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RESUMO GERAL

O presente estudo avaliou a eficacia de enzimas produzidas por microrganismos em mono €
cocultivo entre fungos e actinobactérias na hidrdlise da biomassa de sorgo sacarino cultivar
CMSXS5021 pré-tratada quimicamente por acido e base diluidos visando a producao de etanol
de segunda geracdao. Além disso, objetivou-se caracterizar a biomassa de sorgo para obter o
rendimento na conversao de agucares. Cinquenta e quatro actinobactérias foram testadas para
produgdo da xilanase em meio solido. Destas, dezessete produziram xilanase e foram testadas
em sua capacidade de producao de xilanase, FPase e endoglicanase em cultivo submerso. A
melhor cepa produtora de xilanase foi S. copoamus, produzindo 24 UL mL “!. Para FPase,
Streptomyces sp. apresentou a maior produg¢do, com 1,12 UL mL! e, para a endoglicanase, a
melhor produtora foi S. ossamyceticus com 0,99 UL mL™!. Ao utilizar-se o sorgo sacarino como
substrato, S. curacoi, S. ossamyceticus € S. copoamus apresentaram atividades da xilanase de
4,5 UL. mL!, 4,4 UL. mL" e 0,8 UL mL"!, respectivamente. Nao foi detectada a atividade de
FPase nas condi¢des do ensaio para nenhuma das actinobactérias. Seis actinobactérias foram
selecionadas para o cocultivo, a saber: Streptomyces sp., S. curacoi, S. ossamyceticus, S.
capoamus, S. chiangmaiensis, S. thiolutheus entre as actinobactérias. Os fungos utilizados
foram: Aspergillus terreus, Aspergillus acculeatus, Trichoderma reesei, Panus lecomteli,
Fistulina hepatica e Flavodon flavus. Os microrganismos foram cultivados em sistema de mono
e cocultivo em placas de Petri contendo meio batata dextrose dgar (BDA). S. curacoi foi a
actinobactéria que apresentou melhor sinergismo com os fungos. O extrato bruto apresentou
atividade de 0,48 UL mL"! para FPase no cocultivo entre S. curacoi e T. reesei. Para
endoglicanase, a maior producao ocorreu no cocultivo entre S. curacoi e T. reesei, com 0,95
UL mL!. Para a B-glicosidase, a maior produgio ocorreu no cocultivo entre S. curacoi e A.
acculeatus com 0,85 UL mL™'. A maior atividade de endo-xilanase foi observada no
monocultivo de 7. reesei com 2,06 UL. mL™!. Por fim, as atividades de lacase, peroxidases totais
e proteases foram inferiores a 1 UL mL™!. Na comparagio dos extratos em co-cultivo com os
coquetéis comerciais Accellerase® 1500, Cellic CTec3®, Celumax C e Celluclast®, ndo houve
diferenca estatistica para Accellerase® 1500 com 22 g. L! representando um rendimento de
48% de glicose liberada no ensaio, seguido de Cellic CTec3® com 19 g. L' e 40% de
rendimento e o extrato bruto do cocultivo entre S. curacoi (AMSJ45) e T. reesei com 18 g. L™!
e 39% de rendimento de glicose. Concluimos que (1) actinobactérias tém potencial para a
producdo de xilanases para uso na industria agricola; (2) a cocultura entre fungos e
actinobactérias mostrou ser promissora para processos que necessitam de enzimas hidroliticas;
e (3) a biomassa de sorgo sacarino pode ser usada como substrato para a obtencao de enzimas
e acucares para fermentacao quando sacarificada por extratos brutos enzimaticos e coquetéis
comerciais.

Palavras chave: Sacarificagdo. Coquetel enzimatico. Substratos hemicelulosicos. Etanol 2G.
Enzimas.



GENERAL ABSTRACT

The present study evaluated the effectiveness of enzymes produced by microorganisms in mono
and co-cultures between fungi and actinobacteria to hydrolyze the biomass of sweet sorghum
cultivar CMSXS5021 chemically pre-treated with diluted acid and base aiming at the
production of second-generation ethanol. In addition, the sorghum biomass was characterized
to obtain the yield in the conversion of sugars. Fifty-four actinobacteria were tested for xylanase
production in solid media. Seventeen produced xylanase and were tested for their ability to
produce xylanase, FPase, and endoglycanase in submerged culture. The best xylanase-
producing strain was S. copoamus, producing 24 1U. ml -1. Streptomyces sp. had the highest
FPase production, with 1.12 IU. mL-1 and S. ossamyceticus was the best endoglycanase
producer, with 0.99 TU. mL!. When using sweet sorghum as substrate, S. curacoi, S.
ossamyceticus, and S. copoamus showed xylanase activities of 4.5 IU. mL"!, 4.4 TU. mL- and
0.8 IU. mL"!, respectively. No FPase activity was detected under assay conditions for any
actinobacteria. Six actinobacteria were selected in co-cultivation, namely: Streptomyces sp., S.
curacoi, S. ossamyceticus, S. capoamus, S. chiangmaiensis, and S. thiolutheus. The fungi used
were: Aspergillus terreus, Aspergillus acculeatus, Trichoderma reesei, Panus lecomtei,
Fistulina hepatica and Flavodon flavus. The microorganisms were cultivated in a mono and co-
culture system in Petri dishes containing potato dextrose agar (PDA) medium. S. curacoi
showed the best synergism with fungi. The crude extract of the co-culture between S. curacoi
and T. reesei showed an FPase activity of 0.48 IU. mL!. The highest endoglycanase production
occurred in the co-culture between S. curacoi and T. reesei, with 0.95 IU. mL"!. For -
glucosidase, the highest production occurred in the co-culture between S. curacoi and A.
acculeatus, with 0.85 IU. mL™'. The highest endo-xylanase activity was observed in T. reesei
monoculture, with 2.06 IU. mL!. Finally, the activities of laccase, total peroxidases, and
proteases were less than 1 IU. mL"!. When comparing the extracts in co-culture with the
commercial cocktails Accellerase® 1500, Cellic CTec3®, Celumax C, and Cellumax®, no
statistical difference was observed for Accellerase® 1500, with 22 g. L', representing a 48%
yield of glucose. Cellic CTec3® followed it with 19 g. L™ and 40% yield, and the crude extract
of the co-cultivation between S. curacoi and T. reesei with 18 g. L' and 39% glucose yield. We
conclude that (1) actinobacteria have the potential to produce xylanases for use in the
agricultural industry; (2) co-culture between fungi and actinobacteria has shown to be
promising for processes that require hydrolytic enzymes; and (3) sweet sorghum biomass can
be used as a substrate for obtaining enzymes and sugars for fermentation when saccharified by
crude enzymatic extracts and commercial cocktails.

Keywords: Saccharification. Enzymatic cocktail. Hemicellulosic substrates. 2G Ethanol.
Enzymes.
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1 INTRODUCAO GERAL

O Brasil assumiu uma série de compromissos para mitigacao e reducdo das emissdes
de gases de efeito estufa (GEE) no ambito da Conferéncia das Partes (COP-21), realizada entre
os dias 30 de novembro e 11 de dezembro de 2015 na cidade de Paris, Franga, entre os quais
merece destaque a participagdo de 18% de biocombustiveis na matriz energética nacional até
2030 (LORENZI, 2019).

Para o alcance de tais metas, o Ministério de Minas e Energia instituiu a

Politica Nacional de Biocombustiveis (RenovaBio) pela Lei n® 13.576/2017. O principal
instrumento do RenovaBio ¢é o estabelecimento de metas nacionais anuais de descarbonizagao
para o setor de combustiveis, de forma a incentivar o aumento da produgdo e da participagdo
de biocombustiveis na matriz energética de transportes do pais (BRASIL, 2022).

O Brasil esta na vanguarda da utilizagao de fontes renovaveis de energia, sendo o
etanol obtido a partir da cana de agucar considerado pela Agéncia Norte-Americana de Protecao
Ambiental (US-EPA, na sigla em inglés) como “combustivel avancado”. Tal denominagao se
refere ao fato de a produgdo e o uso do etanol reduzirem as emissdes de gases do efeito estufa
(GEE) em mais de 80% em relacdo as emissdes provocadas pelo uso da gasolina que ele
substitui (ESTADOS UNIDOS, 2010).

O Brasil ¢ o segundo maior produtor de etanol do mundo, atrds apenas dos Estados
Unidos. Sua producdo ¢ majoritariamente proveniente da cana de actucar (GORREN, 2009).
Porém, outras matérias primas, como o milho, estdo em crescente uso. Em seu mais recente
plano decenal, a Empresa de Pesquisa Energética (EPE) projeta que, até 2031, o Brasil terd 40
novas usinas de etanol instaladas. Destas, nove utilizariam apenas cana-de-agucar e 23 apenas
milho, com oito usinas adotando ambas as matérias-primas (DA SILVA, 2022).

Hé uma tendéncia na literatura de classificar os combustiveis em primeira, segunda ou
terceira geragao de acordo com sua matéria prima de obtencdo e tecnologia de producao. O
etanol obtido por meio da fermentacdo de caldo de cana, chamado de etanol de primeira geragao
(E1G), pode ser aumentado em até 40% quando sua biomassa ¢ hidrolisada e processada para
obtenc¢do do entdo chamado etanol de segunda geragao (E2G). J& o etanol de terceira geragao
(E3G) esta relacionado a producao a partir de matéria prima modificada geneticamente
(microrganismos e algas) e ainda estd em desenvolvimento no pais (BRASIL, 2014;
MACHADO, 2013).

Os biocombustiveis de segunda geracao sao obtidos por meio da hidrélise da biomassa

de matéria prima nado alimentar como residuo agroindustrial (bagaco de cana-de-agucar, palhada


http://legislacao.anp.gov.br/?path=legislacao-federal/leis/2017&item=lei-13.576--2017
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de culturas agrondmicas como cana, trigo, cevada e algodao, entre outras) ou culturas de alta
produgdo de biomassa, podendo citar cana energia (CARVALHO-NETTO, 2014; SILVA,
2020), agave (VELOSO, 2018) ¢ o sorgo energia (PARRELLA, 2021).

As politicas ambientais atuais foram decisivas para a implementacdo da produgdo
industrial de E2G no Brasil, visto que sua produ¢do ¢ mais complexa quando comparada a
produc¢do de biocombustiveis de primeira geragdo (RAJ, 2022).

Para obter o caldo fermentescivel na producao de E2G, a biomassa passa por um
processo de liquefagdo quimica ou enzimatica. No segundo caso, o grupo de enzimas utilizadas
no processo sao as CAZYmes (enzimas ativas no metabolismo de carboidratos) (GARRON,
HENRISSAT, 2019). CAZymes sao classificadas em cinco classes de acordo com o banco de
dados CAZy (CANTAREL et al., 2009): glicosideo hidrolases (GH), glicosiltransferases (GT),
polissacarideo liases (PL), carboidrato esterases (CE) e atividades auxiliares (AA). Tais
enzimas sdo produzidas por microrganismos e, seu alto custo, ¢ um dos principais entraves
para a produ¢do de E2G (JUNQUEIRA, 2017). A hidrdlise enzimatica ¢ um método
sustentavel que promove a liberacdo de acucares da biomassa sem gerar subprodutos
indesejaveis durante a reacao devido a especificidade da enzima ao substrato (SARAVANAN,
2022).

Microrganismos sao amplamente estudados como produtores de enzimas e moléculas
de interesse biotecnoldgico. Embora enzimas obtidas de fontes vegetais e animais sejam muito
utilizadas, as de origem microbiana apresentam vantagens por varias razdes como, por
exemplo: independéncia de fatores sazonais na sua obteng¢do, possibilidade da utilizagao de
substratos baratos como os residuos agricolas na sua obten¢do e a otimizag¢ao da producao a
partir de processos fermentativos por mutagdes ou a partir da tecnologia do DNA recombinante
(MONTEIRO, 2009).

