmente fermentaveis.

A figura 4 é a representacdo esquematica da acdo do pré-tratamento sobre o
material lignocelulésico. Fonte: (MOSIER et al., 2005)

Lignina Celulose
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Figura 4: Efeito do pré-tratamento sobre o material lignocelulésico.

Dentre os pré-tratamentos para deslignificacdo da biomassa, encontram-se 0s
pré-tratamentos mecanicos, fisicos (explosdo a vapor, termo-hidrélise), quimicos
(&cidos concentrados ou diluidos), organosolvente, combinados (afex, explosdo de CO,)
e o bioldgicos (SILVA, 2010).
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A variedade de caracteristicas fisico-quimicas da biomassa celulosica revela a
necessidade de tecnologias de pré-tratamento que auxiliem na conversdo rapida e
eficiente dos polimeros de hidratos de carbono em agUcares fermentesciveis. Métodos
de pré-tratamento apropriados melhoraram a hidrélise enzimatica da biomassa, por
causa da estrutura cristalina da celulose e a estrutura complexa de lignina e
hemicelulose. A escolha do pré-tratamento tem efeito sobre o rendimento de agUcar,
evitando a degradacdo de acucares derivados da hemicelulose e minimizando a
formacdo de inibidores para 0s passos subsequentes de fermentacdo. Um processo
adequado devera minimizar o uso de calor e energia (BADIEI et al., 2014), pois, 0s pré-
tratamentos da biomassa e os tratamentos subsequentes contribuem para o custo final.
Estratégias que empregam menos etapas podem reduzir os custos e produzir
combustiveis e produtos com maior valor agregado e mais rentavel (AGBOR et al.,
2014).

2.6 Hidrolise enziméatica

A biomassa lignoceluldsica pode ser hidrolisada em acUcares mais simples,
através da hidrolise &cida ou enzimatica (POOVAIAH et al., 2014). A hidrdlise
enziméatica € o método mais viavel, conveniente e ecologicamente correto para a
hidrolise do material lignoceluldsico, resultando em rendimentos de agucar apreciaveis
de mais de 90% em condic¢des hidroliticas otimizados (CHANDEL et al., 2012).

Portanto, a hidrolise enzimética estd se tornando uma das formas mais
adequadas porque requer menor quantidade de energia e condi¢cbes ambientais suaves.
A desconstrucdo enzimatica da biomassa lignocelulésica é complexa, pois inimeras
caracteristicas estruturais as tornam muito recalcitrante. Em adicdo a rede complexa
formada pela celulose, hemicelulose e lignina, algumas enzimas podem ser absorvidas
pela lignina, diminuindo o rendimento da hidrolise (POOVAIAH et al., 2014).

Os fungos sdo capazes de degradar a celulose, hemicelulose e lignina das plantas
em decomposi¢do por um conjunto complexo de enzimas hidroliticas e oxidativas,
como celulases, hemicelulases e ligninases (SOCCOL et al., 2010). A sacarificagédo
enzimatica da celulose é promovida pela a acdo da endo-p 1,4-glucanase, da exo-§ 1,4-
glucanase e finalmente da pB-glucosidase. Da mesma forma, a sacarificacdo da
hemicelulose requer a acdo de diferentes tipos de hemicelulases como arabinanase,

galactanase, mananase e xilanase (SINGH et al., 2014).
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Lopez e colaboradores (2013) ressaltam que € essencial identificar as condigdes
de hidrdlise Otimas, uma vez que a utilizacdo destas condi¢cBes pode aumentar
consideravelmente o comportamento nos bioprocessos que envolvem conversoes
simultaneas de matérias-primas agricolas em acutcares fermentaveis através do emprego

da hidrolise enzimatica.

2.7 Fungos celuloliticos

Os microrganismos sao capazes de degradar holocelulose da parede celular das
plantas, através de um conjunto de enzimas que trabalham em sinergismo, denominadas
holocelulases (ANDREAUS, FILHO E BOM, 2008). Principalmente quando crescidos
em biomassa lignocelulosica.

Dentre os produtores de enzimas, encontram-se os fungos filamentosos e diante
disso, muitos grupos brasileiros estdo realizando programas de triagem, a fim de isolar e
identificar os fungos capazes de produzir enzimas lignoceluloliticas.

Os microrganismos tém sido estudados, incluindo bactérias, fungos e
actinomicetos, destacando, os fungos da podriddo branca, que recebem consideravel
atencdo por sua capacidade em degradar a lignina de forma seletiva. O pré-tratamento
biol6gico tem o mérito de ser de baixo custo, seguro, favoravel ao ambiente e envolver
menor consumo de energia (KHUONG et al., 2014).

A ampla disponibilidade de biomassa lignocelulésica, como bagaco de cana ou
residuos agroindustriais estimula a busca de fungos nativos que possam utilizar de
forma eficiente esses residuos. O Brasil possui colecdo de diversos fungos, que abrigam
material biolégico importante que pode e precisa ser explorado, como por exemplo
fungos capazes de hidrolisar eficientemente a biomassa e identificar os genes e enzimas
com potencial biotecnolégico (VALENCIA & CHAMBERGO, 2013).

Contudo, ndo ha registro do numero total de espécies de fungos nativos do Brasil
gue foram identificados ou recolhidos em todo pais (VALENCIA & CHAMBERGO,
2013). Entretanto, Lewinsonh e Prado (2005) estimam a existéncia de mais de 13 mil
espécies de fungos conhecidas no Brasil e a previsdo de que mais de 150 mil a serem
descobertas. Cerca de 100.000 espécies ja foram descritas e se estima que possa haver
1,5-5,1 milhdes de espécies fungicas em todo o mundo (HIBBETT et al., 2011).

