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RESUMO

A busca de novas fontes de energia tem sido estimulada pela demanda
crescente do mercado e o bioetanol € uma alternativa promissora para esta
questdo. A produgdo de etanol a partir de residuos agroindustriais
lignocelulosicos esta sendo pesquisada em varios laboratérios do Brasil e do
exterior. Os residuos da agroindustria s&do formados, em grande parte, por fibra
vegetal lignoceluldsica, a qual é altamente resistente a degradacao, dificultando
a conversao dos componentes a monossacarideos fermentesciveis. Desta
forma, a prospeccado de micro-organismos que viabilizem a conversdao de
material lignocelulosico em etanol tem aumentado consideravelmente. Sendo
assim, o estudo de micro-organismos associados as formigas cortadeiras, os
quais sdo adaptados ao uso da biomassa lignocelulolitica, pode ser promissor
para a descoberta de enzimas adequadas a degradacdo eficiente da fibra
vegetal, podendo significar um passo adiante na producdo do etanol de
segunda geragao. Neste trabalho analisamos a agao hidrolitica e a liberagao de
agucares fermentesciveis por fungos dimorficos do género Lecythophora e de
leveduras do género Cryptococcus sobre o material lignocelulésico. A
metodologia empregada consistiu na inoculagdo das linhagens em diferentes
residuos da agroindustria, como bagaco de cana-de-agucar, casca de café,
casca de arroz e sabugo de milho triturado, seguida da quantificagdo dos
acgucares redutores liberados, bem como da produgao de enzimas hidroliticas
extracelulares, como endoamilase, exoamilase, pectinase, endoglucanase,
exoglucanase e xilanase. O género Lecythophora mostrou-se melhor produtor
enzimatico quando comparado com o género Cryptococcus, ambos em meio
suplementado com bagago de cana-de-agucar. Ainda, foi realizado o inoculo de
culturas mistas das melhores linhagens pertencentes ao género Lecythophora.
A produgdo enzimatica constatada indicou o potencial das linhagens do género
Lecythophora em degradarem residuos lignoceluldsicos da agro-industria. Os
isolados W7 e W3a2, ambos do género Lecythophora, foram os que
apresentaram melhores resultados em Unidades de enzima. mL"' em relacdo
as atividades amilolitica e pectinolitica, evidenciando o uso potencial dessas
linhagens em processos biotecnoldgicos.

Palavras-chave: Residuos lignoceluldsicos, enzimas lignoceluloliticas,
monossacarideos fermentesciveis.
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1. Introdugao

O aumento da demanda por energia tem estimulado a busca por
processos de producido mais eficientes e a diversificagao das fontes para suprir
tal demanda. O desenvolvimento econémico e industrial requer a busca de
fontes renovaveis de energia que possam substituir ao petroleo; nesse sentido,
o bioetanol e o biodiesel vém despertando interesse mundial (SILVA et al,
2009).

Dentre as maiores fontes de carbono e energia renovavel encontram-se
os materiais lignoceluldsicos, os quais incluem residuos como palhas, bagacos
e cascas, originados a partir de atividades da agroindustria (DIAS et al., 2009).

De acordo com Laufenberg, et al. (2003), os residuos lignocelulésicos,
tais como palha de arroz, espiga de milho, palha de café e bagago de cana,
podem conter substancias de alto valor energético (agucares fermentesciveis)
e nutricional (vitaminas, acidos organicos).

Devido a moagem de milhées de toneladas de cana de agucar para
obtengao do caldo a ser fermentado, grande quantidade de residuo/bagaco é
produzida, sendo que uma parte é vendida para a produgcdo de energia,
enquanto que a outra parte, mesmo podendo ser aproveitada para obteng¢ao de
mais biocombustivel, € queimada para geracédo de energia elétrica. A geragao
simultdnea de energia elétrica decorrente da queima do bagaco de cana deve
apresentar um aumento significativo na matriz energética nacional (BRASIL,
2007).

Na cultura do arroz, a producdo de residuos esta relacionada a casca, a
qual corresponde a aproximadamente 22% do peso do grdo de arroz bruto
(WALTER & ROSSATO, 2010). A casca de arroz, rica em silica, gera
problemas de ordem ambiental, de saude publica e econdmica. Esses
problemas se devem a dificil degradagédo, geracdo de produtos nocivos ao
homem quando queimada e ao desperdicio de um material que poderia gerar
recursos adicionais ao produtor (SOUZA, 2012).

A producdo de biocombustivel a base de residuos de casca do arroz
pode resultar também em derivados como o dleo diesel e a parafina (ABIFINA,
2008).



A producgao anual de café no Brasil € de aproximadamente dois milhdes
de toneladas (VALE et al., 2007). Durante a industrializagdo dos graos de café,
cerca de 50% da massa destes tornam-se residuos de fabricagéo, os quais
podem ser utilizados em processos para a obtencao de novos produtos a partir
deles, visando sua valorizagdao (TONACO et al., 2010).

Outro importante residuo da agroindustria € o sabugo de milho, do qual
sdo produzidos cerca de 10 milhdes de toneladas/ano(CASTRO & PEREIRA
Jr., 2009).