Na pesquisa, um microrganismo para ser utilizado na produ¢ao de enzimas deve ser,
preferencialmente, seguro sob o ponto de vista biologico (status GRAS — generally recognized
as safe); oferecer alta capacidade de sintese e excrecdo da enzima; ser tolerante as condigdes
ambientais adversas como temperatura, for¢a idnica e pressdo osmotica; e ser tolerante a
presenga de substancias toxicas, que podem eventualmente fazer parte do processo de interesse
ou serem produzidas pelo proprio metabolismo celular (BASTOS, 2015). A aplicacdo de
enzimas ¢ uma alternativa aos processos quimicos convencionais. Trata-se de uma tecnologia
mais limpa que consome pouca energia, gerando minimo impacto ambiental (SILVA, 2015).
Em processos naturais de degradagao de biomassa, inimeros microrganismos contribuem com

a excre¢do de enzimas que atuam em sinergia em seu habitat natural. Estudos demonstram que
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diferentes enzimas com a mesma atividade provenientes de diferentes microrganismos
possuem caracteristicas diferentes em relag@o a robustez, tolerancia a temperatura e pH, o que
torna desejavel a diversidade taxondmica, fisiolégica e ecologica dos microrganismos
estudados (HU, ARANTES, SADDLER, 2011; TAKENAKA, 2019s). A producao de enzimas
por microrganismos tem relagdo direta com o substrato utilizado por eles como fonte de
carbono. Além disso, microrganismos diferentes respondem de forma diferente a este estimulo
(ALMEIDA, 2019).

A completa degradacdo da biomassa depende de um grupo grande de enzimas
hidroliticas e acessorias. Os ataques de tais enzimas aos componentes da biomassa também
dependem da composicdo da parede celular vegetal, que varia entre as cultivares devido a
diferenga entre os genotipos, fenodtipos e tratos culturais (DIAS, 2013). Existe, ainda, a
necessidade de promover o acesso das enzimas aos componentes da parede celular vegetal por
meio de uma intervengdo que pode ser quimica, fisica ou biologica, denominada pré-
tratamento. A etapa de pré-tratamento visa modificar as propriedades reologicas da biomassa
lignocelulésica facilitando o acesso das enzimas (LI, 2014). Os esforcos para encontrar
microrganismos produtores de tais enzimas € a chave para o desenvolvimento de processos

econdmicos para a obtenc¢do de aglicares fermentesciveis provenientes de biomassa vegetal.
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3 CAPITULO I: REVISAO DE LITERATURA

3.1 Cenario bioenergético no Brasil

O Brasil possui cerca de 48% de energia proveniente de recursos renovaveis em sua
matriz energética, o que o coloca em destaque em relagcdo ao mundo, ja que a matriz energética
mundial € composta de apenas 18% de energia renovavel. Atualmente, esfor¢os internacionais
se somaram com o proposito de mitigar os efeitos das mudangas climaticas, reduzindo as
emissoes de gases do efeito estufa (GEE) e promovendo agdes para descarbonizacio
atmosférica (EPE, 2021).

O Brasil esta na segunda posi¢ao em produgdo de etanol no mundo, atras apenas dos
Estados Unidos (KOHLHEPP, 2010). Dados apresentados pela Companhia Nacional de
Abastecimento (Conab) revelam a producdo total de 30,35 bilhdes de litros de etanol, o que
representa um aumento de 1,6% em relacdo ao periodo passado (BRASIL, 2022).

O etanol (CH3CH20OH) ou élcool etilico, ¢ produzido pelo processamento e
fermentacdo de acucares provenientes de plantas como milho e beterraba, além de matérias
primas amiléceas. No Brasil, de acordo com boletim técnico da Agéncia Nacional do Petroleo
(ANP), a cana-de-agucar ¢ a matéria prima utilizada em 97,1% das refinarias de etanol

autorizadas (MME, 2019).

Diversos paises, incluindo o Brasil, tém se posicionado quanto a politicas publicas
para fomentar a producao de bioenergia, um termo que diz respeito a energia renovavel da
transformag¢do quimica da biomassa. Nesse contexto, o etanol estd passando por uma nova etapa
no pais: a produc¢do industrial de etanol de 2* gera¢ao (E2G). O uso de combustiveis fosseis ndo
renovaveis necessita de alternativas, assim como o acimulo de residuos agroindustriais no
ambiente (EPE, 2020). Visando reduzir o impacto ambiental provocado por setores produtivos,
pesquisadores de todo pais tém se empenhado em produzir solu¢des praticas para sistematizar
novas alternativas biotecnoldgicas e sua aplicacdo no mercado, como a utilizacdo de tais

residuos para geracao de energia limpa e renovavel como o E2G (RAJ, 2022).

Um estudo do Centro de Gestao e Estudos Estratégicos (CGEE) demonstrou que a
bioeconomia Brasileira foi alvo de publicagdes cientificas no ambito de bioenergia com
aumento significativo de publicagdes entre os anos de 2008 e 2021 para palavras-chave como:
biomassa, sustentabilidade, etanol, fermentacao, performance, bagaco de cana, biodiesel, pré-

tratamento, energia e gestdo (BRASIL, 2022). Tais estudos demonstram o engajamento
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cientifico e politico para fomentar as estratégias de produgdo sustentavel de energia limpa e

comprometimento com as agdes de descarbonizacio assumidas pelo pais.

Segundo a Agéncia Nacional do Petréleo (ANP), biocombustiveis podem substituir,
em parte ou totalmente, combustiveis derivados de petroleo e gas natural. Os dois principais
biocombustiveis liquidos usados no Brasil sdo o etanol e o biodiesel. Cerca de 45% da energia
e 18% dos combustiveis consumidos no Brasil sdo renovaveis, o que coloca o Brasil como
pioneiro mundial no uso de biocombustiveis em alternativa ao uso de petroleo (MME, 2019).

A industria sucroalcooleira brasileira produz etanol de primeira geracdo (E1G) e de
segunda geracao (E2G). O pais conta com o incremento de tecnologias de produgdo de E2G,
desde 2014 quando as plantas precursoras da Granbio e Raizen comegaram a produzir seus
primeiros litros de etanol além de uma planta experimental do Centro de Tecnologia Canavieira
- CTC, com capacidade de producdo nominal de 82, 42 e 3 milhdes de litros por ano,

respectivamente (EPE, 2021).

Com o intuito de fomentar a implementacdo de tecnologias de producdo de
biocombustiveis nas plantas existentes ¢ novos projetos de E2G, o Ministério de Minas e
Energia (MME) criou a Politica Nacional de Biocombustiveis (RenovaBio), instituida pela Lei
n°® 13.576/2017 para o estabelecimento de metas nacionais anuais de descarbonizacdo do setor
de combustiveis, que fornece contribui¢ao significativa para o cumprimento dos compromissos
firmados pelo Brasil na 21* Conferéncia das Partes da Convengdo Quadro das Nacdes Unidas
sobre Mudanga no Clima (COP-21) em Paris no ano de 2015 (MME, 2020).

Uma das estratégias para ampliar a adesdo a produgdo dos biocombustiveis na matriz
energética e manter o abastecimento desses combustiveis foi atribuir nota para cada produtor.
Isso com base nos termos da Resolucao ANP n°® 791/2019, de 12 de junho de 2019, que visa a
mitigacdo de uma quantidade especifica de gases de efeito estufa em relagdo ao seu substituto
fossil. Tal valoracdo ¢ definida em mercados organizados para negociar os Créditos de
Descarbonizacdo (CBIO), emitidos com base nos Certificados da Producdo Eficiente de
Biocombustiveis (DA SILVA, 2022).

O CBIO ¢ um ativo ambiental com negocia¢do permitida desde dezembro de 2019.
Ele foi criado como parte do RenovaBio, programa que preve iniciativas como a criagdo de
instrumentos financeiros que contribuam para atrair investimentos com foco na expansao da
producao de biocombustiveis. Cada CBIO emitido por produtores e importadores de
biocombustiveis corresponde a uma tonelada de carbono que deixa de ser emitida para a

atmosfera (BRASIL, 2022).
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De acordo com a Empresa de Pesquisa Energética do Ministério de Minas e Energia
(EPE - MME) dois termos, que definem o perfil de investimentos futuros na implantacao de
tecnologias para produgdo de E2G, tem sido estudado. O primeiro, Greenfield se refere a
implanta¢ao de novas plataformas exclusivas de biocombustiveis - aqueles cujo projeto € a
implantacdo de um novo sistema para obtencdo de E2G, podendo as etapas serem otimizadas
segundo o substrato lignoceluldsico disponivel. O segundo, Brownfield se refere as alteragdes
necessarias para empresas ativas que ja produzem E1G, aqueles cujos projetos se adaptariam a
utilizacao de residuo de bagago de cana de agucar ja utilizado da produgao de E1G. Em tais
levantamentos, modelos avaliam projecdes das relagdes custo beneficio a curto, médio e longo
prazo. Ha ainda o conceito de biorrefinarias onde varios subprodutos, entre os principais
componentes energéticos, podem ser extraidos das rotas escolhidas para obtencdao de
biomoléculas de interesse, agregando valor ao novo processo (NYKO, 2010; MILANEZ, 2015;
VAZ, 2016; JUNQUEIRA, 2017).

Com incentivo das politicas nacionais de descarbonizacdo e um grande esforco
cientifico, para trazer inovagao e tecnologia aos processos atuais, o Brasil segue se consolidando
como o pais que, ndo s6 demonstrou competéncia para a producdo de E1G como alcancard o
mesmo protagonismo tecnoldgico na eficiéncia produtiva do etanol celuldsico ou de segunda

geracao (CGEE, 2022).
3.2 Etanol de segunda geracio

A industria sucroalcooleira brasileira obtém E1G, majoritariamente, da fermentagdo
direta do caldo da cana de agucar, composto quase que em sua totalidade por sacarose. A
principal diferenca entre as usinas produtoras de E1G e as usinas produtoras E2G ¢ a utilizagao
da biomassa em seu processo produtivo, que inclui etapas de hidroélise da celulose quimica ou
enzimatica (biologica) (CGEE, 2018). Esta ultima ¢ normalmente precedida de pré-tratamento
fisico ou quimico para ruptura da matriz lignocelulosica, antes de iniciada a fermentacdo, como

apresentado na Figura 1.
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Figura 1: Conversao de material lignoceluldsico em biocombustivel.
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Fonte: Da autora (2023).

O E2G ¢ o 4dlcool obtido por meio da fermentagdo do hidrolisado das fibras
lignocelulosicas de um vegetal. No caso da cana-de-agucar, ele ¢ obtido a partir do bagaco
utilizado na produgdo de E1G apds a extracdo do caldo ou da palha colhida nas lavouras. O
material (bagaco ou palha) passa por um pré-tratamento fisico e quimico para limpar o material
e expor suas fibras (LEITE, 2008). Em seguida, a biomassa limpa e moida passa por uma
hidrolise que, de forma simplificada, corresponde a liquefagao dos componentes estruturais da
fibra da parede celular vegetal, através do uso de acidos ou enzimas especificas, transformando
o material s6lido num caldo. Por fim, o material hidrolisado ¢ submetido a fermentacdo por
meio da acdo de leveduras especificas, gerando etanol a partir dos agucares ali presentes

(ALMEIDA JR, 2012).

3.2.1 Biomassa — matéria prima do E2G

Um dos aspectos mais importantes na obtencdo de E2G ¢ a matéria prima. A biomassa
utilizada para sacarificacdo ocupa o segundo lugar no custo total de obtencdo do etanol
(JUNQUEIRA, 2017) e tem ligacdo direta com os processos que serdo aplicados durante a
hidrélise (WANG, 2013).

A selecdo de matéria prima afeta diretamente a viabilidade do processo no que diz
respeito ao custo da biomassa e, indiretamente, no que tange ao desenvolvimento de métodos

de processamento (HIMMEL et al., 2007). Basicamente, existem trés categorias de matéria
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prima para bioprocessamento de fermentacao: a base de actcar (caldo de cana, beterraba e caldo
do sorgo sacarino) a base de amido (milho, mandioca e graos de sorgo) e a base de celulose
(biomassa de cana e sorgo e outros residuos vegetais) (WHITFIELD, 2012).