Existe na natureza grande variedade de microrganismos produtores de celulases.

Dentre os principais produtores estdo os fungos filamentosos, principalmente do género



24

Trichoderma e Aspergillus. Suas enzimas ja sdo comercializadas, com propor¢oes de
endoglucanase, exoglucanase e B-glicosidade distintas, sendo esta Ultima mais baixa no
caso do Trichoderma, e no caso do Aspergillus, a exoglucanase se encontra em menor
proporcdo (HARGREAVES, 2008).

2.8 Enzimas

Os residuos agroindustriais representam uma importante fonte alternativa para o
crescimento microbiano e producdo de enzimas industriais. No momento, as celulases e
outras enzimas sdo utilizadas na fabricacdo de alimentos, cervejaria e vinho, ragédo
animal, téxtil e de lavanderia, indUstrias de papel e celulose, bem como na agricultura e
para fins de investigacdo (QAISAR et al., 2014). Além disso, apresentam potencial para
o controle de fitopatogenos e na promoc¢édo do crescimento vegetal (MACHADO et al.,
2012).

O processo de hidrdlise enzimatica para a producdo de etanol lignocelul6sico
exige o0 uso de enzimas. As enzimas atualmente sdo usadas na obtencdo de varios
produtos e novas aplicacGes estdo em constante desenvolvimento. Devido aos modernos
avancos da biotecnologia, hoje, as enzimas podem ser desenvolvidas e utilizadas em
processos em que nunca se pensou que poderiam ser aplicadas. As enzimas s&o
catalisadores eficazes, resultando em reducdo significativa de dgua e energia e aumento
do desempenho econémico e ambiental dos processos de producdo (AGOSTINHO et
al., 2014).

2.9 Perspectiva enzimética

Segundo Moreira (2013), a aplicacdo de enzimas holoceluloliticas (celulases,
hemicelulases e pectinases) em processos de bioconversdo de biomassa lignocelulésica
tem elevado o mercado de enzimas.

Diante disso, a busca por estas enzimas vem crescendo rapidamente, tornando-se
a forca motriz para a pesquisa sobre celulases e xilanases. O investimento publico e
privado em bioprocessos tem permitido o desenvolvimento de fortes grupos de pesquisa
que investigam a biodiversidade fungica, metagendmica e a descoberta de novas
enzimas hidroliticas ou que possam ajudar na degradacdo da biomassa lignocelulosica
(GOLDMAN e BROWN, 2013).
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Atencdo especial deve ser dada para o desenvolvimento de misturas
enzimaéticas, a fim de se determinar quais sdo os catalisadores enzimaticos importantes e
qual a sequéncia e proporc¢des adequadas da adicdo destas misturas a biomassa para que
se obtenha a perfeita desconstrucdo da arquitetura da parede celular. Os fungos
filamentosos sd@o os microrganismos preferidos pela sua capacidade de produzir e
secretar enzimas lignoceluldsicos para a degradacio da biomassa (VALENCIA e
CHAMBERGO, 2013).

A producéo de solu¢bes multienzimaticas contendo diversas enzimas hidroliticas
tem atraido cada vez mais interesse, por causa de seu potencial para hidrolisar
simultaneamente diferentes macromoléculas biologicas (LOPEZ et al., 2013).

Os estudos buscam determinar quais as enzimas e suas proporgdes, assim como
otimizar o desempenho do consércio enzimatico, sendo de ampla importancia para
aperfeicoar a degradacdo de compostos lignoceluldsicos que podem resultar em
misturas mais eficientes e menos onerosas.

As celulases representam atualmente no mundo o terceiro lugar em volume
financeiro na comercializacdo de enzimas industriais, em virtude de suas amplas
aplicacdes no processamento de algoddo; reciclagem de papel, na extracdo de sucos,
fabricagdo de detergentes e aditivos para a alimentacdo animal. Indubitavelmente, as
celulases podem se tornar o maior comércio de enzimas industriais, se o etanol
lignocelulésico produzido a partir de biomassa por via enzimatica se tornar um
importante combustivel para transporte (SINGHANIA et al., 2010).

Varios estudos tém sido feitos na tentativa de reduzir os custos das enzimas,
aumentar a taxa de hidrolise por meio de efeitos sinérgicos, reciclar as enzimas,
produzir enzimas de alto rendimento, auxiliados pelas tecnologias de biologia
molecular. Uma alternativa seria a biomassa mais facilmente degradavel, menor tempo
de processamento para reduzir 0 consumo e consequentemente o custo das enzimas.
Para tornar 0s processos viaveis, 0s pré ou pos-tratamentos devem ser projetados para
melhorar a taxa de hidrolise enzimatica inicial através da reducao causada pelo blogqueio

da lignina e aumento da adsorc¢do enzimatica (LEE et al., 2014).
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo a bioconversdo de bagaco de cana-de-
acucar em acucares fermentesciveis, utilizando enzimas celuloliticas produzidas por

fungos isolados de bagaco de cana-de-acgUcar no cerrado brasileiro.

4.2 Objetivos Especificos

e Isolar e identificar fungos celuloliticos do cerrado brasileiro a partir da cana-de-
acucar;

e Avaliar o perfil enzimatico destes microrganismos quanto a capacidade de
degradar papel Whatman n° 1 e carboximetilcelulose.

o Realizar a hidrélise enziméatica do bagaco de cana-de-acucar utilizando os

sobrenadantes enzimaticos dos fungos selecionados;
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CAPITULO |

BIOPROSPECCAO DE FUNGOS CELULOLITICOS DO CERRADO
BRASILEIRO PARA HIDROLISE ENZIMATICA DE BAGACO DE CANA-DE-
ACUCAR

Andreza M. Lopes*®”, Jodo P. L. Nascimento®®, Tais L. Silva?, Carlos F. S Castro?,
Edson L. Souchie”

# Departamento de Quimica Tecnoldgica, Instituto Federal Goiano, Campus Rio Verde.
® Departamento de Microbiologia Agricola, Instituto Federal Goiano, Campus Rio
Verde.

