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RESUMO

Os principais desafios para a producao de etanol celuldsico se relacionam aos
custos de obtencdo das celulases, a disponibilizacdo da celulose presente nos
materiais lignocelulésicos (para maior rendimento da sacarificacdo enzimética), bem
como a eficiente conversdo da glicose liberada em etanol. As celulases microbianas
tém sido extensivamente estudadas nos ultimos anos, visando a sua aplicagdo no
bagaco de cana-de-aclcar para liberagcdo de acucares fermentesciveis e
posteriormente a producdo de etanol celulésico. O presente trabalho teve como
objetivo o estudo da producdo de celulases por oito fungos endofiticos, por
fermentacdo em estado solido (FES) e a utilizacdo dos extratos enzimaticos na
sacarificacdo do bagaco de cana-de-acucar pré-tratado. Os fungos foram cultivados
utilizando-se quatro misturas (1:1 p/p) de diferentes substratos lignocelulésicos,
sendo selecionada para cada fungo, a mistura que proporcionou as maiores
atividades de celulases nos extratos enzimaticos obtidos. Tais enzimas foram
utilizadas na sacarificacdo do bagaco de cana submetido a pré-tratamento
hidrotérmico alcalino (NaOH 5% p/v), o qual apresentou a vantagem de gerar uma
baixa concentracdo de inibidores, seguindo trés diferentes protocolos de
sacarificacdo. Nesta etapa, foram selecionados os fungos Phomopsis stipata SC 04
(concentracdes de glicose de 3,82 e 4,72 mg/mL nos hidrolisados obtidos pelos
Protocolos 1 e 2 de sacarificagdo respectivamente) e Botryosphaeria sp. AM 01
(concentracao de glicose de 4,01 mg/mL no hidrolisado obtido pelo Protocolo 2 de
sacarificacdo). Foram realizados delineamentos experimentais visando a avaliacao
da influéncia das variaveis envolvidas na sacarificacdo. Para P. stipata SC 04
Protocolo 1, foram otimizadas as cargas de bagaco, endoglucanase e concentracao
de Tween 80 (15,364% e 288,07 U totais, 0,095% respectivamente), obtendo-se
glicose em concentracdo 2,42 vezes superior, quando comparado com a
sacarificacdo prévia. Quando se empregou o Protocolo 2 de sacarificacao,
utilizando-se P. stipata SC 04 ou Botryosphaeria sp. AM 01, foi possivel otimizar as
condicbes carga de bagaco pré-tratado e concentracdo de Tween 80 (9,27% e
0,283%, respectivamente, para o primeiro fungo; 7,17% e 0,8345%,
respectivamente, para o segundo fungo). Assim, o uso de enzimas microbianas na
sacarificacdo do bagaco de cana submetido a pré-tratamento hidrotérmico com
NaOH levou a obtencdo de hidrolisado com caracteristicas adequadas para a
utilizacdo como fonte de glicose para producdo de etanol celuldsico, o que permitiu
gue a levedura Saccharomyces cerevisiae consumisse 85,8% da glicose presente
em 24 horas de fermentacéo, produzindo 5,22 g/L de etanol celuldsico.

Palavras-chave: Fungos endofiticos, Celulase, Bagaco de cana, Hidrolise,
Biomassa.