A biomassa lignocelulésica existente nos residuos agroindustriais é
formada, principalmente, por celulose, lignina e hemicelulose, as quais formam
uma rede complexa e resistente. Esta composicao resulta em materiais
flexiveis, porém altamente resistentes o que dificulta a conversdao dos
componentes a monossacarideos fermentesciveis. (CASTRO & PEREIRA Jr.,
2009). Os residuos lignoceluldésicos, em sua grande maioria, possuem a
seguinte composicéo: celulose (33-51%), hemicelulose (19-34%) e lignina (21-
32%), sendo o restante constituido por cinzas (0-2%) e extrativos (1-5%)
(ALMEIDA, 2007)

A prospeccao e utilizagdo de novas enzimas celuloliticas pode melhorar
0 quadro, tornando a utilizagdo desse substrato economicamente viavel,
principal problema na producdo de etanol lignocelulésico (MACEDO, 2008).
Com a finalidade de viabilizar o pré- tratamento enzimatico, a prospeccéo de
micro-organismos que realizem a hidrélise do material vegetal desperta
interesse. Os micro-organismos que compdem o jardim de fungos das formigas
cortadeiras atuam sobre substrato vegetal fresco. Eles produzem compostos
assimilaveis para as formigas e para eles proprios a partir da hidrolise do
material vegetal cortado pelas operarias (PAGNOCCA et al., 2011a ;
PAGNOCCA et al., 2011b; MENDES et al., 2011).

Melhorar o acesso aos agucares presentes nas fibras vegetais
existentes nos residuos agroindustriais (substratos) para a produgao industrial
de etanol de segunda geracdo € a principal dificuldade encontrada para
viabilizar economicamentea produgéo de etanol de segunda geragdo uma vez
que essas fibras sdo de dificil degradacdo pela metodologia disponivel

atualmente. Se forem encontradas enzimas lignoceluloliticas mais eficientes,



provavelmente, teremos um avango na etapa de preparacdo do material
(RUBIN, 2008).

Pela natureza do substrato em que sao encontrados, os micro-
organismos associados as formigas cortadeiras sao fortes candidatos a

prospecc¢ao, quanto a produgao de enzimas lignoceluloliticas.

2 Objetivos

Analisar a capacidade metabdlica de micro-organismos pertencentes aos
géneros Lecythophora e Cryptococcus, depositados na Central de Recursos
Microbianos da UNESP (CRM-UNESP), Rio Claro, em degradar a biomassa de
residuos lignocelulésicos e que possam ser empregados futuramente como

fonte de enzimas para a producao de biocombustiveis.

3 Material e Métodos

3.1 Micro-organismos utilizados nos ensaios

Os micro-organismos utilizados, sendo 11 isolados do género
Lecythophora e 30 do género Cryptococcus, sdo provenientes da Central de
Recursos Microbianos da UNESP, Rio Claro (CRM-UNESP). Tais linhagens
foram previamente selecionadas como produtores de enzimas lignoceluloliticas
(MELO et al., 2012; ARCURI et al., 2012).

As linhagens estao criopreservadas na CRM-UNESP a - 80 °C, em
glicerol 15%. A reativacéo foi realizada em meio Agar Sabouraud (Acumedia).
As placas foram incubadas a 25 °C durante cinco dias, no escuro. Apos o
periodo de incubagéo, as linhagens foram transferidas para uma segunda placa
contendo Agar Sabouraud (Acumedia) para checar a pureza. Tal checagem foi
procedida examinando-se as caracteristicas morfolégicas das colénias e das

células.

3.2. Preparo do meio, inoculagao e obtengao de extrato enzimatico.
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Como substratos indutores da produgdao de enzimas lignoceluloliticas
foram utilizados: bagaco de cana-de-agucar, casca de arroz, casca de café e
sabugo de milho, todos in natura, previamente lavados e triturados (GARCIA,
2011).

Frascos de polipropileno de 150 mL de capacidade contendo 2,59
bagago de cana-de-agucar e 10 mL de agua destilada foram esterilizados a
120°C/15 minutos. O meio mineral contendo cada 500 mL: 0,4g de cloreto de
calcio dihidratado; 1,25mL de solugéo traco de sais (0,1 g de sulfato ferroso;
0,1 de cloreto manganoso; 0,1 g de sulfato de zinco em 100 mL de agua
destilada); 0,25 g de sulfato de magnésio. 1,0 g de peptona; 1,0 mL de Tween
80,foi esterilizado separadamente nas mesmas condigbes (HOU-RUI, 2009).
ApoOs o resfriamento, aliquotas de 25 mL do meio mineral foram adicionadas
aos frascos contendo as 2,5 g de bagago de cana-de-agucar. Em seguida, os
frascos suspensdes celulares contendo, ao final, 108 células/mL, (SANHUEZA
et al., 2007). Os frascos foram semeados em quintuplicata e incubados
estaticamente, no escuro, a 25 °C, por 96 horas. Em seguida foram retiradas as
aliquotas de 1,5 mL, as quais foram centrifugadas a 10000 rpm/15 minutos,
obtendo-se o extrato enzimatico. Os ensaios com o sobrenadante foram
realizados em quintuplicata tendo meio mineral mais residuo lignoceluldsico
sem indculo como controle para verificar a producédo das enzimas. Tal processo
sera posteriormente detalhado no item 3.5.

O mesmo procedimento foi adotado para os demais residuos: casca de

arroz, sabugo de milho e casca de café.

3.3 Determinacgao do crescimento e da viabilidade celular

O controle da viabilidade celular foi realizado pela coloracédo das células
com azul de metileno (0,01g de azul de metileno, 2,00 g de citrato de sédio e
agua deionizada q.s.p. 100 mL), segundo Antonini (2004), e contagem em

camara de Neubauer (Bright-Line, Precicolor, HBG, Germany).