BIOPROSPECTION OF CELLULOLYTIC FUNGI FROM BRAZILIAN SAVANNA
FOR ENZYMATIC HYDROLYSIS OF SUGAR CANE BAGASSE

Abstract: Nowadays, enzymes are used to obtain many products in several areas,
and new applications are constantly being developed. Mainly, the search for cellulolytic
enzymes, which are able of hydrolyzing organic residues, releasing fermentable sugars,
usable in different biotechnological processes, including the second-generation ethanol
production. Filamentous fungi are one of the leading manufacturers of micro-
cellulolytic enzymes. This study aimed the bioconversion of sugarcane bagasse into
fermentable sugars using cellulolytic enzymes produced by fungi isolated from
sugarcane bagasse at Brazilian Savanna. Twenty different fungal species were isolated.
The Paecilomyces parvisporus, Aspergillus fumigatus and Fusarium oxysporum showed
the Dbest results of enzymatic activity of cellulases (FPase) and endoglucanase
(CMCase), compared to the others. The enzymatic hydrolysis of sugarcane bagasse was
held for 72 h enzyme loading of 10 FPU g™ and 25 FPU g™ of the respective fungi and
fermented using yeast Saccharomyces cerevisiae YPOA4. The best conversions were
made by Paecilomyces parvisporus with enzyme load of 10 FPU g™ and the Aspergillus
fumigatus with enzyme load of 25 FPU g™*. These species can be used in future studies,

since they have potential for the development of commercial enzymes.

Key words: enzymes, fungi, hydrolysis
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de residuos agricolas para a producdo de biocombustiveis e
produtos quimicos alternativos é considerada uma estratégia promissora para substituir
0s combustiveis fosseis, além de ndo competir diretamente com a producdo de
alimentos.’” No Brasil, 0 estudo para a producéo de etanol de segunda geracéo é voltado
principalmente para o uso de bagaco de cana-de-acticar como material celulésico.’

A biomassa lignoceluldsica precisa ser convertida em acgucares mais simples.
Indubitavelmente, a hidrdlise enzimatica ¢ uma das formas mais adequadas, porque
requer condi¢cbes ambientais suaves e menor gasto de energia. A desconstrugdo da
biomassa lignoceluldsica é complexa, pois suas inimeras caracteristicas estruturais a
torna muito recalcitrante.?? A sacarificacdo enzimatica da celulose é promovida pela
acdo da endo-p 1,4-glucanase, da exo-p 1,4-glucanase e finalmente da -glucosidase. Da
mesma forma, a sacarificacdo da hemicelulose requer a acdo de diferentes tipos de
hemicelulases, como a arabinanase, a galactanase, a mananase e a xilanase.?

Segundo Moreira (2013),%° a aplicacdo de enzimas holoceluloliticas (celulases,
hemicelulases e pectinases) em processos de bioconversdo de biomassa lignoceluldsica
tem elevado o mercado de enzimas hidroliticas. Diante disso, a busca por estas enzimas
vem crescendo rapidamente, tornando a forca motriz para as pesquisas sobre celulases e
xilanases.

O investimento publico e privado em bioprocessos tem permitido o
desenvolvimento de fortes grupos de pesquisa que investigam a biodiversidade fungica,
metagendmica e a descoberta de novas enzimas hidroliticas que possam ajudar na
degradacdo da biomassa lignocelulésica.” Dentre os principais produtores de enzimas,
encontram-se 0s fungos filamentosos que sdo capazes de degradar a celulose,
hemicelulose e a lignina através de um conjunto de enzimas hidroliticas e oxidativas,
como celulases, hemicelulases e ligninases.?®

A ampla disponibilidade de biomassa lignoceluldsica, como o bagaco de cana
estimula a busca por fungos nativos que possam utilizar de forma eficiente esse residuo.
O Brasil possui colecdo de diversos fungos, que abrigam material bioldgico importante
que pode e precisa ser explorado. Contudo, ndo ha registro do nimero total de espécies
de fungos nativos que foram identificados ou recolhidos em todo o pais.”®

Os residuos agroindustriais representam uma importante fonte alternativa para o

crescimento microbiano e para a producdo de enzimas industriais. No momento, as
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enzimas, como as celulases sdo utilizados na fabricacdo de alimentos, cervejaria e
vinho, racdo animal, téxtil e de lavanderia, indUstrias de papel e celulose, bem como na
agricultura e para fins de investigacio.”®

Se o etanol lignocelulésico obtido por via enzimatica se tornar um importante
combustivel de transporte, 0 comércio das celulases podera se tornar 0 maior comercio
de enzimas industriais.”®

Varios estudos tém sido feitos na tentativa de reduzir os custos das enzimas,
aumentar a taxa de hidrolise, reciclar as enzimas, produzir enzimas de alto
rendimento.'® Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a bioconversdo de
bagaco de cana-de-agucar em agUcares fermentesciveis, utilizando enzimas celuloliticas

produzidas por fungos isolados de bagaco de cana-de-agucar do cerrado brasileiro.

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Coleta, fermentacao, isolamento e manutencéo.