O presente trabalho se limitou a abordar um panorama da biomassa de cana-de-agucar,
como cultura consolidada na obten¢do de etanol no Brasil, € o sorgo sacarino como cultura
promissora na obtencdo de etanol com resultados expressivos a nivel internacional.

3.2.1.1 A biomassa de cana-de-ac¢ucar

O Brasil ¢ o maior produtor de cana-de-agucar do mundo. De acordo com a primeira
estimativa da safra de cana-de-acicar 2022/23, divulgada pela Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB), o Brasil deve produzir 596,1 milhdes de toneladas, com
produtividade média de 70,48 kg/ha, 1,6% superior a 2021/22 gerando aproximadamente 160
milhdes de toneladas de bagaco e 10 a 20 ton/ha de palha (CONAB, 2022).

O uso histérico do bagaco da cana, como insumo energético para produgdo de vapor e
eletricidade mediante a queima em caldeiras, parecia inviabilizar seu uso para obtencao de E2G.
Maluf (2014) testou modelos matematicos para prever uma possivel competicao entre o E2G e
a produgdo de eletricidade pelo uso do bagago. Em seu estudo, Maluf apresentou a necessidade
de inclusdao do palhi¢o e sugeriu a inser¢ao de novas cultivares como o sorgo sacarino para
suprir a demanda de biomassa na geracao de etanol 2G ja que, para alcangar producdo

economicamente vidvel, a usina precisaria gerar a energia que consome.

A adequacgdo das tecnologias de obtencao de energia por meio da queima do bagago
de cana-de-agucar, em que os equipamentos utilizados para producao de energia requerem uma
quantidade menor de bagago e produzem maior quantidade de vapor, possibilitou um aumento

na quantidade de bagago disponivel para E2G (DA CRUZ, 2008).

O uso da palha da cana-de-acucar era inviabilizado, pois o canavial passava por um
processo de queima, antes da colheita manual visando a prote¢ao dos colhedores e aumento na
produtividade. O uso da cana crua - termo usado para caracterizar a cana ndo queimada - foi
fortemente impulsionado pela assinatura do Protocolo Agroambiental do Setor Sucroenergético
no estado de Sdo Paulo em 2007 (periodo hachurado na Figura 2) acdo que se estendeu para

outros estados da federacdo nos anos seguintes (FONTANA, 2021).

Com o advento das mudancas climaticas, e as metas de redu¢do de (GEE) a procura
por rotas sustentaveis de bioenergia promoveu alteragdes significativas no manejo da palha nos

canaviais brasileiros (CARVALHO, et al., 2017), abordagens que sé foram possiveis, gracas
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ao salto da tecnologia de mecanizagdo de plantio e colheita da cultura da cana e o fim das
praticas de queima do canavial que ocorriam antes da colheita manual (FIGURA 2).

Figura 2: Evolugao da mecanizacao da colheita da cana de agticar
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Fonte: Conab (2019). Adaptado.

Atualmente, o uso de fogo ¢ restrito a areas ndo mecanizaveis e corresponde a menos
de 20% de toda a area plantada (CONAB, 2022). A lei estipula que o uso do fogo para colheita
da cana deve se extinguir até¢ 2031(GAROFALO et al., 2020). A redugdo do uso do fogo, a
partir de 2007, refletiu na queda constante das emissdes de gases de efeito estufa (GEE) como

mostra a Figura 3, além de contribuir com a oferta da palha na obtengao de E2G.
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Figura 3: Total de emissdo de gases de efeito estufa (GgCO2e) pela queima de residuos
agricolas apresentados para o periodo de 1990 a 2016.
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Com a mudanca progressiva do sistema de colheita queimado para o ndo queimado,
palha, agora disponivel, tornou-se matéria prima economicamente viavel para a producdo de
E2G. A palha da cana sobre o solo promove servigos ecossistémicos como armazenamento de
agua (HUNKE et al., 2015), controle de erosao, reciclagem de nutrientes e biodiversidade do
solo (CARVALHO et al., 2017), porém alguns estudos sugerem que a palha pode comprometer
a producgdo de biomassa em regides frias e sob algumas condi¢des de solo (LOPES et al., 2017)
favorecendo também o aparecimento de pragas (DINARDO-MIRANDA, 2013). A retirada da
palha nos campos tem sido extensivamente estudada para obtencao da melhor relagdo entre a
quantidade que fica no solo e a quantidade a ser retirada (GAROFALO et al., 2020; SILVA
2020) (FIGURA 4).

Figura 4: Exemplos de cultivos de cana de ag¢ticar sem a manutencao da palha (A) e com a
manuten¢do da palha (B).

Fonte: GAROFALO et al., (2020) foto de Nilza Patricia Ramos.

Os dados mostram que uma recomendacdo adequada deve basear-se na manutengao

continua de servigos ecossistémicos ¢ diversos autores tém assumido esse valor como entre
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50% e 40% da palha para a produ¢do de E2G (DIAS, 2013; HUNKE et al., 2015; CARVALHO
etal, 2017; LOPES et al.,, 2017, DINARDO-MIRANDA, 2013).

A diferenca entre a composi¢ao da biomassa também ¢ fonte de variagao dentro do
processo de obtencdo de E2G e tem sido discutido amplamente na literatura (SANTOS,
FRANCO, & BERNI, 2015). Essa desigualdade na composi¢do ndo ocorre somente entre as
distintas culturas disponiveis, mas entre as partes da mesma planta. Um exemplo, ¢ como a
palha difere em composi¢ao entre folhas secas e as ponteiras da cana. Objetivando dar melhor
fim ao uso das fragdes de acordo com a composicao estrutural, alguns estudos sugerem que as
ponteiras sejam destinadas ao recobrimento do solo por possuir maior umidade e nutrientes e
as folhas secas inseridas no processo de cogeracdo de energia e obtencdo de E2G

(MENANDRO, 2016).

Para suprir a oferta de biomassa e em consequéncia a producao de bioetanol, cultivares
cada vez mais desenhadas para esse fim tém sido implantadas (LORENZI, 2019). A cana-
energia (ou “supercana’) ¢ um conjunto de variedades de cana em desenvolvimento com um
grau mais elevado de energia primaria por tonelada ou por hectare comparado as variedades
comuns. Seus componentes (acglcares e fibras) sdo mais adequados para o processamento de
tecnologias de segunda geragao devido a maiores concentragdes de fibra, o que representa mais
celulose e hemicelulose para produ¢do de E2G e lignina para uso nas caldeiras (LEAL, 2010).
Essa variedade produz menos sacarose que as espécies tradicionais (cerca de 40% menos), mas
produz muito mais fibras (aproximadamente 80% a mais por tonelada do colmo), ndo sendo,
portanto, ideal para a producao de acticar, mas sim para a producao de energia elétrica e E2G
devido a maior quantidade de bagaco (MILANEZ et al., 2014). Porém, apesar da expectativa
que materiais genéticos ricos em fibras sejam mais tolerantes as condi¢des de seca, o maior
limitante do avanco da cultura se da pelo estresse hidrico. DOS ANJOS, et al., (2018) avaliando
diferentes gendtipos de cana-energia, observou que esses materiais, quando submetidos ao

efeito de estresse hidrico, apresentaram redugdo no crescimento e acimulo de biomassa.

Diante disso, podemos inferir que o incremento de produtividade atual para a cana,
pode ser limitado em curto prazo, pela questdo do uso da dgua, que interfere diretamente no
zoneamento climdtico da cultura.

As areas de plantio da cana no Brasil sdo bem definidas (Figura 5), mas sua expresao
depende da resposta das cultivaresadaptadas a cada regido produtora.
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Figura 5: Evolugdo da 4rea colheita e produgdo de cana de agticar nos estados do Brasil.
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Fonte: GAROFALO et al., (2020).

De acordo com relatorio da Agéncia Internacional de Energia dos EUA (International
Energy Agency — IEA), a demanda por matéria prima na produ¢do de biocombustiveis pode
sofrer uma crise de abastecimento se levarmos em consideragdo as projecdes de producao de

biocombustiveis no pais, como demonstrado na Figura 6:
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Figura 6: Crescimento total da produgio de biocombustiveis por regido, caso principal, 2021'
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Legenda: Projecdo da producdo de biocombustiveis e o tipo de matéria prima utilizada para obté-lo.
Fonte: IEA (2022) Adaptado.

A solugdo prevista, ¢ a busca por culturas que se estabelegam em terras degradadas ou
plantadas durante o que, antes, eram periodos de pousio, aumentando assim, a area cultivada
sem suprimir area de producao de alimentos e ra¢des. No Brasil, por exemplo, 75% da produgao
de etanol de milho vem da produgao de segunda safra em campos existentes. Na Europa, alguns
produtores de biocombustiveis estdo adquirindo oleaginosas cultivadas em terrenos degradados
para atender critérios de sustentabilidade (ESTADOS UNIDOS, 2010). Além disso, melhorias
no aproveitamento de residuos de produtores adjacentes as areas de produgdo das usinas,
incluindo produtores de agricultura familiar ¢ necessario visto que essas agdes responderiam
aos objetivos e de desenvolvimento sustentavel (ODS) propostos na COP-21 sendo elas: ODS
7: Assegurar o acesso confiavel, sustentavel, moderno e a prego acessivel a energia para todos

e ODS 13: Tomar medidas urgentes para combater a mudanga do clima e seus impactos.

3.2.1.2 A biomassa do sorgo sacarino

O sorgo (Sorghum bicolor) ¢ considerado o quinto cereal mais importante do mundo
em area cultivada sendo superado apenas pelo trigo, arroz, milho e cevada. E uma graminea

origindria do continente africano, pertencente a familia Poaceae, sendo bem estabelecido em

! Expectativas de crescimento agricola com base nas Perspectivas Agricolas da OCDE-FAO 2022-2031.
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regides de clima quente (DURAES, 2012). No Brasil, seu cultivo pode ser encontrado em
regides de temperaturas com médias acima de 20°C, se adaptando a varios tipos de solos
necessitando apenas de correcdo para acidez e aluminio. Apresenta, atualmente cinco tipos
diferentes: sorgo granifero (utilizado para produgdo de graos), sorgo forrageiro (fornecendo
biomassa para alimentag@o animal e silagem), sorgo sacarino (bioenergia), sorgo vassoura (para
a produgdo de vassouras) e o sorgo lignocelulosico ou sorgo biomassa (bioenergia) (DUARTE,

2021).

A cultura do sorgo sacarino foi idealizada como opg¢ao para pequenas destilarias
incentivadas pelo ProAcool na década de 1970. Com sua introdugio no pais, varios institutos
se dedicaram a cultura em seu programa de melhoramento, podendo destacar a Embrapa Milho
e Sorgo, Instituto Pernambuco de Pesquisas Agropecudrias (Instituto Agrondémico de
Pernambuco - atualmente), Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), Instituto de Pesquisas
Agropecuarias do Rio Grande do Sul e centros de pesquisas Universitarios como as Escolas

superiores de Agronomia de Lavras, Vigosa e Piracicaba.

O sorgo sacarino (Sorghum bicolor (L.) Moench) apresenta colmos com caldo
semelhante ao da cana, rico em agucares fermentesciveis e atende a demanda da producao de
etanol de primeira geracdo na mesma instalacao utilizada pela cana-de-actcar. O caldo do
colmo do sorgo ¢ diferente do caldo da cana em composi¢do. O caldo da cana de agucar ¢
largamente utilizado na obtencdo de acucar cristal por ser constituido majoritariamente de
sacarose. Ja o caldo do sorgo possui além da sacarose, agucares redutores como glicose e frutose
sendo que a propor¢do de cada um destes componentes varia conforme o gendtipo
(ALMODARES; HADI, 2009). Considerando a extragao de agucares, o caldo do sorgo sacarino
pode ser utilizado na fabricacao de melago, como ¢ amplamente utilizado nos Estados Unidos
(KIBALNIK, 2022) por conter altos teores de agucares invertidos em relacao a cana-de-agucar
sua cristalizacdo ¢ prejudicada e a aptiddo para produgdo de acucar cristal ¢ baixa

(TEIXEIRA,1997).