3.4 Quantificagao de agucares redutores
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A quantificacdo de acgucares redutores foi determinada pelo método
ADNS (acido 3,5-dinitro-salicilico) (MILLER, 1959). Foram adicionados, em
tubos de ensaio, 100 pyL de extrato enzimatico e 100 yL de ADNS. A solugéo
resultante permaneceu sob banho fervente durante 10 minutos e ao término,
adicionou-se 1,0 mL de agua deionizada gelada. A leitura foi efetuada em
espectrofotbmetro modelo BEL — SP 1105 (SF 325NM) a 575 nm. A
quantificagao foi realizada através de uma curva de calibracéo, construida com
intervalos de 0,0 — 2,5 mg/mL (com incremento de 0,625) de agucar redutor a

partir de uma solugéo padrao de 1 g/L de glicose.
3.5. Ensaios enzimaticos

Para determinagao das enzimas produzidas foram realizados testes de
hidrolise dos polissacarideos de interesse (amido, carboximetilcelulose,
celulose fibrosa, xilana e pectina) os quais foram usados como substratos. Os
ensaios foram conduzidos de acordo com a metodologia adaptada de Ghose,
(1987). Foram prospectadas as seguintes enzimas: endoamilase, exoamilase,
pectinase, endoglucanase (CMase), exoglucanase (CMCase) e xilanase, Os
ensaios foram realizados em quintuplicata e a partir dos resultados

encontrados foi calculado a média e o desvio padréo.

3.5.1 Endoamilase e exoamilase

A atividade das amilases foi determinada utilizando como substrato uma
solugdo de amido (Sigma-Aldrich) em tampao acetato, pH 5,0, na
concentragéo de 0,5% para endoamilase e 1,0% para exoamilase. A solugao
de amido (80 uL ), foi adicionada ao extrato enzimatico (20 yL). Tal reagao foi
mantida a 25 °C, no escuro, durante 30 minutos. Apds esse periodo, adicionou-
se 100 yL do reagente ADNS (acido 3,5-dinitro-salicilico) (MILLER, 1959). Em
seguida, a reagao permaneceu por 10 minutos em banho fervente. Apds o
banho-fervente, a reagédo foi interrompida adicionando-se 1,0 mL de agua
deionizada gelada, homogeneizando os ensaios. A absorbancia foi medida em
espectrofotdbmetro BEL — SP 1105 (SF 325NM) a 575 nm, utilizando-se 80 pL
da solugéo de amido (0,5% ou 1,0%) e 20 pyL do extrato enzimatico em tempo

reacional zero, como branco.
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O calculo da atividade enzimatica foi efetuado por meio de uma curva de
calibragdo, construida com intervalos de 0,0 — 5,0 ymol/mL (com incremento de
0,625) de acgucar redutor a partir de uma solugao padrao de 1,0 g/L de glicose.
Nesse trabalho, uma unidade de enzima foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para liberar 1,0 ymol de glicose por minuto de reagao e por

mL de extrato bruto.

3.5.2 Pectinase

A atividade de pectinase foi determinada utilizando como substrato o
acido poligalacturénico (Sigma-Aldrich, P-3889) (2,0 mg/mL de substrato em
tampdo acetato; pH 5,0). Uma unidade dessa enzima foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para liberar 1,0 ymol de acido D-
galacturdnico por minuto de reacdo e por mL de extrato bruto. O processo
reacional, bem como leitura dos resultados foram realizados de acordo com o

método descrito no item 3.5.1.

3.5.3 Exoglucanase (CMCase) e endoglucanase (CMase)

A quantificagdo da atividade de exoglucanase e endoglucanase foi
determinada a partir da reagdo de 20 pyL do extrato enzimatico e 80 yL da
solugdo de carboximetilcelulose (para exoglucanase) ou celulose
microcristalina (para endoglucanase), ambos os subtratos em concentragao de
0,625 % (m/v) em tampéo citrato, pH 6. O processo reacional ocorreu a 25 °C,
durante 30 minutos, e apds esse periodo, adicionou-se 100 pL de ADNS
(MILLER, 1959). Ap6s 10 minutos em banho fervente, adicionou-se 1,0 mL de
agua deionizada gelada para interromper a reagao. A leitura dos resultados
bem como a definicdo e quantificagdo da unidade de enzima, foi realizado de

acordo com o método descrito no item 3.5.1.

3.5.4 Xilanase

Para a determinagao da atividade de xilanase, foram adicionados 20 uL

do extrato enzimatico a 80 yL de solugado de xilana Sigma-X0502, from birch



14

wood (2,0 mg/mL de xilana diluida em tampao fosfato 0,1M; pH 6,0). A reagao
foi realizada a 25 °C, durante 120 minutos e apds esse periodo adicionou-se
100 uL do reagente ADNS (acido 3,5-dinitro-salicilico) (MILLER, 1959). Apds
10 minutos em banho fervente, para interromper a reacao, adicionou-se 1,0 mL
de agua deionizada gelada. Foi efetuada a leitura da absorbancia das amostras
em espectrofotbmetro BEL — SP 1105 (SF 325NM) a 575 nm. O branco
utilizado para zerar a leitura do espectrofotometro foi 20 pL do extrato
enzimatico a 80 pL de solugao de xilana Sigma-X0502, from birch wood, em
tempo reacional zero. Para essa enzima, o calculo da atividade enzimatica foi
realizado através de uma curva de calibragdo, estabelecida com intervalos de
0,0 — 5,0 pmol/mL (com incremento de 0,625) a partir de uma solugao padrao
de 1,0 g/L de xilose. Nesse caso, uma unidade de atividade enzimatica (U) foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1,0 ymol de

xilose por minuto de reagao e por mL de extrato bruto.

3.6 Concentragao de sélidos soluveis totais (Grau BRIX)

Para avaliar a concentracdo de solidos soluveis totais liberados apos a
inoculagdo das linhagens nos residuos da agro-industria, foi utilizado
refratbmetro manual portatil (BBL-614), adicionando cerca de 100 pyL da

amostra para leitura.