O isolamento foi conduzido em bagaco de cana-de-agUcar proveniente de duas
destilarias do Cerrado Brasileiro, Usina Nova Fronteira BioEnergia S/A — Unidade Boa
Vista localizada na Rodovia GO 164, Km 131,5 — Zona Rural — Fazenda Boa Vista em
Quirinopolis e Companhia Energética Vale do Sdo Siméo localizada na BR 364, Km
270 — Zona Rural - Fazenda Piratininga de Minas — Distrito de Chaveslandia — MG.

Foram utilizadas amostras de bagacos de cana-de-acUcar de duas safras; de
dezembro de 2012 e de abril de 2013.

Os procedimentos para o isolamento das cepas fungicas foram realizados no
laboratério de Microbiologia Agricola, localizado no Instituto Federal Goiano, na
Cidade de Rio Verde, Goias, Brasil. Em um recipiente esterilizado, foram mantidos 25 g
de bagaco de cana-de-agUcar, acrescidos de 10 mL de &gua destilada, sendo
homogeneizado e acondicionado em estufa bacteriolégica por 30 dias a 28 °C.
Posteriormente, 1 g deste material foi diluido em 9 mL de agua, que foi submetido a
diluicOes seriadas, transferindo 100 pL para placas de petri contendo meio BDA
(Infusdo de 200 g de batata, 15 g de agar , 20 g de dextrose e agua g.s.p. 1000 mL). As
placas foram incubadas a 28 °C por um periodo de 7 dias. Apdés este periodo, conduziu-

se 0 isolamento, em que col6nias individuais foram purificadas. Para a manutengéo das
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linhagens, as col6nias isoladas foram repicadas em frasco de penicilina contendo meio

BDA. Apds crescidos, foram armazenados em geladeira e renovados mensalmente.
2.2 ldentificacdo molecular dos isolados

A identificacdo molecular foi realizada no Instituto Biologico de S&o Paulo, na
Cidade de S&o Paulo, estado de Sdo Paulo, Brasil. Os fungos foram cultivados em
pequenas placas de petri de plastico estéril contendo meio BDA. Em uma caixa foram
acondicionados e enviados em pacote de entrega rapida. Para a identificacdo proveu a
extracdo do DNA dos isolados sendo realizada de acordo com método empregando o
reagente CTAB (brometo de cetiltrimetilamonio) descrito por Doyle e Doyle (1991)' a
partir do micélio produzido em batata-dextrose e triturado em microtubos com auxilio
de pistilo de plastico. As amostras de DNA genémico extraidas foram submetidas a
Reacdo de Polimerase em Cadeia (PCR) para a amplificacdo da regido ITS (internal
transcribed spacer) localizada entre os genes codificadores dos RNAS ribossomais 18S e
28S. Os oligonucleotideos iniciadores para a regido ITS foram ITSI (5° —
TCCGTAGGTGAACCTGCGG - 3’) e ITS4 (5> — TCCTCCGCTTATTGATATGC -
3°).3% Os produtos amplificados foram submetidos & reacdo de sequenciamento pelo
método de terminacdo de cadeia empregando o reagente Big Dye 3.1 (Applied
Biosystems) e analisados em sequenciador capilar automatico 3500 XL (Applied
Biosystems). As sequéncias obtidas foram comparadas com sequéncias depositadas na
base de dados GenBank sediada no National Center for Biotechnology Information
(NCBI) (http//www.ncbi.nlm.nih.gov), empregando o programa Blastn.* A identificacio
foi baseada na similaridade com sequéncias de tipos de espécies presentes na base de

dados.
2.3 Determinacéo do perfil enzimético

As determinacfes dos perfis enzimaticos foram conduzidas nos laboratorios de
Microbiologia Agricola e Quimica Tecnoldgica, no Instituto Federal Goiano, Campus
Rio Verde — Goias, Brasil. O perfil enzimatico foi estimado pela capacidade hidrolitica
do extrato enzimatico obtido através da fermentacdo submersa com bagaco de cana a
1%, sendo que o bagaco de cana-de-agUcar foi previamente moido e peneirado com

granulacdo méxima de 1 mm. Um meio liquido com nutrientes proposto por Mandels &
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Weber (1969),'® foi preparado e autoclavado a 1 atm a 121 °C, por 20 minutos. E em
erlenmeyers de 125 mL foram adicionados 1 g de bagaco de cana-de-agucar e 100 mL
do meio proposto e autoclavados novamente, e entdo, foi adicionado um disco de
micélio dos respectivos fungos na mistura.

Esses materiais foram incubados por 21 dias, a 28 °C, sob agitacdo a 90 rpm em
mesa agitadora. Em intervalos regulares de 7 dias, amostras de 4 mL do extrato
enzimético foram retiradas de cada erlenmeyer e transferidos para tubos conicos de
plasticos de 15 mL e entdo centrifugadas a 3000 rpm durante 5 minutos. O sobrenadante
foi utilizado para a determinacéo dos perfis enzimaticos.

A quantificacdo dos aclcares redutores foi realizada de acordo com Miller
(1959), utilizando acido 3,5-diinitrosalicilico (DNS). O reativo DNS foi preparado da
seguinte forma: 300 g de tartarato duplo de sodio e potassio [(CHOH),COONaCOOK]
com 16 g de hidréxido de sodio (NaOH) dissolvido em &gua destilada. Em seguida,
adicionou-se 10 g de &cido 3-5 dinitrosalicilico (C7H4N2O7) (aquecendo se necessario).
Por fim, completou-se o volume para 1 litro com agua destilada.