ABSTRACT

The main challenges for cellulosic ethanol production have been related to cellulases
costs, to the availability of cellulose in lignocellulosic materials (for higher yield of
enzymatic saccharification), as well as to the efficient conversion of glucose in
ethanol. Microbial cellulases have been extensively studied in the last years, aiming
its application on sugarcane bagasse to release of fermentable sugars and later the
cellulosic ethanol production. The present work had as objective the study of
cellulase production by eight endophytic fungi by solid-state fermentation (SSF), and
the use of the enzymatic extracts in saccharification of pre-treated sugarcane
bagasse. The fungi were cultivated using four mixtures (1:1 w/w) of different
lignocellulosic substrates, has being selected for each fungus, the mixture that
provided the highest cellulases activities in the enzymatic extracts obtained. These
enzymes were used in the saccharification of sugarcane bagasse submitted to
alkaline hydrothermal pre-treatment (NaOH 5% w/v), which had the advantage of
generates a low inhibitors concentration, following three different saccharification
protocols. In this step, the fungi selected were Phomopsis stipata SC 04 (glucose
concentration of 3.82 and 4.72 mg/mL in the hydrolysates obtained from
saccharification Protocols 1 and 2, respectively), and Botryosphaeria sp. AM 01
(glucose concentration of 4.01 mg/mL in the hydrolysate obtained from
saccharification Protocol 2). Experimental designs were performed aiming the
evaluation of the influence of variables involved in saccharification. For P. stipata SC
04, using Protocol 1, the charges of bagasse, endoglucanase and Tween 80 were
optimized (15.364% e 288.07 U totais, 0.095% respectively), obtaining glucose in
concentration 2.42 times higher when compared to previous saccharification. When
saccharification Protocol 2 was employed, using P. stipata SC 04 or Botryosphaeria
sp. AM 01, it was possible to optimize the conditions of pre-treated bagasse charge
and Tween 80 concentration (9.27% and 0.283%, respectively, for the first fungus;
7.17% and 0.8345%, respectively, for the second fungus). Therefore, the use of
microbial enzymes in saccharification of sugarcane bagasse submitted to
hydrothermal pre-treatment with NaOH led to achievement of hydrolysate with
suitable characteristics for using as glucose source to cellulosic ethanol production,
allowing the Saccharomyces cerevisiae to consume 85.8% of contained glucose in
24 hours of fermentation, producing 5.22 g/L of cellulosic ethanol.

Keywords: Endophytic fungi, Cellulase, Sugarcane bagasse, Hydrolysis, Biomass.
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1 INTRODUCAO

A biomassa lignoceluldsica tem sido reconhecida mundialmente como fonte
sustentavel de acucares com grande potencial para a utilizacdo na producédo de
biocombustiveis (HIMMEL et al., 2007), entre os quais o etanol celulésico ou de
segunda geracao, representando assim uma importante alternativa para a obtencao
de energia renovavel (KUHAD et al., 2016).

O bagaco de cana é um subproduto lignocelulésico gerado na industria
sucroalcooleira durante a extracdo do caldo de cana (DIAS et al., 2012), sendo
considerado uma importante e eficaz biomassa para producéo de etanol de segunda
geracgdo. E composto por aproximadamente 50% de celulose, 25% de hemicelulose
e 25% de lignina. Apresenta pequenas quantidades de pectina, proteinas, minerais e
compostos de baixo peso molecular, além de apresentar baixo teor de cinzas (em
torno de 2,4%), 0 que representa uma grande vantagem para sua bioconversao por
microrganismos quando comparado com outros residuos lignocelulésicos (PANDEY
et al., 2000).

Os acucares fermentesciveis podem ser obtidos a partir do bagaco de cana
por hidrélise quimica ou enzimatica de seus principais polissacarideos constituintes,
celulose e hemicelulose. Especialmente em relacdo a celulose, alguns fatores
restringem a eficacia da hidrélise enzimatica, como a recalcitrancia do bagaco,
representada principalmente pela presenca da lignina, a qual dificulta o acesso das
celulases aos seus substratos. Além disso, a cristalinidade da celulose também é um
fator limitante a acdo das celulases. Assim, uma etapa de pré-tratamento faz-se
necessaria para modificar a estrutura da lignina ou remové-la, bem como diminuir a
cristalinidade da celulose, aumentando a eficiéncia da de hidrélise enzimética
(FERNANDES et al., 2009; HOANG et al., 2015; WANG et al., 2016).

Varios pré-tratamentos tem sido empregados para esta finalidade. O pré-
tratamento hidrotérmico, também chamado de auto-hidrélise, utiliza agua sob
temperaturas elevadas (120-260°C) como meio de reacdo (CARVALHO et al., 2015).
A eficacia deste método pode ser aumentada com o emprego de agentes
deslignificantes, como NaOH, que contribuem para variacdes de pH favorecendo a
desestruturacdo da fibra vegetal (CARVALHO et al., 2015; GAO et al.,, 2013;
MARYANA et al., 2014). O pré-tratamento hidrotérmico tem sido relatado por facilitar
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a posterior hidrélise enzimatica da celulose, pois ndo h& elevada geracdo de
produtos inibidores da fermentacéo (LIMAYEM; RICKE, 2012).