3.7Consoércio das linhagens

As melhores linhagens produtoras de enzimas lignoceluloliticas (TO 375,
TO 356, W7, W3A2 e LB 302.1) segundo a metodologia descrita em 3.5 foram
selecionadas e inoculadas sob a forma de consércio nos quatro residuos da
agroindustria (bagago de cana-de-agucar, casca de arroz, casca de café e
sabugo de milho). Os procedimentos de inoculacdo e obtencdo de extrato
enzimatico, bem como quantificacdo de acgucares redutores e ensaio
enzimatico, também foram realizados conforme descritos em 3.2, 3.4 e 3.5,

respectivamente).

3.8. Hidrdlise acida e enzimatica do bagaco de cana-de-agucar



15

O bagaco de cana-de-acucar foi tratado por processo de hidrélise acida,
a qual foi realizada em reator de hidrolise de 40L, em que o bagaco foi
percolado com acido sulfurico (H2SO4) em uma razédo de 100 mg de H2SO04/g
de matéria seca (bagago de cana-de-agucar) durante 20 minutos. Apds este
processo, o hidrolisado foi concentrado em concentrador a vacuo. A celulignina
remanescente foi lavada e colocada para secar ao ar livre.

Apods esse processo, foram utilizados 2,5g do residuo remanescente
(celulignina) da hidrdlise acida, e as etapas subsequentes, (preparo do meio,
inoculagado e obtencao de extrato enzimatico), ocorreram conforme descrito no
item 3.2. Foram inoculadas cinco linhagens, sendo elas: TO 375, TO 356, W7,
W3A2 e LB 302.1, as quais foram previamente selecionadas, a partir dos

resultados encontrados nos residuos nao tratados.

3.9 Analises estatisticas

O software PAST (HAMMER, 2001) foi utilizado como ferramenta para a
analise estatistica. Em todas as anadlises foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis,
apos verificar a normalidade e a variancia dos dados. Tal analise baseia-se em
variancia ndo paramétrica, ndo assumindo distribuicdo normal, porém, assume
distribuicdo de forma igualitaria para todos os grupos. Os dados foram
avaliados separadamente, entretanto sempre entre dois grupos, sendo um
deles a amostra (aliquota contendo inéculo apés incubagdo) e um sendo o

controle (aliquota sem indculo).
4. Resultados
4.1 Género Cryptococcus
4.1.1 Meio suplementado com bagago de cana-de-agucar
Entre os trinta isolados do género Cryptococcus, apenas dois (TO 197 e
TO 346) aumentaram significativamente (p<0,05) a concentracdo de acucar

redutor no meio contendo bagagco de cana-de-agucar bruto. Os demais

consumiram o0s eventuais monossacarideos resultantes do processo de
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esterilizacdo (autoclavagem), o que nos permite concluir que nao conseguiram
liberar monossacarideos a partir do substrato lignocelulésico. Com relagdo ao
Grau Brix, nove isolados aumentaram significativamente (p<0,05) a
concentragdo de sdlidos soluveis totais. Ao observar os valores de
crescimento apds o periodo de incubacdo, é possivel inferir que, ao
consumirem os agucares residuais disponiveis no meio, foi possivel que os
isolados mantivessem o crescimento e a viabilidade celular.

Os valores de atividade maxima em U.mL™', encontrados no género
Cryptococcus inoculado em bagaco de cana-de-agucar, foram os seguintes:
xilanase = 0,155 U.mL"'+ 0,142 (TO 570); endoamilase = 0,135 U. mL""+ 0,051
(TO 197); carboximetilcelulase = 0, 125 U.mL'+ 0,046 (TO 346); celulase =
0,109 U.mL'+ 0,112 (TO 725) ; pectinase = 0,095 U.mL"'+ 0,006 (TO 570) e
exoamilase = 0,0251 U.mL"+ 0,023 (TO 564). Na Figura 1 é possivel observar

os valores médios em U. mL™" obtidos para a atividade enzimatica.

Figura 1. Valores da atividade enzimatica (U.mL") do género Cryptococcus
inoculado em bagago de cana-de-agucar
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4.2 Género Lecythophora

4.2.1 Meio suplementado com bagac¢o de cana

Apds o periodo de incubagéo foi confirmado que todos os fungos se
multiplicaram durante a incubagéo, uma vez que a contagem de células viaveis

superou a densidade celular inicial.
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Dos onze isolados do género Lecythophora, nenhum aumentou
significativamente (p<0,05) a concentragdo de agucares redutores no meio
suplementado com o bagago de cana-de-agucar, indicando que, ou esses
monossacarideos ndo foram produzidos ou, uma vez sendo produzidos, foram
em seguida consumidos pelo fungo. Esta ultima hipdtese provavelmente
ocorreu com cinco (45%) dessas linhagens, pois a quantidade de agucar
redutor encontrada foi inferior ao controle (sem a presenca do fungo), (Figura
2).

Em relacdo ao aumento da concentracido de solidos soluveis, com
excegao de TO 376, todos os demais diferiram positivamente do controle, ou
seja, houve aumento da concentragao de soélidos soluveis totais medida através
do grau Brix. No entanto, ndo houve alteragcdo da concentragdo de agucares
redutores, sugerindo que podem ter atacado o substrato lignoceluldsico e
utilizado os produtos gerados. Esta hipdtese € suportada pelo crescimento e

viabilidade celular terem sido mantidos apds o periodo de incubacao.