A determinacdo dos acUcares redutores se baseou na dosagem dos acUcares
liberados durante a degradacdo enzimatica do substrato papel de filtro Whatman n° 1,
para FPase e carboximetilcelulose a 2% para CMCase, ambos baseados no protocolo de
Ghose (1987).2

Em tubos com capacidade de 25 mL foram colocados 0,5 mL de CMC a 2% ou
papel de filtro Whatman n°1, pesando aproximadamente 50 mg, com posterior adi¢ao de
0,5 mL de solucdo tampdo de citrato de soédio e 0,5 mL do sobrenadante enzimatico.
Para o branco reagente, colocou-se somente 1,0 mL tampao citrato de sédio e 0,5 mL de
CMC ou 50 mg de papel Whatman n°1. J& para o branco da amostra se empregou 1,0
mL de tampé&o e 0,5 mL do sobrenadante enzimatico.

Os tubos foram incubados em banho-maria a 50°C durante 1 hora. Apds o
periodo de incubacdo, acrescentou-se 3,0 mL de DNS para paralisar a reacdo. Amostras
foram levadas ao banho-maria por 5 minutos a 95 °C para a producdo de cor e
posteriormente foram colocadas em banho frio, e em seguida foram adicionados 20 mL
de agua e agitados. A leitura foi realizada em espectrofotdbmetro com absorbéancia de
540 nm. Os valores dos controles da reacdo foram subtraidos dos valores das

absorbancias obtidas.



40

2.4 Hidrdlise enzimética e fermentacéo

Em erlenmeyers contendo 100 mL de meio basal Mandels & Weber (1969),"
foram colocados 1 g do material e 1 disco de micélio fungico e mantidos por 7 dias em
agitacdo. Apds, foram realizadas diluicdes do sobrenadante enzimatico para determinar
0 FPU que correspondesse a aproximadamente 2 mg de glicose liberados.

Para a hidrélise enzimatica foram utilizados 2 g de bagaco, 100 mL de tampé&o
citrato de sodio a 0,05 M e o sobrenadante enzimatico correspondente a 10 FPU g™ e 25
FPU g de bagaco, de acordo com Ghose (1987).% Esse material ficou a 50 °C em
agitacdo, e em intervalos de 0, 1, 6, 12, 24, 48 e 72h aliquotas foram retiradas para a
quantificacéo dos aclcares liberados, utilizando o método DNS.*

Ao término da mesma, na propria solucdo da hidrdlise, foram adicionados 2%
(m/v) de levedura Saccharomyces cerevisiae YPO4 e deixados em estufa a 35 °C por 72
horas. Apds esse periodo quantificou os aglcares redutores pelo método DNS proposto
por Miller (1959)."

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Isolamento e identificacdo dos microrganismos

Foram isolados da Usina Nova Fronteira BioEnergia, a partir do bagaco de cana
da safra de dezembro de 2012, 9 unidades de fungos da safra de abril de 2013, 11
unidades. Por sua vez, foram isolados da Companhia Energética Vale do So Siméo 7
unidades de fungos para o bagaco da safra de abril de 2013 e 5 para o bagaco da safra
dezembro de 2012. Foram obtidos, o total de 32 isolados fungicos visualmente
diferentes. Segundo Valéncia e Chambergo (2013),%° os fungos mais estudados para a
degradacédo da biomassa foram isolados de diversas fontes, sendo uma delas o bagaco de
cana-de-acgucar.

A partir da identificagdo molecular dos 32 isolados fungicos, foram
caracterizadas 20 espécies flngicas Unicas, pertencente a 7 géneros distintos,
compreendendo 6 do género Aspergillus, 3 Trichoderma, 3 Penicillum, 3 Fusarium, 3
Paecilomyces, 1 Talaromyces, todos do filo Ascomycota, 1 do género Mucor do filo

Zycomycota.
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O filo Ascomycota ¢ o maior filo no reino dos fungos, suas espécies sao
extremamente varidveis em morfologia e ecologia, sdo degradadores de materiais
organicos persistentes, tais como a lignina e queratina, desempenham papel importante
no ciclo dos nutrientes. Além disso, muitos Ascomycetos participam de associacfes
simbiéticas, incluindo micorrizas e liquens.® Este fato vem ao encontro dos resultados
obtidos no presente trabalho, pois a maioria dos fungos identificados pertencem a este
filo.

Os fungos isolados derivaram nas seguintes espécies: Fusarium proliferatum,
Fusarium oxysporum, Fusarium fujikuroi, Penicillium citrinum, Penicillium wotroi,
Penicillium sp., Trichoderma harzianum, Trichoderma koningiopsis, Trichoderma
asperelloides, Aspergillus flavus, Aspergillus brasiliensis, Aspergillus tubingensis,
Aspergillus novoparasiticus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Paecilomyces
parvisporus, Paecilomyces formosus, Paecilomyces saturatus, Talaromyces stollii e
Mucor circinelloides.

Bortolazzo (2011)°, em sua dissertacdo conduziu o isolamento de fungos de
bagaco de cana-de-acuUcar, proveniente de trés destilarias da regido de Piracicaba,
interior do Estado de Sdo Paulo, resultando na identificacdo de 2 Trichoderma, 2
Penicillium e 1 Aspergillus e ressaltou a busca de linhagens a partir de bagaco de cana-
de-agucar como fonte potencial para a hidrolise enzimatica.

Sandhu e Sidhu (1980),* isolaram 9 fungos em bagaco de cana em
decomposicdo, sendo Rhizopus microsporus, Mucor pusilius, Aspergillus fumigatus,
Aspergillus niger, Aspergillus terreus, Aspergillus flavus, Penicillium sp., Trichoderma
longibrachiatum e um Agaric. As espécies mais comuns foram A. fumigatus e A.
terreus.

Basso e colaboradores (2010),* também identificaram espécies fingicas isoladas
de bagaco de cana-de-agUcar a partir de duas destilarias da regido de Piracicaba interior
do Estado de Séo Paulo, que foram o Paecilomyces variotti, Moniliophthora perniciosa,
Aspergillus fumigatus, Acremonium cellullyticus e Penicillium verruculosum, e testou
0S mesmos quanto as atividades celuloliticas, 0s quais mostraram ser bons produtores de
enzimas celuloliticas.