O sorgo sacarino possui ciclo rdpido (quatro meses) ¢ uma cultura totalmente
mecanizavel (plantio por sementes, tratos culturais e colheita), alta produtividade de biomassa

verde (60 a 80 t. ha'!), com altos rendimentos de etanol (3.000 a 6.000 L. ha™!) (MAY, 2012).

Nao ha dados de producdo de etanol a partir de sorgo sacarino na industria Brasileira,
apesar de seu uso ser conhecido em escala piloto e na avaliacdo de qualidade agroindustrial

(DUTRA et al., 2013; SOUZA et al., 2013), porém, no mundo, o sorgo sacarino ¢ matéria prima
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na producdo de etanol em paises como India, China, Austrilia e Africa do Sul segundo o
Instituto Internacional de Pesquisa de Culturas para os Tropicos Semidridos - ICRISAT

(REDDY, 2004).

Nesses paises, 0 uso do sorgo sacarino ¢ apresentado em diversos fins como o uso do
caldo para fermentacao direta a etanol ou produgao de xarope de sorgo e melago de sorgo
(LAOPAIBOON et al. 2007) e também para producdo de outros produtos quimicos de base
bioldgica (SIPOS et al., 2009). Folhas, bagago e graos do sorgo sacarino se apresentam como
coprodutos e podem ser usados para produgdo de etanol (fermentagao do amido do grao e do
caldo hidrolisado da palha e bagago) ou para alimentagdo animal. O bagaco também pode ser
usado para geracdo de calor, energia, celulose e produtos derivados (SOMANI e TAYLOR,
2003).

No ambito de biorrefinarias, onde uma grande variedade de moléculas bioldgicas ¢
obtida, o sorgo sacarino também se destaca. O bagago do sorgo tem valor bioldgico maior do
que o bagaco de cana de actcar para alimentacdo animal e seu uso ainda ¢ uma opg¢ao mesmo
apos a obtencdo de E2G. Além disso, podemos destacar a obtencdo de coprodutos como
acetona, butanol, acido latico, dcido butirico, hidrogénio e metano que podem ser aproveitados
pois sdo produtos da fermentagdo (UMAKANTH, 2019). O sorgo sacarino produz varios
produtos naturais em potencial como ceras, proteinas e compostos alelopaticos como a
sorgoleona (WHITFIELD et al., 2012; SANTOS, 2012) esse ultimo, biomolécula estudada
como herbicida natural (GIMSING, et al., 2009; NIMBAL et al., 1996) e algicida (UDDIN,
2012). H4 uma grande variedade de informagdes sobre cultivares de sorgo sacarino e sua
utilizacdo em sistemas de producdao na obtencdo de E1G na literatura internacional, e seu
potencial uso de biomassa. A Figura 7 mostra um fluxograma representativo com varias opgoes

de processamento de sorgo sacarino, proposto por Umakanth (2019).
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Figura 7: Fluxograma das possiveis op¢des de processamento do sorgo sacarino
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Fonte: Da autora (2023). Baseado nos trabalhos de UMAKANTH (2019) e STICKLEN (2008).

O cultivo do sorgo sacarino pode também ser uma alternativa técnica e
economicamente viavel para fornecimento de matéria-prima a microdestilaria. No ambito de
agricultura familiar, ele também se adequa em sistemas integrados de exploracao da
propriedade rural, objetivando a autossuficiéncias de energia, forragem e outras atividades

voltadas para a produg¢do agropecuaria (TABOSA et al., 2021).

Landau e Schaffert (2012) apresentaram um estudo onde as areas aptas para o plantio
de sorgo sacarino na época da entressafra da cana foram demonstradas considerando trés classes

de aptiddo: alta, média e baixa apresentados na Figura 8.
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Figura 8: Comparagdo entre a area potencialmente apta para o plantio de sorgo sacarino e as areas estabelecidas de cultivo de cana-de-
agucar no Brasil.
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O desenvolvimento de cultivares e parcerias com o setor privado e publico na pesquisa
tem fomentado a inser¢@o do sorgo sacarino. Porém sua adesdo ainda ¢ timida diante de areas
ja estabelecidas de cana (DUARTE, 2021). Os fatores que afetam a adequacao de potenciais
novas culturas de matérias-primas em todo o mundo para a producdo de bioetanol sao
complexos e estdo relacionados a praticas agricolas especificas do pais e da regido, além de
forcas de mercado e politicas, bem como desenvolvimento tecnolégico (MACHADO, 2013).
Para o sucesso da implantacao da cultura do sorgo, um manejo técnico e bem monitorado
precisa ser observado com atengao as etapas de plantio, de acordo com as maquinas disponiveis
na propriedade, manejo de pragas e doencas e cuidados com residuais de herbicidas. Uma
dificuldade relatada € o plantio direto de sorgo sobre palhada de cana, pois a plantula de sorgo
¢ fragil em estadio de emergéncia e a palha da cana densa, o que requer implementos bem

regulados (MAY,2012).

Diante do exposto, a cultura do sorgo sacarino segue como alternativa as areas de reforma
de canaviais, utilizacdo em periodo de entressafra da cana e novas areas em que a restrigao
hidrica inviabilize economicamente o estabelecimento de canaviais, proporcionando assim

incremento na oferta de biomassa para E2G.

3.2.2 Composicao lignoceluldsica

Os trés principais componentes da lignocelulose sao celulose, hemicelulose e lignina

e suas proporg¢des sao dependentes da fonte do material.

A celulose, principal componente estrutural e polissacarideo mais abundante
encontrado na parede das plantas, ¢ constituida por monomeros de glicose unidos por ligagdes
glicosidicas do tipo B-1,4 e ¢ também, das classes de oligomeros da parede celular vegetal, a

mais conhecida (SCHELLER, 2010).

A hemicelulose, segundo maior componente do material em questao, possui estrutura
variavel de acordo com a espécie vegetal, apresentando hexoses como glicose, galactose,
manose e acido glicurdnico. A composi¢ao heterogénea das hemiceluloses faz com que haja
diversas classificagdes para esse composto na natureza, porém a maior classe de hemiceluloses,
sdo as xilanas. As xilanas sdo caracterizadas pela presenca de residuos de arabinose ligados
lateralmente a uma cadeia principal de mondmeros de xilose, majoritariamente, unidos entre si

por ligacdes glicosidicas B-1,4. Esta presente em grande quantidade, nas gramineas, sendo a
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xilose, a pentose predominantemente encontrada no bagaco e na palha da cana-de-agucar
(POLIZELI et al., 2005).

Ja a lignina, terceiro maior componente, ¢ constituida por uma complexa cadeia de
unidades polimerizadas de fenil-propano que exercem rigidez e protecdo para a parede celular
vegetal conferindo resisténcia a planta. Outros componentes, como proteinas € compostos
fenolicos estio presentes, porém em menor quantidade (SCHELLER, 2010).

Em processos de obtengdo de E2G, as fragdes da parede celular precisam ser
decompostas para que a haja a liberagao de polissacarideos de cadeia longa para hidrolise
subsequente (RUBIN, et al, 2008). As fibras de celulose estdo ligadas entre si pela
hemicelulose, e recoberta pela lignina (Figura 8). As microfibras de celulose que estdo presentes
na matriz de hemicelulose-lignina estdo associadas em forma de feixes ou macrofibrilas. Esta
disposi¢do espacial oferece a natureza cristalina e altamente recalcitrante do material vegetal

(GUPTA, VIJAIK. et al., 2016).

Figura 9: Estrutura da Lignocelulose

OH OH OH
[ J I
[ ELJ N
| P P
i) A
OH OH OH
(e (> (s) .
2 s
' feT X
Noodo P
. j;“]’ [s] -~ la,
Macrofibrila s ;
Plant / =T
anta ,, ~ (A
i v (e
BON B
PO
Lignina
Celular
Lignina
Hemicelulose 10-20 nm

Pentose
o %

Celulose {
Cristalina

Fonte: Rubin (2008). Adaptado.



37

A composi¢do da parede celular vegetal varia consideravelmente de acordo com sua
genética e manejo produtivo (WIERZBICKI, 2019; FONSECA, 2014). Isso pode ser observado
em muitos estudos que visam elucidar os mecanismos de formacao de polimeros na parede
vegetal para melhoramento de cultivares (SHEN, 2009; MUTWIL, 2009; RUPRECHT, 2011)
ndo so de cana, mas de outras plantas sacarinas como gramineas C4, que fazem parte da extensa
gama tecnologica que envolve o setor produtivo agrondmico do pais, podendo citar o milho e

o sorgo (EMYDIO, 2010; MAGALHAES, 2016).

3.2.3 Degradacio lignocelulosica

Pode-se dizer de maneira simples que a obtengdo de etanol a partir de biomassa envolve
duas etapas. A primeira corresponde a desconstrucdo da parede celular na hidrolise dos
polissacarideos estruturais, gerando monossacarideos e dissacarideos. A segunda etapa ¢ a

fermentag¢do dos monossacarideos e dissacarideos em etanol.

A otimizagdo do processo de obtencao de etanol a partir de biomassa esta intimamente
ligada a composi¢do do material lignoceluldsico. Tanto para a etapa de obtengdo do etanol
quanto para a etapa de destinac¢do do residuo final (com a queima do residuo da biomassa como
opg¢ao de cogeracao de energia), existe uma alta correlagdo e dependéncia do componente que
serd degradado com os compostos gerados a partir do processamento desse residuo. Estudos
relatam que a composi¢ao da biomassa e sua fragdo de cinzas possuem grande relevancia no
processo, mesmo sendo extrativos minoritarios. Isso ocorre porque possuem compostos como
Si, Ca, K, Na, Mg, S, P, Fe, Mn e Al na forma de 6xidos, silicatos, carbonatos, sulfatos, cloretos
e fosfatos. Esses componentes podem reagir com a parede interna dos dutos onde ocorre a
destinagdo final da biomassa, gerando componentes residuais ndo desejaveis, incrustagdes e
danos de corrosao ao sistema (OBERNBERGER, 1997, RAVEENDRAN, GANESH &
KHILAR, 1995).

Durante a etapa de pré-tratamento da biomassa, também foram observados problemas
com a corrosao do sistema quando o processo de explosdo a vapor (steam-explosion) foi
utilizado. O pré-tratamento consiste em submeter a biomassa a condigdes de temperatura e
pressdo muito elevadas. Ao sofrer uma descompressao repentina, o choque do material com as
paredes dos equipamentos do pré-tratamento provoca avarias quase didrias devido a alta
concentracdo de silica na parede vegetal da cana-de-acgtcar, o que interrompe a produgdo

(MARQUES, Pesquisa FAPESP, 2018).
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O processo de hidrolise ndo € trivial, envolvendo interagdes complexas entre a
hemicelulose e celulose, a natureza cristalina da celulose e a barreira fisica formada pelas
ligninas ao redor das fibras celulosicas. Por essa razdo, a biomassa precisa passar por um pré-
tratamento para separar a matriz de lignina dos demais componentes, reduzir a cristalinidade da
celulose e hidrolisar a hemicelulose (WANG, 2013).

Os pré-tratamentos da biomassa lignoceluldsica podem ser fisicos, quimicos ou
biologicos. Ja a etapa de hidrélise pode ocorrer de forma quimica ou enzimatica, sendo esta
ultima desejavel devido a redugdo de inibidores para a etapa de fermentacdao subsequente e a
reducdo nos custos de recuperacao dos componentes residuais do tratamento (SHIMIZU, 2018).

Estruturalmente, a lignocelulose apresenta um aspecto recalcitrante, causado pelas
interacdes polimero-polimero associadas ao dominio da hemicelulose. A recalcitrancia, que ¢ a
resisténcia intrinseca a decomposicao, provoca limitagdes inerentes em seus trés dominios. Eles
consistem em: (I porosidade, associada a uma matriz de pectina que prejudica o trafego através
da parede; (IT) o coddigo glicémico, exclusivo de células, tecidos e espécies; e (I1I) cristalinidade
da celulose, que se refere a organizacdo em micro e/ou macrofibrilas. A conformagao entre
diferentes polissacarideos e polimeros determina o quao aptas tais moléculas estruturais e ndo
estruturais estdo para serem enzimaticamente hidrolisadas (TAVARES et al., 2015).