Figura 2. Valores médios da liberagdo de agucar redutor (mg/mL) dos fungos
do género Lecythophora em meio suplementado com bagag¢o de cana-de-
agucar.
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Os valores da atividade maxima em U.mL™", encontrados no género
Lecythophora inoculado em bagago de cana-de-agucar para as enzimas
testadas foram: endoamilase = 0,463 U.mL ' +0,048; pectinase = 0,437 U.mL -’
+ 0,148 (TO 356); exoamilase com atividade maxima de 0,435 U.mL"'+ 0,064
(TO 375); carboximetilcelulase = 0,223 U.mL'+ 0,083 (W3A2) ; celulase =
0,214 U.mL'+ 0,023 (W3A2) e xilanase =, 0,020 U.mL'+ 0,011 (TO 374). Na
figura 3 pode ser visualizado o desempenho médio enzimatico de cada isolado
em bagaco de cana-de-agucar, atentando que os maiores valores de atividade
enzimatica se concentraram nas enzimas: endoamilase; exoamilase e

pectinase.

Figura 3. Atividade enzimatica (U/mL) do género Lecythophora em meio
suplementado com bagaco de cana-de-agucar

4.2.2 Meio suplementado com sabugo de milho triturado

Em meio suplementado com sabugo de milho triturado, todos os onze
isolados do género Lecythophora diminuiram significativamente (p<0,05) a
concentragdo de acgucar redutor em relagcdo ao controle sem indculo.
Provavelmente os isolados consumiram os monossacarideos liberados durante

o processo de autoclavagem. Ao analisar os valores de crescimento apos o
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periodo de incubagao, é possivel inferir que todos os isolados mantiveram a
viabilidade, podendo ter utilizado os agucares residuais existentes no meio para
o crescimento.

Em relacdo ao Grau Brix, quatro isolados diferiram positivamente do
controle sem indculo, aumentando a concentracdo de sodlidos soluveis totais,
embora sem alterarem a concentragdo de agucares redutores, sugerindo que
podem ter atacado o substrato lignoceluldsico e utilizado os produtos gerados.
Esta hipotese, assim como no in6culo em meio suplementado com bagago de
cana-de-agucar € suportada pelo crescimento e viabilidade celular terem sido
mantidos apods o periodo de incubacgao.

Os valores da atividade maxima em U.mL" encontrados no género
Lecythophora inoculado em sabugo de milho triturado para as enzimas
testadas foram: pectinase = 0,728 U.mL'+ 0,222 (TO 352); endoamilase=
0,138 U.mL"+0,020 (LB 302.1); exoamilase =, 0,130 U.mL"'+0,020 (TO 373);
celulase = 0,091 U.mL"+0,049; carboximetilcelulase = 0,057 U.mL"+0,008 e
xilanase = 0,0096 U.mL""+0,004.

Os isolados do género Lecythophora apresentaram menor produgao do
pool enzimatico em meio suplementado com sabugo de milho em relagdo ao
meio com bagago-de-cana de agucar. A figura 4 mostra a produgdo enzimatica
meédia de cada isolado em meio suplementado com sabugo de milho triturado,
evidenciando também que a enzima que teve maior atividade enzimatica nesse

substrato foi a pectinase.



20

Figura 4. Atividade enzimatica (U/mL) do género Lecythophora em meio
suplementado com sabugo de milho triturado.
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4.2.3 Meio suplementado com casca de arroz

Em meio suplementado com casca de arroz, dois dos isolados do
género Lecythophora (W7 e W3A2), aumentaram significativamente (p<0,05) a
concentragcido de agucar redutor em relagdo ao controle sem indculo, indicando
que podem ter liberado agucar redutor por agao enzimatica sobre o substrato.

Ambas as linhagens foram as que melhor se adaptaram ao substrato,
produzindo uma biomassa celular expressiva (Tabela 1), indicando que
também consumiram parcialmente os produtos de hidrélise gerados.
Curiosamente, a linhagem W7 foi a que demonstrou maior producdo de
pectinase nesse substrato e a relacdo disso com a produgdo de agucares
redutores precisa ser melhor analisada.

Em relacdo ao grau Brix, sete isolados diferiram positivamente do
controle, indicando que houve aumento da concentracdo de sdlidos soluveis
totais apos o periodo de incubagao. Tal aumento ocorreu concomitante ao
crescimento celular; entretanto, os quatro isolados que ndo diferiram do
controle em relagdo ao grau Brix cresceram mais e provavelmente utilizaram
algum nutriente que ndo é detectado pela metodologia empregada, especifica

para detectar agucares redutores.
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Tabela 1. Crescimento e viabilidade celular do género
Lecythophora nos diferentes residuos.

Isolado Concentragao celular 10 7 células/mL

Cascade Cascade Bagaco Sabugo

arroz arroz de cana de milho
W3A2 1,6 3,0 0,08 0,08
w7 1,1 3.6 0,1 0,07
LB 302.1 1,1 1,3 0,2 0,03
TO 354 0,6 0,5 0,09 0,08
TO 352 2,0 0,7 0,1 0,09

TO 373 1,8 0,6 0,1 0,1
TO 355 1,3 0,5 0,09 0,15
TO 375 0,6 0,5 0,1 0,08
TO 356 0,5 0,9 0,1 0,08
TO 376 0,8 0,3 0,08 0,05
TO 374 0,6 1,0 0,3 0,03

*Indculo inicial igual a 4X10* células

Os valores da atividade maxima em Unidades de enzima.mL™ neste
substrato (casca de arroz) foram: pectinase = 1,550 U.mL'+ 0,263 (W7),
exoamilase = 0,164 U.mL'+ 0,051 (TO 352); endoamilase = 0, 135 U.mL"+
0,059 (LB 302.1); celulase = 0,129 UmL't 0,059 (TO 373) ;
carboximetilcelulase = 0,061 U.mL'+ 0,004(LB 302.1) e xilanase = 0,0188
U.mL"+ 0,006 (W3A2).