Diante disso, os fungos comumente encontrados em bagaco de cana-de-agucar
sdo fungos filamentosos do género Aspergillus, Penicillium e Trichoderma. Todos séo
géneros de fungos relatados com capacidade de produzir um sistema completo de

enzimas. Contudo, muitas das espécies estudadas neste trabalho ndo apresentam na
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literatura dados indicativos de atividade enzimatica. Dessa forma este é um trabalho

pioneiro ao explorar novas espécies de microrganismos com capacidade hidrolitica.

3.2 Determinacéo do perfil enzimatico

Vérios componentes dos materiais lignocelul6sicos podem induzir a producgéo de
celulase. Os residuos agroindustriais, como bagaco de cana-de-acucar sdo boas fontes
de carbono para o crescimento do fungo e para a producéo de celulases.?® O bagaco de
cana-de-agucar que apresenta em sua composicao celulose e hemicelulose que podem
ser convertidos em acUcares fermentesciveis.

Os 20 fungos obtidos a partir de bagaco de cana-de-aclUcar foram avaliados
quanto a capacidade de liberarem acuUcares aos 7, 14 e 21 dias de incubacdo e os
resultados foram convertidos em glicose. Foi feita uma curva de calibracdo usando
glicose em concentracdes conhecidas em que se encontrou a equagdo Glicose (g L™) =
0,1376xAbs - 0,0119, com 0 R2 = 0,9955.
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Figura 1 Perfil enzimatico dos isolados utilizando papel de filtro Whatman n°® 1 como
substrato, obtida do cultivo dos fungos isolados do bagaco de cana-de-acucar. Valores
correspondem a média de 3 repeticdes, convertidos em g L™ glicose
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Pode-se observar na figura 1, que o Paecilomyces parvisporus se destacou aos 7
dias com 1,26 g L™ glicose, seguido do Fusarium oxysporum (1,08 g L™ glicose). Aos
14 dias, o isolado Aspergillus fumigatus (0,99 g L™ glicose) foi 0 mais ativo, seguido do
Paecilomyces parvisporus (0,76 g L™ glicose), e muito préximo estavam os fungos,
Fusarium proliferatum, Aspergillus niger, Aspergillus novoparasiticus com 0,74; 0,74 e
0,70 g L™ glicose respectivamente. E aos 21 dias o Aspergillus fumigatus atingiu seu
maior pico de 1,04 g L™ glicose, apresentando o maior teor de aclcar, seguido pelo
Fusarium oxysporum com 0,97 g L™ glicose, respectivamente.

Né&o existem trabalhos na literatura quanto ao uso e aplicabilidades referentes ao
fungo Paecilomyces parvisporus. Um dos objetivos desde trabalho foi o de descobrir
novas espécies degradantes de material lignocelul6sico. No qual o Paecilomyces
parvisporus apresentou alta eficiéncia aos 7 dias com relacdo aos demais quanto a
capacidade celulolitica. Diante disso, comprova-se a previsdo de Houbraken e
colaboradores (2011),** que acredita que novas espécies, como o0 Paecilomyces
parvisporus podem ser degradadores eficientes de material lignoceluldsico,
representando nova fonte de enzimas celuloliticas e xilanoliticas.

As atividades de FPase do Aspergillus flavus se mantiveram quase constantes ao
longo dos 21 dias, obtendo um dos mais baixos resultados entre os demais. Contudo,
para Siqueira (2010),%” 0 mesmo isolado com trés dias de cultivo submerso em fontes de
carbono, como o bagaco de cana-de-agUcar produziu valores significativos de celulases,
hemicelulases e pectinases.

O que pode ter ocorrido neste caso é que o Aspergillus flavus, assim como outros
fungos podem néo ter se adaptado ao meio e/ou as condi¢des de pH e temperatura, 0s
quais sdo fatores limitantes na producdo de enzimas, como também podem existir cepas
com variagbes de haplétipos. Como ressaltam Andreaus e colaboradores (2009),?
quanto mais rapido o fungo se adaptar ao meio, mais rapido ira expressar as enzimas.
Os microrganismos sdo capazes de degradar holocelulose (celulose e hemicelulose) da
parede celular das plantas, em funcdo da bateria de enzimas que trabalham em
sinergismo, denominadas holocelulases.

Como descrevem Jiang e colaboradores (2011)," o T. viride produz a quantidade
significativa de exoglucanases e endoglucanases, mas niveis baixos de B-glicosidase, o
que resulta na acumulagdo de celobiose, inibindo a FPase e CMCase, resultando em
baixa taxa de hidrélise do substrato. Isso pode ter acontecido com os fungos que

apresentaram resultados da FPase e CMCase baixos.
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Singhania e colaboradores (2010)*° relatam que importantes espécies de
Penicillium e Aspergillus produzem um complexo de enzimas celuloliticas com
atividade B-glicosidase superior a Trichoderma reesei, mas a celulase total (FPase) é
relativamente baixa.