Tal caracteristica, dificulta a efetiva utiliza¢do das fracdes da parede celular vegetal,
uma vez que impossibilita o acesso das moléculas de hidrolise aos componentes estruturais da
parede vegetal. Para resolver esse problema, métodos de pré-tratamento sao utilizados visando
melhor aproveitamento da biomassa. Atualmente, existem diversos métodos para o pré-
tratamento destes materiais, categorizados como mecanicos, quimicos, bioldgicos e fisico-

quimicos (ZHAO, ZHANG, LIU; 2012).

3.2.4 Pré-tratamentos

O pré-tratamento da biomassa consiste em uma etapa anterior a sacarificacao. Seu
objetivo ¢ retirar a lignina e alterar as caracteristicas da parede melhorando o acesso as fragdes
hemicelulosicas e celuldsicas para agdo enzimatica. Os polimeros de carboidratos liberados da
parede celular pelo processo de pré-tratamento servirdo como substrato para enzima obter

agucares fermentesciveis, como demonstrados no esquema da Figura 10.
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Figura 10: Pré-tratamento da biomassa
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Fonte: ZHAO, ZHANG, LIU; (2012). Adaptado.

3.2.4.1 Pré-tratamento mecanico

O principio do pré-tratamento mecanico ¢ reduzir o tamanho de particulas do material
vegetal para facilitar a manipulagdo, aumentando sua superficie de contato. Os processos
mecanicos sao a raspagem, trituracao, moagem, esmerilhamento e prensagem. O tamanho do
particulado varia dependendo do processo, do tipo de material vegetal e das etapas aposo pré-
tratamento. E de natureza fisica e seus fatores determinantes s3o custo, escalonamento e

depreciacdo de equipamentos (SILVA, 2019).

3.2.4.2 Pré-tratamento quimico

O pré-tratamento quimico consiste na adi¢ao de compostos na biomassa, inorganicos
ou organicos, condicionados em temperatura ideal para ocorréncia da reagdo. Possui a
finalidade de reduzir ou eliminar os componentesde hemicelulose e lignina. O pré-tratamento
acido usa a adi¢ao de acidos concentrados ou diluidos na biomassa e aquecimento continuo. O
pré-tratamento alcalino normalmente ¢ feito utilizando-se solugdes alcalinas tais como NaOH,
Ca(OH)2, KOH e NH4OH com a temperatura adequada. Existem ainda os liquidos idnicos
adicionados a biomassa, modificando a lignina e possibilitando a liberagdo da celulose. Opgodes
como agentes oxidantes tais como 0zdnio, perdxido de hidrogénio ou solventes organicos como
etanol, metanol, acetona e etilenoglicol podem ser utilizados porém, o pré-tratamento quimico

pode resultar em residuais indesejaveis a etapa de hidrolise subsequente (BADIEL et al., 2014).
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3.2.4.3 Pré-tratamento fisico-quimico

Principios fisicos como pressdo e temperatura, somados a agentes quimicos, funcionam
como catalisadores. Podemos citar aqui exemplos como a explosdo a vapor, auto-hidrolise
(agua quente liquida), oxidagao imida, uso de amoénia para expansao da fibra e explosao a vapor
com diéxido de carbono como praticas de pré-tratamento fisico-quimico amplamente utilizadas

(SILVA, 2019).

3.2.4.4 Pré-tratamento biologico

O pré-tratamento bioldgico consiste na acdo de microrganismos, principalmente
fungos e actinobactérias, que sdo capazes de degradar biomassa lignoceluldsica por meio da
secrecao de diversos tipos de enzimas extracelulares. Essas enzimas sdo liberadas para degradar
as fracdes de celulose, hemicelulose e lignina. As enzimas responsaveis por degradar tais fragdes
sdo, respectivamente, celulases, xilanases e enzimas oxidativas tais como lacases, manganés

peroxidase e lignina peroxidase (UMMALYMA et al., 2019).

3.2.5 Sacarificacio da biomassa

Com o passar dos anos, a pesquisa fomentou varios métodos para hidrolise do material
lignoceluldsico. Comum a todos os métodos, estd a etapa prévia de pré-tratamento que visa
particular o material aumentando a area de contato da parede celular vegetal, como citado
anteriormente (SHIMIZU, 2018).

As hidrdlises acida e enzimatica sdo frequentemente citadas como as principais
opcdes. A hidrdlise enzimatica, ou sacarificacdo, apresenta vantagem sobre a hidrolise acida
por ndo gerar inibidores da etapa subsequente de fermentacao (SANTOS, 2019).

Em ambos os casos, ha varias rotas de operagdo. A escolha dessa rota, deve ser baseada
em questdes como: qual produto bruto serd usado, quais organismos serdo utilizados para
fermentagdo de acucares liberados, quais fragdes se deseja separar ¢ em qual momento. Isso
porque existem diversas conformacgdes possiveis, ja que o produto vai depender do nivel
tecnologico disponivel para obté-lo. Um exemplo ¢ a remog¢ao da hemicelulose na etapa de pré-
tratamento (ZHAO, ZHANG, LIU 2012).

A opc¢do de remover ou ndo a hemicelulose estd ligada ao fato de sua hidrolise liberar
acucares de cinco carbonos, que nao sdo fermentados por leveduras comerciais. Entdo, a

hidrolise e a fermentacdo poderiam ocorrer de forma simultanea apenas se o processo de
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fermentacdo subsequente a hidrélise de celulose e hemicelulose fosse feito por uma levedura
modificada que conseguisse fermentar os dois tipos de acucares (pentoses € hexoses), (DIEN
et al.,2003).

Atualmente a levedura Saccharomyces cerevisiae ¢ o principal microrganismo utilizado
para produg¢do de etanol de primeira geragdo devido ao seu alto desempenho fermentativo. No
caso do etanol de segunda geragdo, ¢ necessaria a completa hidrdlise da xilana com fermentagao
da xilose, o que ndo pode ser feito por S. cerevisiae por nao ser capaz de utiliza-la como fonte
de carbono. O atual cenario tecnologico, onde os custos com transformagdes genéticas foram
reduzidos, permite engenheirar leveduras que expressem de forma heterdloga enzimas que
metabolizem agticares de cinco e seis carbonos. Porém, dados que performem o resultado de
tais trabalhos muitas vezes possuem protecao de patentes e se limitam a area industrial

internacional (SINGH, 2016).

3.2.5.1 Rotas de produciao para hidrolise enzimatica e fermentacio da biomassa

Ap0s o pré-tratamento do material lignocelulosico, as etapas seguintes sao a hidrolise
e fermentagdo. Suas configuragdes dependem da tecnologia disponivel para obtengao dos
produtos e viabilidade economica, sendo que, cada combinagdo, possui vantagens e
desvantagens em relagdo as demais (SIPOS, 2009).

A vantagem do processo em separado (SHF) ¢ que as temperaturas da hidrolise
enzimatica e da fermentacdo podem ser otimizadas, ja que as temperaturas 6timas de cada etapa
sao diferentes. A hidrolise enzimatica € realizada por celulases (endoglucanase e exoglucanase),
que quebram a celulose em celobiose, sendo essa, subsequentemente convertida em duas
moléculas de glicose pela B-glucosidase. Entretanto, a atividade da endoglucanase ¢ inibida
pela celobiose e a da B-glucosidase pela glicose. A sacarificacdo e fermenta¢do simultaneas
(SSF) ¢ uma forma de evitar a inibi¢do enzimatica, uma vez que a medida que a glicose esta
sendo formada, também esta sendo consumida para a produgdo de etanol, levando a uma maior
conversao de celulose (SANTOS, 2010).

Atualmente, a rota mais utilizada e desenvolvida € a rota enzimatica, na qual enzimas
especificas sdo utilizadas para hidrolisar o material apds o pré-tratamento (MURAKAMI,
BOMBABA, AFONSO, 2016).

As configuragdes atuais possiveis sdo: hidrolise enzimatica separada da fermentagdo
(do inglés Separated Hydrolysis and Fermentation - SHF), hidrolise enzimética e fermentagao

simultaneas (do inglés Simultaneous Saccharification and Fermentation - SSF), hidrolise
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enzimatica e co-fermenta¢do simultidneas (do inglés Simultaneous Saccharification and co-
fermentation - SSCF) e uma configuragdo prevista, que € o bioprocesso consolidado (do inglés

Bioprocess Consolidated - BPC).

. Hidrdlise enzimatica separada da fermentagdo (SHF)

A configuragdo (SHF) ¢ composta de etapas onde o pré-tratamento da biomassa ocorre
em locais diferentes para hidrdlise da fragdo hemiceluldsica e celuldsica para obtengdo de
acucares fermentesciveis. Os eventos acontecem em unidades separadas fisicamente como
mostrado na Figura 11. Apresenta como vantagem a possibilidade de se trabalhar em condigdes
Otimas para cada etapa. A maior desvantagem ¢ ter a enzima de fermentagdo inibida por seu

produto de hidrélise (SANTOS, 2010).

Figura 11: Hidrolise enzimatica separada da fermentagao (SHF)
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Legenda: Fluxograma etapas de hidrolise enzimatica separada da fermenta¢ao SHF.

Fonte: Da autora (2023). Baseado nos trabalhos de Castro e Pereira Junior (2010).
. Hidroélise enzimatica e fermentagdo simultaneas (SSF)
A SSF ¢ um arranjo produtivo que combina a hidrdlise enzimatica dos materiais pré-

tratados e a fermentacdo dos agticares em um unico evento (FIGURA 12). Como vantagem,

apresenta a hidrolise do material lignocelulosico e a fermentacdo do agucar produzido pelo
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mesmo microrganismo, minimizando efeitos inibitdrios da atividade enzimatica (McMILLAN
etal., 1999).

Apresenta como desvantagem, rendimento pois ¢ conduzido fora das condigdes dtimas
de operacao das enzimas. Microrganismos termotolerantes tém sido propostos para serem
usados neste processo para aproximagdo da temperatura de atividade 6tima enzimatica. Como
no processo anterior, os agucares provenientes da hemicelulose apos o pré-tratamento podem

ser convertidos a etanol em um fermentador separado (TAHERZADEH & KARIMI, 2007).

Figura 12: Hidr6lise enzimatica e fermentagao simultaneas (SSF)
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Legenda: Fluxograma etapas de hidrolise enzimatica e fermentacao simultineas.

Fonte: Da autora (2023). Baseado nos trabalhos de Castro e Pereira Junior (2010).
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. Hidroélise enzimatica e co-fermentagao simultaneas (SSCF)

A configuragdo do tipo SSCF ¢ uma variagdo da SSF e refere-se a possibilidade de
fermentagdo de ambos os aglicares pentoses (C5) e hexoses (C6), em uma mesma etapa
(FIGURA 13). O hidrolisado hemicelulésico e a celulose ndo sdo separados apos a etapa de
pré-tratamento, permitindo que os agucares da hemicelulose sejam convertidos a etanol
juntamente com a sacarificacao da celulose e fermentacao da glicose (TEIXEIRA, 2009). Para
que um mesmo microrganismo seja capaz de fermentar ambos os aclcares, ¢ necessaria a
intervengdo da biologia molecular, visando conferir a um tnico microrganismo as

caracteristicas necessarias para tal MACHADO, 2013).

Figura 13: Hidrolise enzimatica e co-fermentacao simultaneas (SSCF)
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Legenda: Fluxograma etapas de hidrolise enzimatica e co-fermentacdo simultaneas

Fonte: Da autora (2023). Baseado nos trabalhos de Castro e Pereira Junior (2010).

. Bioprocesso consolidado (BPC)

O bioprocesso consolidado, apresenta uma configuracao (Figura 14) onde a produgao
de celulases, a hidrélise enzimatica de celulose e a fermentagdo de pentoses € hexoses ¢ feita
por um mesmo microrganismo mesmo diante de altas concentragdes de etanol (MELO,2020).