Na figura 5 encontra-se a atividade enzimatica média de cada isolado
em meio suplementado com casca de arroz, mostrando que a maior atividade
enzimatica consistiu na pectinase. Porém, com relagdo as demais enzimas
(endoamilase, exoamilase, xilanase, carboximetilcelulase e celulase,) os
isolados inoculados em casca de arroz tiveram baixa atividade enzimatica
quando comparados com os resultados obtidos nos outros substratos testados

neste trabalho.
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Figura 5. Atividade enzimatica do género Lecythophora em meio suplementado
com casca de arroz.
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4.2.4 Meio suplementado com casca de café

Em meio suplementado com casca de café, trés isolados (TO 373; LB
302.1 e W7) aumentaram significativamente a concentragéo de agucar redutor.
Na afericdo do Grau Brix, dois isolados (LB 302.1 e W7) diminuiram
significativamente a concentracdo de soélidos soluveis totais e ambos os
isolados apresentaram elevado crescimento celular, sendo W7 com 3,6 x 10 7
células. mL" e LB 302.1 com 1,4 x 10 7 células. mL™". Isto sugere que estes
isolados podem ter atacado o substrato lignoceluldsico e utilizado os produtos
gerados para crescimento, fato sustentado pela elevada concentragao celular
observada apés o periodo de incubacao. Ao final do periodo de incubacéo,
observou-se também que houve a formagdo de um consistente biofilme,

possuindo cerca de 3 mm de espessura como pode ser visualizado na figura 6.
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Figura 6. Meio de cultivo suplementado com casca de café (A); Meio de cultivo
contendo biofiime apds periodo de incubagao: linhagem W7 do género
Lecythophora (B); Detalhe do biofilme formado (C).

A B

C

Os valores da atividade maxima em U.mL" encontrados no género
Lecythophora inoculado em casca de café foram: exoamilase= 1,485 U.mL"+
0,183 (TO 376); pectinase = 0,974 U.mL '+ 0,077 (TO 374); celulase= 0,810
U.mL'+ 0,061 (TO 355); endoamilase= 0,369 U.mL'+ 0,239 (W7); xilanase =
0,207 U.mL'+ 0,021 (W3A2) e carboximetilcelulase =, 0,193 U.mL"'+ 0,073. Na
figura 7, podem ser visualizados os valores médios de cada isolado para cada
uma das enzimas em meio suplementado com casca de café, onde se

destacam a exoamilase e a pectinase.

Figura 7. Atividade enzimatica (U/mL) do género Lecythophora em meio
suplementado com casca de café.
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Figura 8. Valores médios da atividade enzimatica (U.mL™') dos fungos do
género Lecythophora em diferentes substratos lignoceluldsicos.
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Avaliando todos os substratos concomitantemente, nota-se que a casca
de café foi a que melhor contribuiu para uma elevada atividade enzimatica
quando comparada os demais residuos. Nota-se também que a pectinase foi a
enzima que teve uma melhor atividade em todos os substratos utilizados.

Na figura 8 podemos observar os valores médios de unidades de enzima

obtidos em cada um dos residuos lignoceluldsicos utilizados.

4.3 Consorcio das linhagens

O consdércio das linhagens do género Lecythophora foi realizado para
avaliar se ocorreria 0 aumento da atividade enzimatica de todas as enzimas
analisadas nesse trabalho, bem como o aumento do agucar redutor das
aliquotas apds o periodo de incubacéo.

As cinco linhagens selecionadas, sendo elas: TO 356, TO 375, W7,
W3a2 e LB 302.1, resultaram em dez consorcios microbianos, sendo eles: TO
375 + LB 302.1; TO 375+ W7; TO 375 +W3A2; TO 375 + TO 356; LB 302.1 +
W7; LB 302.1 + W3A2; LB 302.1 + TO 356; W7 + W3A2; W3A2 + TO 356.

Essas linhagens foram selecionadas analisando quais tiveram maiores
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valores de Unidades de enzima produzidas nos quatro residuos, a fim de obter

um pool enzimatico para melhor degradagao do residuo lignoceluldsico.

4.3.1 Consércio das linhagens em meio suplementado com bagaco de

cana-de- agucar

A analise dos dados, conduzida utilizando o software PAST, mostrou
que nao houve diferenga significativa (p < 0,05) ao comparar o agucar redutor
do controle (meio sem indculo) com o agucar redutor das aliquotas resultantes
do consorcio em meio suplementado com bagacgo de cana-de-agucar.

Foi verificado também, que, com excecdo da xilanase, a qual teve uma
atividade enzimatica de 0,110 U/mL no consércio TO375+LB302.1, houve uma
diminuicdo da atividade enzimatica de todas as enzimas avaliadas, quando
comparamos os resultados das culturas isoladas frente aos resultados dos
consorcios (culturas mistas). Na figura 9 temos a representagao dos valores de

atividade enzimatica em meio suplementado com bagago de cana-de-agucar.

Figura 9. Atividade enzimatica do consoércio do género Lecythophora em meio

suplementado com bagaco de cana-de-agucar.
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4.3.2 Consoércio das linhagens em meio suplementado com sabugo de

milho triturado

O meio suplementado com sabugo de milho triturado teve cinco
consorcios, sendo eles: TO375+LB302.1; TO375+W7; LB302.1+W7;
LB302.1+W3A2; W7+TO356, que aumentaram significativamente (p < 0,05) a
concentragdo de acucar redutor quando comparados com o controle sem
inéculo. O consércio TO375+LB302, foi o que liberou maior quantidade de
agucar redutor (0,907mg/mL).