Segundo Hargreaves (2008),** dentre os principais fungos produtores de enzimas
estdo o Trichoderma e Aspergillus, e suas enzimas ja sdao comercializadas, com
propor¢des de endoglucanase, exoglucanase e B-glicosidade distintas, sendo esta Gltima
mais baixa no caso do Trichoderma, e no caso do Aspergillus, a exoglucanase se

encontra em menor proporgao.
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Figura 2. Perfil enziméatico dos isolados utilizando carboximetilcelulose como
substrato, obtida do cultivo dos fungos isolados do bagaco de cana-de-aglcar. Valores
correspondem a média de 3 repeticdes, convertidos em g L™ glicose

Como se pode observar na figura 2, o fungo Aspergillus novoparasiticus
apresentou maior atividade entre os demais aos 7 dias (0,82 g L™ glicose). Destacando
também aos 7 dias, o Talaromyces stollii e Fusarium oxysporum (0,71 e 0,69 g L™
glicose respectivamente). O isolado Fusarium oxysporum e Aspergillus niger

apresentaram as maiores atividades aos 14 dias (0,94 e 0,84 g L glicose
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respectivamente) e o Aspergillus fumigatus e Fusarium oxysporum, aos 21 dias (0,81 e
0,69 g L™ glicose respectivamente).

Os fungos Aspergillus flavus, Aspergillus novoparasiticus, Mucor
circimelloides, Trichoderma asperelloide apresentaram comportamentos similares,
tendo seu apice de atividade aos 7 dias e decaindo sucessivamente aos 14 e 21 dias. E,
outros como Aspergillus brasiliensis, Aspergillus niger, Fusarium oxysporum,
Paecilomyces formosus, Penicillium sp., Penicillium citrinum e Trichoderma
koningiopis apresentaram seu apice de atividade aos 14 dias.

Diante dos resultamos e concordando com Valéncia e Chambergo (2013),% a
atividade enzimética, como a CMCase e FPase, ¢ indicativo de que os fungos brasileiros
séo capazes de digerir os componentes da parede celular das plantas e produzir enzimas
quando cultivados em diversos substratos.

Assim, considerando os dados obtidos pelo perfil enzimatico foram selecionados
os trés fungos mais promissores: Paecilomyces parvisporus, Fusarium oxysporum e

Aspergillus fumigatus.

3.3 Hidrolise enzimética

A partir dos resultados dos perfis enzimaticos de CMCase e FPase, o0s trés
fungos que apresentaram melhores resultados foram utilizados para a realizacdo da
hidrdlise enziméatica em bagaco de cana-de-agUcar. A hidrélise enzimatica foi realizada
utilizando quantidades do caldo enzimatico bruto que correspondessem a 10 e 25 FPU
g’ de biomassa dos fungos Paecilomyces parvisporus, Fusarium oxysporum e
Aspergillus fumigatus.

A dosagem da celulase de 10 FPU g™ é frequentemente utilizada em estudos de
laboratério, pois fornece um perfil de hidrolise com elevados niveis de produgdo de
glicose num tempo razoavel (48-72 h), ao custo razoavel de enzima.'® O uso de 25 FPU
g™ foi utilizado para verificar se o tempo de convers&o seria mais curto.

Na tabela abaixo, pode-se ver a atividade enzimatica dos fungos utilizados na
hidrolise enzimatica. Todos os procedimentos foram realizados nas mesmas condicdes,
com pH em torno de 4,8, agitagdo de 90 rpm e a 50°C e simultéaneos para que fosse

possivel a melhor comparacéo.



Tabela 1. FPU mL™ de cada isolado aos 7 dias de incubacéo

Espécie Fungica Atividade
enzimatica
FPU mL™
Fusarium oxysporum 3,4
Aspergillus fumigatus 5,2
Paecilomyces parvisporus 4,6
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Portanto, o Aspergillus fumigatus apresentou a maior atividade enzimatica (5,2

FPU mL™) entre os demais, que consequentemente necessitou de menor quantidade de

caldo enzimético que correspondesse a 10 e 25 FPU mL™ (1,92 e 48 mL

respectivamente). Seguido do Paecilomyces parvisporus (4,6 FPU mL™) em que foram

necessarios 2,17 e 5,43 mL para 10 e 25 FPU g™ respectivamente. Por fim o resultado

menos expressivo foi do Fusarium oxysporum que necessitou de 2,94 mL para 10 FPU

gt e 7,35ml para

25 FPU g,

1,20

1,00

0,80

0,60

0,40

0,20

Acucares redutores (Glicose g L)

0,00

Paecilomyces parvisporus

Oh 1h 6h 12h 24h 48h 72h A.T.F

y A
/ \ o—10 FPU/g
/‘/‘ \ 25 FPU/g

Figura 3. Hidrdlise enzimatica do Paecilomyces parvisporus. Com 72 horas de
hidrélise foi introduzido a levedura Saccharomyces cerevisiae YPO4. Em que A. T. F
significa apos o término da fermentacéo

Diante dos resultados apresentados na figura 3, pode-se observar que na

presenca das enzimas do fungo Paecilomyces parvisporus, que até entdo, ndo apresenta
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estudos sobre seu potencial enzimatico para bioconversdo de biomassa lignoceluldsica,
obtém-se resultados satisfatorios com a adicdo de 10 FPU g™ e que a partir de 24 horas
de hidrélise observa-se a estabilizagdo nos valores de actcares, variando de 1,03 g L™
glicose nas 24 horas, caindo levemente para 0,96 g L™ glicose nas 48 horas e retornando
para 1,03 g L™ glicose com 72 horas de hidrélise. Na carga enzimatica de 25 FPU g7, a
estabilizacdo de hidrolise ocorre mais rapidamente, com cerca de 6 horas de hidrolise
produzindo 0,72 g L™ glicose, aumentando levemente nas horas seguintes para 0,74,
0,75, 0,79 g L™ glicose nas 12, 24 e 48 horas e tendo um pequeno salto nas 72 horas
para 0,93 g L™ glicose.