Existem duas estratégias utilizadas para o BPC no que diz respeito a produgdo de
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linhagens: a Categoria I se presta a modificar estirpes naturalmente produtoras de celulases
tornando-as etanologénicas e a Categoria II visa a modificacdo de estirpes naturalmente

produtoras de etanol para ser também celuloliticas (XU et al., 2009).

Figura 14: Bioprocesso consolidado (BPC)

PRODUGAO DE CELULASES

PRE TRATAMENTO + .
HIDROLISE > HIDROLISE DA CELULOSE »| DESTILACAO
HEMICELULOSE +

FERMENTAGAO C5 E C6

Legenda: Fluxograma etapas do bioprocesso consolidado

Fonte: Da autora. Baseado nos trabalhos de Castro e Pereira Junior (2010).

3.2.6 Enzimas para hidrolise de material lignocelulosico

As enzimas utilizadas para a hidrdlise podem ser divididas em dois grupos: sistema
hidrolitico e sistema oxidativo. O primeiro tipo faz a degradacao hidrolitica de polissacarideos,
celulases e hemicelulases e o segundo promove a degradagdo da lignina. Um complexo
enzimatico proveniente de microrganismos € necessario para que haja a degradagdo da biomassa
e formacao do etanol (DAMASO, 2014). O isolamento e as técnicas de screening de tais
microrganismos ¢ de suma importancia para que suas aplicagdes tecnologicas sejam
viabilizadas economicamente, pois as enzimas industriais chegam a custar atualmente de 20 a

40% do total de despesas (Figura 15) com a produgdo de E2G (JUNQUEIRA et al., 2017).
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Figura 15: Expectativa relacionada ao custo relativo (%) de producao de E2G.
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Fonte: Junqueira (2017). Adaptado

3.2.6.1 Hidroliticas

As celulases e xilanases sdo enzimas hidroliticas que agem em sinergia para
desconstruir a parede celular vegetal. As celulases fazem parte de um complexo enzimatico que
age nas regioes amorfas e cristalinas da celulose (FIGURA 16). Elas atuam sinergicamente e
estdo subdivididas em trés classes: endo-1,4-B-D-glucanases ou endoglicanases, que quebram
as ligacdes glicosidicas das cadeias de celulose, criando novos terminais; exo-1,4-B-D-
glucanases ou celobio-hidrolases, responsaveis pela acdo nos terminais levando a celobiose; e
1,4-B-D-glucosidades, que hidrolisam a celobiose a glicose. As endo-1,4-B-glucanases ou 1,4-
B-D-glucana-4-glucano-hidrolases (EC 3.2.1.4) atuam randomicamente nas regidoes amorfas da

celulose e de seus derivados, hidrolisando ligacdes glicosidicas B-(1,4) (NAGAR et al., 2010).
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Figura 16: Atividade enzimatica na degradacdo da biomassa
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Legenda: Esquema de atividade enzimatica agindo em biomassa lignoceluldsica.

Fonte: Wang (2013). Adaptado.

As celobio-hidrolases (exo-1,4-B-D-glucanases, EC 3.2.1.91) atuam nos terminais
redutores das cadeias de celulose, liberando D-celobiose. As B-D-glucosidases ou B-D-
glucoside (gluco-hidrolases EC 3.2.1.21) catalisam a liberagdo de unidades monoméricas de D-

glicose a partir da celobiose e celodextrinas soluveis (JEFFRIES, 1996).

As xilanases pertencem a familia glicosil- hidrolases (GH) 5, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 16,26,
30,43, 44, 51 e 62. Estas enzimas foram reconhecidas pela Unido Internacional de Bioquimica
e Biologia Molecular (IUBMB) em 1961 e receberam o cddigo enzimatico de EC3.2.1.8. O
nome oficial ¢ endo-B-1,4-xilanase e os seguintes sindnimos sao comumente utilizados:
xilanase, endoxilanase, B-1,4-D-xilana-xilanohidrolase, endo-f-1,4-D-xilanase, - 1,4-xilanase
e B-xilanase (COLLINS et al., 2005; MOTTA et al, 2013). As xilanases sdo capazes de
catalisar a hidrolise de glicosideos (B-1,4), formando aglcares hemiacetais. Elas sao
classificadas de acordo com suas caracteristicas de peso molecular, ponto isoelétrico, estrutura
cristalina, parametros cinéticos, especificidade do substrato e produto final (JEFFRIES, 1996;
MOTTA et al., 2013). Assim como as celulases, as xilanases atuam de forma sinérgica e
coordenada em posigdes axiais e equatoriais da cadeia hemiceluldsica como demonstrado na

Figura 17.
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Figura 17: Atividade de xilanase na cadeia hemiceluldsica
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Fonte: http://www.cazy.org/Glycoside-Hydrolases.html

As endoxilanases podem ser classificadas em dois tipos de acordo com o produto final
da reacdo: as que catalisam a hidrélise nos pontos de ramificagdo 1,3-a-1- arabinofuranosil em
arabinoxilanos como adicdo as liga¢des de hidrolise da cadeia principal; e aquelas que ndo
hidrolisam estes pontos de ramificacdo (RIZZATTI, 2004).

A enzima B-1,4-endoxilanase (1,4-B-D-xilana-xilohidrolase, E.C. 3.2.1.8) provoca a
quebra das ligacdes glicosidicas do esqueleto heterogéneo da xilana, diminuindo seu grau de
polimerizacdo. O ataque ao substrato ndo ¢ feito ao acaso e as ligagdes a serem hidrolisadas
dependem da natureza do substrato como, por exemplo, o comprimento e o grau de ramificacdo
do composto e a presenca de substituintes, sendo que os principais compostos formados no

inicio da hidrolise da xilana sao os xilo-oligossacarideos (NAGAR et al., 2010).

3.2.6.2 Oxidativas

Enzimas oxidativas catalisam a degradacdo da lignina por meio da formacao de
radicais promovendo reagdes de oxido-redugdo. Podem ser divididas em oxidases, que tem por
aceptor final de elétrons o oxigénio, € as peroxidases, que utilizam o peroxido de hidrogénio
como co-substrato (BALDRIAN, 2006).

Lacases e peroxidases atuam principalmente sobre a lignina, porém fornecem
antioxidantes que contribuem com a redugdo de elétrons livres em solucdo. A lacase
(benzenodiol: oxigénio oxidorredutase, EC 1.10.3.2) pertence a um grupo de polifenois
oxidases contendo atomos de cobre no centro catalitico. A a¢ao da lacase sobre a lignina ¢, em

principio, restringida as unidades fendlicas, que representam uma porcentagem pequena de todo
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o polimero. As por¢des ndo fendlicas da lignina, entretanto, s6 sdo degradadas na presencga de
mediadores sintéticos como o ABTS (4cido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolino- 6-sulfonico),
o I-hidroxibenzotriazole ¢ o acido violurico (LI et al, 1999) e compostos produzidos
naturalmente por fungos como o 3-hidroxiantranilato. A funcao de deslignificagcdo por lacases
¢ atualmente entendida como um processo sinérgico onde outras enzimas oxidativas com maior
potencial redox estdo envolvidas tais como a lignina peroxidase e manganés peroxidase (RICO
etal.,2014).

As peroxidases sdo enzimas oxidoredutases que catalisam diversas reagdes na
presenca de peroxidos, tais como peroxido de hidrogénio. Estas enzimas sdo produzidas por
determinados microrganismos e plantas, apresentando inimeras aplicacdes. As peroxidases de
lignina (LiP) e as peroxidases de manganés (MnP) podem ser utilizadas pela industria do papel
ou na degradacao de corantes azoicos. Possuem massa molecular de ~40kDa e sdo capazes de
despolimerizar muitas substancias fenolicas (DASHTBAN et al., 2010). Tém sido reportados
diversos trabalhos que expdem a importancia deste tipo de enzimas na degradacdo de biomassa
vegetal, como por exemplo, de coniferas de madeira dura (HILDEN et al., 2006;

MACDONALD et al., 2016).

3.3 Microrganismos e a producio enzimatica

Apesar da abundancia de material vegetal disponivel, apenas uma pequena
porcentagem de microrganismos ¢ capaz de degrada-lo completamente. Entre os
microrganismos eficientes na capacidade de degradagdo da parede celular vegetal, estdo os
fungos e bactérias aerdbios e/ou anaerdbios facultativos, relatados na literatura como fonte de
enzimas de degradacdo da biomassa. S3o importantes recicladores de nutrientes e essa
caracteristica € a base para seu uso na hidrolise da biomassa lignocelulosica (BETTACHE et
al.,2018).

As enzimas constituem um dos grupos mais importantes de biomoléculas produzidas
por microrganismos que metabolizam o carbono, possibilitando promover a conversao do
substrato onde estdo aderidas em nutrientes, liberando aguicares essenciais ao metabolismo do
microrganismo (DUNGAIT, 2011). A producdo de enzimas extracelulares oriundas do
metabolismo secunddrio de microrganismos também possibilita a prestagdo de servigo
ecologico por esses microrganismos em seus nichos, promovendo a decomposi¢ao de matéria

organica, o que faz deles um grupo alvo para a producdo desses compostos de interesse nao
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apenas para o setor agricola, mas também para as industrias alimenticia, farmacéutica, téxtil e
de papel (SELVARAIJAN, 2018).

Segundo PAPADAKI et al., (2020), o mercado global de enzimas foi avaliado em 7,1
bilhdes de dolares em 2017 e devera chegar a 10,5 bilhdes tendo a Europa como principal
produtor, responsavel por 1/3 da producdo global de enzimas, onde cerca de 70% da quota de
mercado de enzimas foi produzida por microrganismos.

Os estudos envolvendo a producao enzimatica de microrganismos passam por etapas
que envolvem processos de triagem de microrganismos de alta producao, tipo de substrato
indutor da expressdo enzimatica, avaliacdo estatistica, estabilidade da enzima e triagem
genética para possivel melhoria de microrganismos ja adaptados aos protocolos industriais
(MACHADO, 2013). Atualmente, a expressao heterologa de enzimas ¢ possivel gragas aos
avangos em biologia molecular e a redug¢ao de custo de processos de transformacao genética
que possibilita ao microrganismo adaptado a condi¢des industriais receber o gene do
microrganismo produtor recém-descoberto. Além disso, a inibigdo dessa expressdao também
precisa ser observada desde os primeiros ensaios para que possa ser desenvolvida uma
engenharia metabolica de tolerancia a inibi¢ao (SELVARAJAN, 2018).

Fungos e actinobactérias tém sido relatados na literatura como fonte de enzimas de
degradacdo da biomassa. Sdo importantes recicladores de nutrientes e essa caracteristica ¢ a
base para seu uso na hidrélise da biomassa lignocelulosica.

Para os fungos, os microrganismos mais estudados para a produgdo de enzimas
lignoceluloliticas, podemos destacar como mais importantes: 7. reesei, A. niger, A. nidulans,
pois ja possuem linhagens melhoradas disponiveis comercialmente e foram amplamente
estudadas para esse fim, além de: Fusarium oxysporum, Geotrichum candidum, Paecilomyces
varioti, Penicillium purpurogenum, Cephalosporium sp., € Trichoderma harzianum (BEG et
al., 2001). Fungos do género Aspergillus ja foram observados com potencial maximo para
degradacdo da lignina e atividade da lacase (STRONG & CLAUS, 2011). Lin et al. (2010),
estudando a populagdo de Neurospora crassa e Fusarium oxysporum observou-se que as
espécies apresentam simultaneamente alta producdo de celulase e de etanol celuldsico, esse €
um feito raro entre as espécies produtoras. Ambas as espécies foram recentemente aprovadas
para utilizagdo em experimentos com conversao direta de lignocelulose a etanol.