Além da escolha de um método de pré-tratamento que nao leve a perda de

celulose, ndo seja oneroso e que ndo comprometa a fermentacdo alcodlica pela
geracao de inibidores, a obtencao de celulases eficientes e a baixo custo é essencial
para tornar o processo de obtencéo de etanol de segunda geracdo economicamente
viavel (SIMS et al., 2010). A obtencéo de celulases pelo cultivo de microrganismos
por fermentacdo em estado sdlido (FES) tem sido uma importante alternativa para
producdo dessas enzimas a baixo custo, uma vez que ha possibilidade de se utilizar
como substratos residuos agricolas e agroindustriais abundantes, amplamente
disponiveis e baratos (AMANDE et al., 2013; CHILIVERI; KOTI; LINGA, 2016;
VASANTHI; MEENAKSHISUNDARAM, 2012).
As celulases podem ser produzidas por muitos microrganismos, especialmente pelos
fungos filamentosos quando cultivados por FES em substratos lignocelulésicos
(MAEDA et al.,, 2013). Dentre os fungos filamentosos, tem se destacado os
endofiticos, por possuirem potencial de producdo de enzimas de degradacdo de
material vegetal, entre as quais as celulases (ZHENG et al., 2015). Constituem um
grupo de organismos muito diversificado e estdo presentes na maioria (se ndo em
todas) das plantas de ecossistemas naturais, sem provocar sintomas externos
(KOGEL; FRANKEN; HUCKELHOVEN, 2006). Desta forma, fungos endofiticos tem
despertado interesse como novas fontes de celulases pois, uma vez que colonizam
os tecidos vegetais, podem produzir enzimas com caracteristicas peculiares e
interessantes do ponto de vista do ataque a celulose. Estudos envolvendo
prospeccdo de celulases pelo cultivo dos fungos endofiticos por fermentacdo em
estado sdlido (FES) sdo pouco frequentes e abordam a producdo por alguns
géneros mais estudados. Desta forma, é importante a busca por géneros nédo
comumente citados na literatura (KAPOOR et al., 2010).

O complexo celulolitico microbiano €é composto pelas enzimas
endoglucanases, exoglucanases e B-glicosidases. Endoglucanases ou
carboximetilcelulases (CMCases) (EG, endo-1,4-B-D-glucan 4-glucanohydrolase, EC
3.2.1.4) atuam sobre a celulose liberando glicooligossacarideos, diminuindo o grau
de polimerizacdo da celulose, facilitando a acdo das exoglucanases ou
celobiohidrolases (CBH, 1,4-B-D-glucan cellobiodehydrolase, EC 3.2.1.91). Estas,

por sua vez, hidrolisam as ligacdes glicosidicas a partir das extremidades redutoras
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(CBH 1) e nado redutoras (CBH Il) das cadeias de celulose, liberando unidades de
celobiose. As B-glucosidases (EC 3.2.1.21) entdo hidrolisam celobiose e pequenos
oligossacarideos, liberando glicose (LYND et al., 2002).

Em busca da melhoria dos processos, tem sido citado em varios trabalhos
0 uso de ferramentas de planejamento experimental para otimizar a sacarificacdo do
bagaco de cana-de-acUcar utilizando-se extratos enzimaticos com atividade de
celulases, além de outras enzimas de degradacao de lignocelulose (MAURYA et al.,
2013; MORANDO et al., 2014; MYAT; RYU, 2014). Esta metodologia € interessante,
pois permite avaliar a interagdo entre as varidveis estudadas e, na maioria das
vezes, otimizar o processo, gerando uma superficie de resposta a partir de um
namero reduzido de experimentos ( RODRIGUES; IEMMA, 2014; SINDHU et al.,
2014). As principais variaveis estudadas sao carga de enzima, carga de substrato,
agitacdo, surfactantes como Tween 80, temperatura e tempo (ARIAS et al., 2016;
MORANDO et al., 2014; MORETTI et al., 2014a; QING; WYMAN, 2010) .