Contudo, em ambas as cargas os resultados de agUcares redutores apds o término
da fermentacdo sdo praticamente os mesmos, de 0,013 g L™ glicose para 10 FPU g™ e
0,015 g L™ glicose para 25 FPU g™*. Com isso, observa-se o término da fermentacio no
qual acgucares redutores presentes apds o término da fermentacdo sdo equivalentes aos
iniciais.
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Figura 4. Hidrdlise enzimatica do Aspergillus fumigatus. Com 72h de hidrélise foi
introduzido a levedura Saccharomyces cerevisiae YPO4. Em que A. T. F significa ap0s
o0 término da fermentagdo

Por sua vez, como pode ser observado na figura 4, o Aspergillus fumigatus, com
a carga enzimatica de 25 FPU g™, os resultados da hidrélise se mostraram superiores
aos obtidos com 10 FPU g™. Consequentemente, seria necessario um tempo maior de
hidrélise para que os mesmos 10 FPU g™ atingissem os resultados de 25 FPU g*. A

conversdo enzimatica com a carga de 25 FPU g™ se estabilizou a partir das 24 horas,
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com 1,02 g L glicose e se manteve constante com 1,09 g L™ glicose nas horas
seguintes. Enquanto que com 10 FPU g™, os resultados continuaram aumentando de
forma linear, com 0,07; 0,16; 0,34; 0,40; 0,50; 0,61 e 0,66 g L™ glicose as 0, 1, 6, 12,
24, 48 e 72 horas. E ap6s o término da fermentacdo foram encontrados 0,26 e 0,25 g L™
glicose para 10 e 25 FPU g™ respectivamente, comprovando a eficiéncia na conversdo
de acUcares pela levedura Saccharomyces cerevisiae YPO4.

Jung e colaboradores (2015),* utilizando Penicillium sp. TG2 testaram suas
enzimas em cargas de 5, 10, 15 e 20 FPU g™ e observaram comportamento similar ao
encontrado com o Aspergillus fumigatus neste trabalho, quanto maior a carga
enzimatica, maiores foram os resultados de agUcares obtidos.

Quanto ao Fusarium oxysporum, pode-se observar na figura 5, 0 seu
comportamento, com 10 FPU g™ apresentou um comportamento linear, enquanto com
25 FPU g atingiu seu épice de liberagdo de aclcares nas 48 horas, de 0,34 g L™ glicose
e decaiu nas 72 horas para 0,019 g L™ glicose, o mesmo valor foi encontrado nas 72
horas com a carga enzimética de 10 FPU g™,

Fusarium oxysporum
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Figura 5. Hidrolise enzimatica do Fusarium oxysporum. Com 72 horas de hidrélise foi
introduzido a levedura Saccharomyces cerevisiae YPO4. Em que A. T. F significa ap6s
o0 término da fermentacéo

Ressaltando que o Fusarium oxysporum apresentou o menor rendimento de
caldo enzimético bruto, de 3,4 FPU mL™. E mesmo sendo adicionando concentracdes
iguais aos demais fungos de 10 e 25 FPU g™ apresentou o menor rendimento durante a

hidrolise enzimaética, dentre os fungos testados.
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Koppram e colaboradores (2014)* descrevem que alguns inibidores, como &cido
acético, acido formico, furfural, 5-hidroximetilfurfural (HMF) e compostos fendlicos
podem ser gerados tanto durante o pre-tratamento ou formados pelo préprio material
lignocelulésico empregado, sendo, portanto, crucial utilizar microrganismos que sejam
tolerantes as altas concentracdes de inibidores. Deste modo, a presenca de inibidores
pode ter afetado a hidrélise enzimaética a partir do Fusarium oxysporum.

Tanto o Paecilomyces parvisporus e quanto o Aspergillus fumigatus a partir das
6 horas de hidrolise alcancaram resultados acima do maior resultado encontrado no
Fusarium oxysporum de 0,34 g L™ glicose nas 48 horas com carga enzimatica de 25
FPUg™.

E o Paecilomyces parvisporus foi o fungo mais rpido com carga enzimética de
10 FPU g™ a estabilizar a liberacdo dos aclcares, obtendo 1,03 g L™ glicose com 24
horas de hidrélise. O Aspergillus fumigatus, com carga enzimatica de 25 FPU g™,
também nas 24 horas de hidrélise atingiu resultados semelhantes de 1,02 g L™ glicose,
contudo obteve o &pice e estabilizacdo de aclcares nas analises de 48 e 72 horas se
mantendo com 1,09 g L™ glicose.

Ambos apresentaram a conversdo de 25% do material lignocelulésico em
acucares, 0 que estd em concordancia com outros resultados relatados. Como afirma
Ogeda e Petri (2010),2! normalmente, as hidrélises enzimaticas permitem o rendimento
de producdo de aclcares em torno de 20%. Entretanto, usadas em conjunto com etapas
de pré-tratamentos, tais rendimentos podem atingir até cerca de 90% dos agucares

disponiveis.
4. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, foi possivel identificar 20 espécies fungicas de
bagaco de cana-de-acucar no cerrado brasileiro, os comumente encontrados foram do
género Aspergillus, Penicillium e Trichoderma. Através da determinagcdo do perfil
enzimatico, observa-se que 0S mesmos possuem capacidade de produzir enzimas
celuloliticas capazes de converter material lignocelulésico em agucares. Destacando o
Paecilomyces parvisporus, Fusarium oxysporum e Aspergillus fumigatus. Os resultados
da hidrolise enzimatica mostram que as melhores conversdes foram feitas pelo
Paecilomyces parvisporus com carga enzimatica de 10 FPU g™ e pelo Aspergillus

fumigatus com carga enzimatica de 25 FPU g™. Indicando que estas espécies podem ser
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utilizadas em estudos futuros, pois apresentam potencial para o desenvolvimento de

enzimas comerciais.
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