Actinobactérias também sao amplamente reportadas na literatura como produtoras de
enzimas lignoceluloliticas e o género mais estudado na obtengdo de enzimas e moléculas de

interesse sao os Streptomyces. Sua morfologia permite a adesdo em superficies com baixa
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atividade de 4gua, assim como os fungos, o que possibilita a colonizagdo de diferentes tipos de
substratos ao contrdrio da maioria das bactérias e leveduras, que ndo proliferam nessas
condig¢des de cultura (BEG et al., 2001).

Para as bactérias, observa-se uma diferencga estratégica celulolitica entre os grupos
aerdbios e anaerdbios. As bactérias aerdbias celuloliticas do género Acidothermus, Bacillus,
Cellulomonas, Streptomyces, Pseudomonas e Micromonospora degradam a celulose
principalmente por sistemas de celulases - enzimas capazes de degradar a forma cristalina deste
polissacarideo — semelhante aos fungos filamentosos aerobios. J& as bactérias anaerdbias
celuloliticas do género Anaerocellum, Clostridium, Fibrobacter, Butyrivibrio € Ruminococcus,
possuem complexos “celulossomas”, estruturas responsaveis por se ligarem a superficie do
substrato, sendo esta adesao especifica para a celulose (COUGHLAN; LJIUNGDAHL, 1988;
KARMAKAR, 2010).

A regulacdo da produgdo de celulase ¢ controlada por mecanismos de ativacao e
repressao, portanto, as celulases sdo conhecidas como enzimas induziveis (SUKUMARAN RK,
(2005). Anélises gendmicas demonstram que quase todas as Streptomyces contém genes que
codificam enzimas ativas de carboidratos (CAZy) e proteinas acessorias (BERLEMONT R,
2013).

A capacidade de cada microrganismo expressar tais enzimas, tem relacdo direta com
o tipo de material a ser degradado, visto que os componentes da parede celular vegetal podem
induzir a expressdo enzimatica e a composicao dessa parede difere drasticamente de acordo
com a espécie e manejo produtivo da cultura. Halliwel (1995), em estudo com a cepa ATCC
27405, observou que a atividade enzimatica foi mais efetiva no metabolismo de celulose em
papel filtro e menor atividade em celulose CFll (o substrato mais resistente).

A presenca de agucares ¢ outro fator que pode afetar negativamente a expressao
enzimatica microbiana, chamada de repressao catabdlica. Sua forma de agdo pode variar entre
espécies. Em um estudo avaliando a atividade enzimatica da bactéria Bacillus pumilus, Amani
(2007) observou que adicionar 0,6% de concentragdo de acucar em meio de cultura ndo
inativava a expressao enzimatica, pelo contrario, a presenca da glicose aumentou a atividade se
comparado com os meios que nao possuiam a glicose. No entanto, quando aumentada a
concentragdo para 1,9%, a atividade enzimatica foi drasticamente reduzida. O que indica que
uma baixa concentracao de glicose € necessaria para ativar a expressao de xilanases, porém sua
expressao ¢ reprimida quando a disponibilidade de glicose ¢ aumentada.

Além da inducao ou inibi¢do da expressdo enzimatica por substancias difusiveis no
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meio, outro fendmeno essencial pode ser observado quanto a atividade de hidrélise, o
sinergismo entre enzimas. O sinergismo ¢ um fendmeno essencial durante a hidrdlise
enzimatica da celulose. Ocorre quando a agdo combinada de duas ou mais enzimas leva a uma
atividade maior do que a soma das atividades das enzimas separadas, podendo ocorrer com
grupos de enzimas produzidos pelo mesmo microrganismo ou enzimas produzidas por
microrganismos diferentes (BETTACHE et al., 2018).

A literatura cita dois tipos de sinergias entre enzimas envolvidas no processo de
hidrolise: A sinergia entre celobiohidrolases e endoglucanases chamada sinergia Exo-Endo ¢ a
sinergia entre duas celobiohidrolases chamada sinergia Exo-Exo. A sinergia Exo-Endo ocorre
pelo ataque aleatdrio de endoglucanases levando a liberagdo de novas extremidades de cadeias
de celulose tornando-as disponiveis para o ataque de celobiohidrolases. A sinergia Exo-Exo ¢
também observada, mas seu mecanismo ndo é claramente estabelecido (ABRAO et al., 2017).

Para explicar esse fenomeno varias teorias sdo propostas como em trabalhos de
Tomme et al., (1990) e Kim et al., (1998) apresentando a hipotese da formacdo em solugdo de
um complexo enzimatico que teria atividade catalitica significativa e permitiria o aumento da
afinidade e adsor¢do das enzimas. Varios parametros parecem influenciar a sinergia: - A
concentragdo total de enzimas: quando a saturagdo do substrato por enzimas ¢ importante,
mais o grau de sinergia ¢ baixo (IGARASHI K. et al., 2006); - A influéncia da razdo de cada
enzima: controverso, uma vez que alguns autores mostraram que a razdo influencia a sinergia,
enquanto Woodward, et al., mostraram que o grau de sinergia foi independente dessa razao
(IGARASHI K. ef al., 2006; TEERI TT, 1997). As propriedades morfologicas do substrato: o
aumento da cristalinidade do substrato levaria ao aumento da sinergia (NIDETZKY B, 1994).

A atividade enzimdtica microbiana se deve a um grande reservatorio de aglomerados de
genes que tém o potencial para produzir novas moléculas secretadas. No entanto, muitos desses
agrupamentos nao sao expressos sob condi¢des culturais comuns. As culturas puras em meios
ricos em nutrientes ndo imitam os ambientes complexos em que essas bactérias evoluiram
(SEYEDSAYAMDOST et al., 2012).

Sendo assim, ¢ desejavel explorar novos métodos de cultivo baseados em cocultura
de multiplas espécies para investigar os produtos desses aglomerados de genes. O presente
trabalho implementou ensaios de interagdo bindria interespécies para minerar produtores de
enzimas lignoceluloliticas observando as interagcdes entre fungos e actinobactérias baseados no
fato de que novas linhas de evidéncia sugerem que a cocultura pode estimular a ativacao de

aglomerados genéticos silenciosos (SEYEDSAYAMDOST, 2012).
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3.3.1 Obtencao de enzimas por fermentacio em estado solido e submerso.

A fermentacdo ¢ a principal técnica de obtencdo de varias enzimas. Tanto os fungos
quanto as bactérias fornecem uma inestimavel variedade de enzimas quando fermentados em
substratos apropriados.

As siglas SSF (do inglés Solid state fermentation) e SmF (do inglés Submerged
fermentation) que, traduzindo, significam respectivamente: Fermentagdo em estado solido e
Fermentacao em estado submerso. Embora a maioria dos fabricantes de enzimas utilize técnicas
de SmF, a produtividade enzimatica por meio da SSF ¢ normalmente maior (AGNIHOTRI et
al.,2010).

A SSF apresenta baixo custo de cultivo das enzimas em relagdo a SmF, menor risco
de contaminacao e melhor estabilidade enzimatica. As condi¢des do SSF sdao especialmente
adequadas para o crescimento de microrganismos capazes de crescer em meio solido, sua
principal limitagdo ¢ a dificuldade de controle dos parametros adequados ao cultivo, o que pode
resultar em produtos indesejaveis em etapas distintas (LEITE, 2021).

Ja a SmF permite melhor controle das condi¢des durante a fermentacao pois os
parametros podem ser monitorados por sensores. E um método bem conhecido e amplamente
utilizado para a producao de celulases e xilanases (GRACIA-KIRCHNER, 2002). Em geral, a
SmF ¢ o método preferido de producdo quando os preparativos exigem enzimas mais
purificadas. O fato de a fermentagdo submersa ocorrer em reatores fechados, permite maior
controle dos parametros como oxigénio dissolvido, pH, temperatura e biomassa. J4 o SSF
permite que substratos solidos sejam utilizados testando meios complexos, geralmente utilizado

com o objetivo de melhora da biomassa para alimenta¢ao animal (CORRAL, 2006).
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4 OBJETIVO GERAL

Avaliar as atividades de enzimas produzidas em mono e cocultivos de actinobactérias e

fungos filamentosos para potencial aplicagdo na sacarificacdo de sorgo sacarino pré-tratado

quimicamente por reagdes acido/base.

4.1 Objetivos especificos

Avaliar e selecionar actinobactérias produtoras de xilanase em meio sélido e
fermentacdo submersa utilizando xilano como unica fonte de carbono;

Quantificar a produgdo de enzimas hidroliticas por actinobactérias em fermentacao
submersa utilizando sorgo como unica fonte de carbono;

Determinar a interacao actinobactérias e fungos filamentosos em meio Batata Dextrose
Agar (BDA) s6lido;

Avaliar a atividade enzimadtica de actinobactérias e fungos em mono e cocultivo em
fermentacdo submersa;

Pré-tratar a biomassa de sorgo sacarino quimicamente (acido/base);

Caracterizar a biomassa de sorgo sacarino quanto as fragdes de hemicelulose, celulose,
lignina e extrativos em agua e etanol;

Obter o rendimento de agtcares na hidrolise;

Comparar a liberagao de agucares fermentesciveis de sorgo sacarino pré-tratado
quimicamente quanto a aplicacdo de coquetéis enzimaticos comerciais € extratos
brutos enzimaticos de cocultivo entre actinobactérias e fungos filamentosos durante a

etapa de sacarificagdo.
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4 CAPITULO II: POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE ACTINOBACTERIAS
PARA PRODUCAO DE XILANASES E CELULASES

6.1 INTRODUCAO

O processamento da biomassa lignoceluldsica para obtengdo de etanol de segunda
geragao (E2G) passa por uma etapa de catalise enzimatica que degrada complexos polimeros a
monodmeros de interesse para fermentacao subsequente. A identificacdo de novas moléculas e
enzimas de alto desempenho, visando a degradacdo da biomassa, ¢ a resposta para o
desenvolvimento de processos econdmicos na producao de etanol de segunda geragao (E2QG)
(STICKLEN, 2008.). No ambito da bioenergia, as enzimas hidroliticas sdo estudadas para
aplicagdo em pré-tratamento de biomassa ou para melhoria da sacarificagdo através da
preparagdo de coquetéis enzimaticos otimizados. Isso porque a utilizagcdo de hemicelulases,
principalmente as xilanases, podem auxiliar hidrolisando a xilana que nao foi solubilizada no
pré-tratamento, possibilitando um maior acesso das celulases a celulose (HU, ARANTES,
SADDLER; 2011).

A triagem de cepas produtoras de enzimas xilanoliticas também se baseia na relacdo
entre o microrganismo e o substrato utilizado como meio de cultivo. A fonte nutricional define
a expressao das enzimas necessarias para obten¢ao de nutrientes, possibilitando conhecer as
condi¢des adequadas para cada microrganismo produtor (WIBBERG, 2016). A relagdo
microrganismo X substrato ¢ decisiva para uma boa ou ma condi¢do de expressao enzimatica,
ndo s6 pela composicao da parede celular vegetal da cultura utilizada, mas também pela forma
de cultivo. Um exemplo ¢ a morfologia de fungos e actinobactérias que, por possuirem hifas,
sdo capazes de colonizar substratos sélidos e extrair nutrientes em meio com baixa atividades
de 4gua, ao contrario da maioria das bactérias e leveduras, que ndo proliferam nessas condigdes
de cultura (BEG et al., 2001).

Actinobactérias sao procariontes filamentosos Gram-positivos cujo coeficiente de
Chargaff com alto indice G+C (entre 65-75%), possuindo ainda um genoma que varia entre 2,5
e 9,7 Mb (BETTACHE et al,, 2018). Enquadra-se na ordem Actinomicetales e compreende 14
subordens e 44 familias de constante atualizacdo de classificagdo. Compreendem o principal
grupo produtor de compostos e moléculas bioativas devido a grande diversidade metabolica que
possui, além de extensos arsenais de metabdlitos primarios e secundarios que podem ser

explorados como potenciais para biotecnologia (GOODFELLOW e FIEDLER, 2010). As



67

actinobactérias apresentam crescimento lento, com tempo médio de geragdo entre 2 a 3 horas e
podem produzir filamentos ramificados de 0,5-1,0 pm de didametro, menores que aqueles dos
fungos (HOSHINO E, et al., 1997). Sao organismos geralmente quimioorganotroficos, usando
uma grande variedade de fontes de energia, incluindo polimeros complexos ou
quimioautotrdficas e também utilizando a oxidagdo do hidrogénio como fonte de energia e o
didxido de carbono como fonte de carbono. As actinobactérias optam por um pH neutro ou
ligeiramente alcalino, geralmente sdo mesofilas, outras termofilicas e toleram temperaturas de
50 °C a 60 °C (GRIGOREVSKI et al., 2005).