Entretanto, ao comparar a atividade enzimatica do consércio com a
atividade enzimatica das culturas sem estarem consorciadas, nota-se que nao
houve aumento da atividade enzimatica de nenhuma das enzimas estudadas.
Na figura 9, pode ser observado que, a maior atividade enzimatica foi da
enzima pectinase, a partir do consoércio TO375+LB302.1, com 0,273 U/mL.

Esse consorcio também teve o melhor resultado nos agucares redutores.

Figura 10. Atividade enzimatica do consércio do género Lecythophora em meio
suplementado com sabugo de milho triturado.
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4.3.3 Consorcio das linhagens em meio suplementado com casca de arroz

Os consorcios inoculados em meio suplementado com casca de arroz,
em sua grande maioria (5 consoércios), diferiram negativamente do controle
(p<0,05) ao analisar a concentracdo de agucares redutores, indicando que
estes consorcios consumiram o0s agucares redutores que ainda estavam
disponiveis no meio, utilizando tal recurso, provavelmente, para o aumento de
biomassa, algo que foi constatado ao avaliar a viabilidade celular das amostras,
que chegou a uma concentragéo final de 1,2 x 10 7 células. mL™" (Consoércio
TO 356+W7). Os demais consorcios ndo apresentaram diferenga significativa
ao serem comparados com o controle (meio sem in6culo).

Com relagéo a atividade enzimatica, uma enzima, a xilanase, apresentou
aumento em sua produgao a partir do indculo do consércio (LB302.1+W7) em
casca de arroz. Tal atividade enzimatica atingiu o valor de 0, 048 U.mL (Figura
10), porém, tal valor ndo foi maior do que o alcangado pelo consorcio
TO375+LB302.1 em bagaco de cana-de-acucar. Nota-se a presenca da
linhagem LB302.1 em ambos os consércios, podendo ela desempenhar alguma
funcdo no aumento da producao da xilanase a partir desses residuos.

Nenhuma outra enzima apresentou aumento em sua produgao nesse

substrato.

Figura 11. Atividade enzimatica do consércio do género Lecythophora em meio
suplementado com casca de arroz
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4.3.4 Consorcio das linhagens em meio suplementado com casca de café

O meio suplementado com casca de café nado apresentou diferenca
significativa da concentragdo de agucares redutores dos meios inoculados com
consorcio em relagdo ao meio sem inéculo (controle). Porém, a partir da curva
de calibragdo feita durante os experimentos, nota-se que este meio contem
uma grande quantidade de acgucares redutores presente, sendo 3,094 mg/mL a
maior concentragcao encontrada.

Com relacdo a atividade enzimatica, o consorcio TO356+W3A2, entre
linhagens do género Lecythophora, aumentou os valores de Unidades de
enzima.mL™! em trés das seis enzimas analisadas, quando comparadas com os
melhores valores de atividade enzimatica das linhagens sem estarem
consorciadas em meio suplementado com casca de café. . As enzimas que
tiveram aumento na atividade foram: endoamilase, com 1,084 U. mL™,
pectinase, com 1,089 U mL™" e carboximetilcelulase, com 0,736 U.mL™", como

pode ser visualizado na figura 12.

Figura 12. Atividade enzimatica do consércio do género Lecythophora em meio
suplementado com casca de café.
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4.4 Hidrdlise acida e enzimatica do bagaco de cana-de-agucar
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Os valores da atividade maxima em Unidades de enzima.mL™,
encontrados no género Lecythophora inoculado em bagago de cana-de-agucar
hidrolisado foram: endoamilase = 0,089 U.mL ' 0,047 (W7); pectinase = 0,054
U. mL "' + 0,0034 (TO 356); exoamilase com atividade maxima de 0,074 U.mL"
'+ 0,003 (W7); carboximetilcelulase = 0,0250 U.mL'+ 0,0078 (W3A2) ;
celulase = 0,040 U.mL'+ 0,039 (LB 302.1) e xilanase = 0,051 U.mL"+ 0,021
(W3A2).

Com relacdo ao agucar redutor, nenhuma das linhagens diferiu
significativamente (p<0,05) do controle, com exceg¢ao da linhagem W7, a qual
diferiu negativamente. No entanto, todas as cinco linhagens tiveram um
crescimento expressivo, sendo que a W7 foi a linhagem que apresentou o
maior crescimento celular, chegando a 5.10° células. mL™' . Tal evento nos
permite inferir as linhagens foram capazes de degradar a celulignina, liberando
monossacarideos que foram utilizados para a sua prépria nutricido e
crescimento.

Na figura 13 pode ser visualizado o desempenho médio enzimatico de
cada isolado em bagaco de cana-de-agucar hidrolisado, atentando para o fato
de que a enzima que apresentou maior atividade foi a endoamilase com 0,089
U/mL (W7).

Figura 13. Atividade enzimatica (U/mL) do género Lecythophora em meio
suplementado com bagago de cana-de-agucar hidrolisado
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5. Discussao

O jardim de fungos encontrado em ninhos de formigas cortadeiras
possui uma ampla fonte de enzimas lignoceluloliticas extracelulares, algo
evidenciado nesse estudo e em estudos anteriores, como o de Carreiro (2000).
Todas as linhagens avaliadas apresentaram alguma produgcdo, mesmo que
pouco expressiva, de enzimas lignoceluloliticas.

O género Cryptococcus nao se mostrou um bom produtor enzimatico
quando inoculado no bagago cana-de-agucar, diante das condigdes
experimentais utilizadas no presente estudo. Dessa forma, ndo foi dada
continuidade aos experimentos utilizando linhagens desse género.