Considerando-se 0 exposto, no presente trabalho foi avaliada a influéncia
de diferentes substratos na producdo de celulases por 8 fungos endofiticos, por
FES, bem como foram realizados experimentos de sacarificacdo do bagaco de cana-
de-acucar submetido a pré-tratamento hidrotérmico alcalino. Os experimentos de
sacarificacdo envolveram o uso dos extratos enzimaticos obtidos bem como o
emprego de todo o material fermentado (substratos + crescimento fungico),
excluindo-se a etapa de extracdo das enzimas. Foram ainda realizados
experimentos de otimizacdo da sacarificacdo do bagaco pré-tratado, utilizando-se

metodologias de planejamento experimental e superficie de resposta.
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Nigam (2001) ao estudar a producéo de etanol a partir de hidrolisado de palha
de trigo por Pichia stipitis observou um consumo de 20,5 % de agucares redutores,
considerado baixo devido principalmente a presenca de componentes toxicos que
inibem o crescimento e a atividade de fermentacéo da levedura.

Pereira et al. (2016) também realizou a fermentagdo de hidrolisado obtido
através de enzimas produzidas pelo fungo M. thermophila JCP 1-4, onde utilizou-se
10% de carga de bagaco pré-tratado e obteve-se 3,15 g/L de etanol a partir de 10,19
g/L de glicose, que sdo semelhantes as proporgdes do presente trabalho.
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6 CONCLUSOES

Destaca-se primeiramente a importancia dos resultados obtidos como
pesquisa basica como o estudo da producédo de celulases pelos géneros estudados
bem como a hidrélise enzimatica de residuos lignocelulésicos que sao pouco
apresentados na literatura.

Pelos dados apresentados, conclui-se que todos fungos avaliados sao
potenciais produtores de ao menos uma das enzimas do complexo celulolitico. A
exploracdo de diferentes materiais lignocelulésicos como substratos para o cultivo
dos fungos mostrou que alguns deles sdo capazes de induzir significativamente a
producéo das enzimas por alguns fungos, permitindo a escolha do melhor substrato.
Observou-se também que grandes quantidades de enzimas (celulases) néo
necessariamente levam a melhor sacarificagdo enzimatica.

Os resultados dos experimentos de sacarificacdo indicaram que as enzimas
de Phomopsis stipata SC 04 e Botryosphaeria sp. AM 01 levaram aos melhores
resultados em termos de concentracdo de glicose a partir do bagaco pré-tratado. As
enzimas de Phomopsis stipata SC 04 se mostraram eficientes nos dois Protocolos
de sacarificacdo durante o delineamento  experimental, aumentando
significativamente a concentracdo de glicose liberada o que se conclui que a
avaliacdo dos parametros de sacarificagdo se mostrou uma importante ferramenta
para esse processo.

Cabe ressaltar que os fungos P. stipata SC 04 e Botryosphaeria sp. AM 01
obtiveram significativas concentracfes de glicose ao utilizar-se o Protocolo 2 de
sacarificacdo que ndo envolve a etapa de extracdo das enzimas, indicando que a
escolha desse Protocolo foi importante.

As pB-glicosidases dos mesmos apresentaram relativamente uma boa
estabilidade quanto a presenca de glicose e etanol, caracteristicas desejaveis
guando se visa aplicacfes industriais;

Assim o0 uso de enzimas microbianas na sacarificacdo do bagaco de cana
submetido a pré-tratamento hidrotérmico com NaOH levou a obtencéo de hidrolisado
com caracteristicas adequadas para a utlizacgdo como fonte de glicose para
producdo de etanol celuldésico, 0 que permitiu que a levedura Saccharomyces
cerevisiae realizasse o consumo da glicose bem como a producgéo de etanol durante

a fermentacéo.
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