Dentre os residuos agro-industrials utilizados, a casca de café foi aquele
que proporcionou uma maior producdo do pool enzimatico e isso
provavelmente ocorreu devido a elevada concentracdo de agucares redutores,
influenciando positivamente na produgdo das enzimas lignoceluloliticas
extracelulares. Esses resultados estdo de acordo com o trabalho de Blanco et
al. (1999), o qual verificou que a elevada produgdo enzimatica esta
intimamente relacionada com o crescimento do micro-organismo em elevadas
concentragdes de agucares.

Ademais, os baixos valores enzimaticos também podem estar
relacionados as condi¢des de cultivo utilizadas, bem como a temperatura, pH,
concentragdo do substrato e presenca de outros compostos que podem
influenciar os resultados. A obtencdo de maiores valores de producido de
enzimas pode ocorrer se esses e outros parametros forem otimizados
(FLORENCIO, 2011).

A hidrolise enzimatica € uma reagao heterogénea, catalisada pelas
celulases, sendo diferenciada por um substrato insoluvel, sendo este o material
lignocelulosico e um catalisador soluvel, o qual € representado pelas enzimas.
A completa hidrélise da celulose requer a agdo concomitante de inumeras
enzimas (celulases) com diferentes especificidades ao substrato (CARVALHO,
2009). Dessa forma, foi realizado um consércio (cultura mista) das melhores

linhagens do género Lecythophora.
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Em meio suplementado com bagago de cana-de-agucar, apenas uma
enzima (xilanase) teve aumento na produgdo quando comparado com o0s
in6culos de cultura pura no mesmo substrato e isso ocorreu pela associagao de
duas linhagens( TO375+LB302.1). O meio suplementado com sabugo de milho
triturado nao proporcionou o aumento da produgdo das enzimas avaliadas. A
casca de arroz resultou no aumento de apenas uma enzima, sendo a xilanase,
a partir do consoércio LB302.1+W7. Porém, tal aumento nao foi maior do que a
producao constatada no bagago de cana-de-agucar.

O melhor substrato para a indugdo da produgcdo de enzimas
lignoceluloliticas a partir das culturas consorciadas foi, mais uma vez, a casca
do café, provavelmente por conter maior concentracdo de agucar disponivel,
resultando no aumento da produgédo de enzimas (BLANCO, 1999). Apenas um
dos consoércios (TO356+W3A2) apresentou aumento na produgédo de enzimas,
sendo elas a endoamilase, a carboximetilcelulase e a pectinase, sendo que a
pectinase foi a qual obteve maior produg¢ao com 1,089 U/mL.

Existem estudos desenvolvidos por Gutierrez-Correa e Tengerdy (1997)
e Deshpande (2008) que utilizaram concomitantemente dois fungos
filamentosos na producdo de enzimas lignoceluloliticas a partir do bagaco de
cana-de-agucar, onde mostraram que houve aumento nas producgdes dessas
enzimas com os fungos consorciados. Porém, os resultados encontrados em
nosso trabalho n&o condizem em sua totalidade com os encontrados por
Gutierrez-Correa e Tengerdy(1997) e Deshpande (2008) e isso provavelmente
se deve as condigdes experimentais, sendo que Gutierrez-Correa e
Tengerdy(1997) também suplementaram o meio de fermentagcdo com farelo de
soja, o que interferiu positivamente no resultado.

Em relagdo ao bagago de cana-de-agucar hidrolisado quimicamente, o
principal objetivo do pré-tratamento acido com acido sulfurico foi solubilizar a
fraccdo hemiceluldésica da biomassa a fim de facilitar a acessibilidade das
enzimas hidroliticas ao meterial polimérico (ALVIRA et al., 2010). Apds a
hidrélise acida era esperada uma maior liberacdo de acucares redutores . No
entanto, os resultados obtidos foram menores daqueles obtidos no bagaco de
cana-de-agucar in natura. Tal fato deve-se, provavelmente, as condi¢cdes

experimentais e determinados parametros como temperatura, pH e
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concentragao do substrato. Ainda, deve haver compatibilidade entre a escolha
da tecnologia de pré-tratamento com a etapa de hidrolise enzimatica, sendo
que a relagdo entre composicdo do substrato, tipo de pré-tratamento, e
dosagem enzimatica possui grande influéncia sobre a degradagao da biomassa
lignoceluldsica (KUMAR, et al, 2009).

Ao avaliar todos os residuos, verificamos que as atividades amilolitica e
pectinolica foram as que se sobressairam, principalmente em meio
suplementado com casca de café e casca de arroz. Amilases possuem amplo
uso na industria textil, alimenticia e farmacéutica (SOUZA, 2010). Ja as
pectinases podem ser empregadas nas industrias de suco, nutrigdo animal,
degomagem de fibras, dentre outras aplicacbes (UENOJO, 2007). Dessa
forma, as linhagens avaliadas nesse trabalho apresentam um elevado potencial

biotecnoldgico.

6 Conclusoes

Os isolados do género Cryptococcus, ao contrario do que era esperado, nao
apresentaram resultados satisfatorios no pool enzimatico em meio
suplementado com bagago de cana-de-agucar. Por outro lado, observou-se
maior produgdo enzimatica nos diferentes substratos com as linhagens do
género Lecythophora.

O meio suplementado com casca de café foi o que proporcionou a obtencao
de maiores valores de unidades de enzima.mL™' para todas as enzimas
estudadas. Entretanto, nos experimentos de consércio, independentemente do
substrato, nem todos os consércios de Lecythophora apresentaram um bom
desempenho na produgao enzimatica, como era esperado. A partir disto, nota-
se que testes de produgdo enzimatica utilizando as linhagens do género

Lecythophora em casca de café como substrato devem ser otimizados.
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