Actinobactérias também sdo uma op¢ao viavel para producio de enzimas degradadoras
de lignocelulose. Além de produzir diversos antibioticos, elas também produzem enzimas
hidroliticas como amilase, pectinase, celulase, lipase, protease, catalase e xilanase
(DORNELAS et al.,, 2017, TAKENAKA et al,, 2019; GOMES, 2016; HU, ARANTES,
SADDLER, 2020; PORSUK, 2013).

A produgdo industrial de enzimas ¢ normalmente limitada pelo alto custo dos
substratos utilizados para o cultivo dos microrganismos (SINGH, 2018). Para tornar a produgao
de enzimas mais competitiva, a utilizagdo de substratos de menor custo e facilmente disponiveis
deve ser explorada (GRIGOREVSKI et al., 2005).

O sorgo sacarino faz parte de um grupo de cultivares apropriadas para produgio de
silagem e/ou como alternativa para producao de etanol (BOLFE, 2011) e pode ser explorado
como fornecedor de carbono para crescimento microbiano na producao de enzimas.

Diante do exposto, o presente Capitulo do trabalho avaliou a capacidade de
actinobactérias, pertencentes a Colecdo de Microrganismos Multifuncionais e Fitopatogénicos
da Embrapa Milho e Sorgo (CMMF-MS) Sete Lagoas-MG, de utilizarem o sorgo sacarino como

substrato para produgao de enzimas hidroliticas, Xilanase, FPase ¢ Endoglicanase.
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6.2 MATERIAL E METODOS

6.2.1 Microrganismos utilizados

Um total de 53 isolados de actinobactérias, pertencentes a Cole¢ao de Microrganismos
Multifuncionais e Fitopatégenos da Embrapa Milho e Sorgo (CMMF-MS), Sete Lagoas-MG
foram utilizados nessa etapa do trabalho (TABELA 1). Os experimentos foram conduzidos no

Laboratdrio de Microbiologia e Bioquimica dos Solos da Embrapa Milho e Sorgo.

Tabela 1: Relacao das actinobactérias ultilizadas.

LINHAGEM CODIGO ESPECIE
ALELOMICRO
AE3J64 BRM 047877 Streptomyces sp.
A404 BRM 047951 Streptomyces chartreusis
AEPFSRII31 BRM 047955 Streptomyces phaeopurpureus

A505 BRM 047875 Streptomyces sp.

ACJ1 BRM 047719 Streptomyces ossamyceticus

A402 BRM 047981 Streptomyces sp.

LD16 BRM 047960 Streptomyces galbus
ACJ26 BRM 047077 Streptomyces capoamus
ARLI55 BRM 047078 Streptomyces sp.
K18A18 BRM 047940 Streptomyces sp.

AMSJ45 BRM 047499 Streptomyces curacoi

A465 BRM 047878 Streptomyces sp

ACSL1 BRM 047942 Streptomyces seymenliensis
AEPFSRII29 BRM 047723 Streptomyces scabiei

A509 BRM 047872 Streptomyces deserti
ARLI51 BRM 047939 Streptomyces griseoruber
ARLJ49 BRM 047943 Amycolatopsis rhabdoformis
ACT115 BRM 047947 Streptomyces thioluteus
ARLJ48 BRM 047503 Streptomyces chiangmaiensis
ACT83 BRM 047938 Streptomyces longwooddensis

Al6 BRM 047941 Streptomyces griseoruber

A405 BRM 047944 Streptomyces sp.
AE3)57 BRM 047945 Streptomyces purpeofuscus
K10A10 BRM 047946 Streptomyces seymenliensis
ACT641 BRM 047948 Amycolatopsis rhabdoformis

LD27 BRM 047950 Streptomyces corchorusii

LD18 BRM 047953 Streptomyces phaeopurpureus
ACSL2 BRM 047954 Streptomyces chartreusis




69

CONTINUACAO DA TABELA.

A346
A413
AE3J76
A403
Al12
LD1
AC77
ACJ27
AC54
ACT645
AC25
ACT80
AC91
AC67
AC27
AC50
AC18
A517
ACJ17
ACT64
ACT627
AEPFSRIIS
AC73
A450
LD28

BRM 047956
BRM 047957
BRM 047958
BRM 047959
BRM 047973
BRM 047974
BRM 047975
BRM 047976
BRM 047977
BRM 047978
BRM 047979
BRM 047980
BRM 047982
BRM 047983
BRM 047984
BRM 047985
BRM 047986
BRM 047987
BRM 047988
BRM 047990
BRM 047991
BRM 047992
BRM 048230
BRM 047937
BRM 047936

Streptomyces endophyticus
Streptomyces sp
Streptomyces yunnanesnsis
Streptomyces sp.
Kitasatospora atroaurantiaca
Streptomyces massasporeus
Kitasatospora phosalacinea
Streptomyces sp
Streptomyces sasae
Streptomyces sp
Amycolatopsis rifamycinica
Streptomyces phaeochromogenes
Streptomyces yunnanesnsis
Streptomyces phaeopurpureus
Streptomyces lydicus
Streptomyces sampsonii
Streptomyces longwoodensis
Streptomyces phaeochromogenes
Streptomyces bangladeshensis
Streptomyces coacervatus
Streptomyces sp
Streptomyces olivochromogenes
Streptomyces sp
Amycolatopsis bullii
Streptomyces sp.

6.2.2 Reativacio e teste de pureza dos isolados

Fonte: Da autora (2023)

Inicialmente, as actinobactérias conservadas em glicerol a temperaturade 20° C, foram

reativadas através da transferéncia de fragmentos de cada cultura estoque para placas de Petri

contendo meio de cultura sélido Agar Glicerol Asparagina (AGA) contendo 1 gL' de L-

asparagina, 10 g.L! de glicerol, 1 g.L' de KHoPOu, 15 g.L! de 4gar, 1 mL.L"! de solugdo de

micronutrientes suplementado com 0,03 gL' do fungicida ciclohexamida, seguido de

incubagao por um periodode 14 dias a temperatura de 30°C.
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6.2.3 Teste da capacidade de uso de xilano como fonte de carbono.

A atividade da enzima xilanase em meio solido foi efetuada através de Indice Enzimatico
(IE) de acordo com a metodologia preconizada por LOPES et al., (2011). Coldnias isoladas de
cada estirpe de bactéria crescida em meio BDA foram ressuspendidas em solucdo salina 0,85%
estéril e aliquotas de 200 puL dessa suspensdo foram distribuidas em pocos de placas tipo Elisa
contendo 96 cavidades. Em seguida, uma amostra de cada suspensao foi transferida para uma
placa de Petri 150 x15mm contendo meio xilano 10 g L! (xilana beechwood - Sigma-Aldrich;
St. Louis, MO. USA), 0,6 g.L"! extrato de levedura, 7,0 g.L "' KH2PO4, 2,0 g.L"! KoHPO4, 0,1
gL' MgS04.7H20, 1,0 g.L! (NH4) 2S04, 15 g.L'! 4gar, pH 5.3 corrigido. Apds o periodo de
72 h de incubagdo a temperatura de 30°C, efetuou-se a medida dos halos em torno de cada
colonia, que representa a capacidade de degradacdo do xilano, para estimativa de seus
respectivos indices enzimaticos (IE).

O halo de degradacao foi revelado utilizando corante Vermelho Congo (1%), seguido
de sucessivas lavagens de NaCl 1M e estabilizacdo do crescimento com uma lavagem/

inundac¢do da placa com HCI 1M (TEATHER e WOOD,1983).

O IE foi calculado utilizando-se a equagdo 1:

“Diametro do halo de hidrolise

IE = (D

Diidmetro da colinia

6.2.4 Avaliacao da atividade enzimatica em meio liquido

A atividade enzimatica em cultivo submerso, foi avaliada somente para os seis
primeiros colocados de um ranking que considerou potenciais produtores em meio solido,
aqueles que apresentaram indice enzimatico superior a 2,5 (IE > 2,5), segundo a metodologia
de LOPES et al. (2011).

Para iniciar os ensaios de atividade xilanoliticas, as culturas de actinobactérias
selecionadas, foram inoculadas em dois meios diferentes.

O primeiro contendo xilano como fonte de carbono, incluindo 10,0 g.L*! de xilano
(xilana beechwood - Sigma-Aldrich; St. Louis, MO. USA), 3,0 g.L"! extrato de levedura, 7,0
g. LT KH2PO4, 2,0 g. L' KoHPO4, 0,1 g. L' MgS04.7H20, 1,0 g. L' (NH4)SO4,5,0 g.L! peptona,
pH 6.0 corrigido (LOPES et al., 2011), o segundo contendo biomassa de sorgo sacarino seca in
natura (sem pré-tratamento) 1% p/v como unica fonte de carbono, incluindo K;HPO4 0,01 g.L°

I (NH4):80s 0,01 g.L', NaCl1 0,01 g.L"', MgS04.7H,0 0,01 g.L"! (SING et al., 2012) .
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A esterilizagdo dos meios foi realizada a 121 °C durante 20 min.
Um disco micelial totalmente colonizado foi transferido para Erlenmeyer (de 50 mL
de capacidade) contendo 30 mL de meio de cultivo descrito acima.

O in6culo foi cultivado durante 48h a 150 rpm e 30 °C em agitagdo constante.

6.2.5 Determinacido enzimatica

Ap6s o periodo de inoculagdo, o meio foi filtrado em papel-filtro qualitativo Whatman
N°1 (GE Healthcare Life Sciences; Piscataway, NJ. USA) e o sobrenadante utilizado como
extrato bruto enzimatico.

Para determinacdo da atividade de xilanase, adicionou- se 10 uL. do extrato bruto
enzimatico em 20 pL de xilano (xilana beechwood 2% - Sigma-Aldrich; St. Louis, MO. USA)
(m/v) (substrato). O branco do substrato foi feito substituindo o volume da enzima por tampao
citrato de sodio/acido citrico 0,1M pH 5.0 e o branco da enzima substituindo a xilana por tampao.
A reacdo foi feita em termociclador por 30 minutos a 50 °C. Posteriormente, adicionou-se 60 pL
de DNS (4cido 3,5 — Dinitrosalicilico) e incubou-se em termociclador a 95 °C por 10 min
(MILLER, 1959). Foram diluidas, 45 pL da reagdo em 100 uL de 4gua deionizada em placas
Elisa, e a leitura feita em espectrofotometro a 540 nm.

Para o calculo de atividade enzimatica, uma curva analitica de xilose foi relacionada
com a leitura do ensaio. Para constru¢do da curva, uma aliquota de 10 pL de cinco diluigdes de
xilose, foi adicionada a uma placa de 96 pogos contendo 20 pL de solu¢do tampao e 60 pL. de DNS
incubados em termociclador por 10 minutos a 95°C. Uma aliquota de 45 pL foi diluida em 100
uL de agua deionizada emplaca Elisa para leitura em espectrofotdometro a 540 nm. O valor da
absorbancia de cada ponto corresponde ao valor absoluto de xilose a ser estimado no céalculo
de atividade.

Uma unidade de xilanase (UL mL!) foi definida como a quantidade de enzima que

hidrolisa o substrato para gerar 1 pmol de xilose por minuto.

6.3 Analise de dados

Todos os experimentos foram feitos em triplicata biologica. Os dados foram submetidos
a analise de variancia e ao teste e médias de Scott-Knott (p <0,05) no software R (R Core Team,

2022).
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6.4 RESULTADOS

6.4.1 Reativacao e teste de pureza dos isolados.

Todos os isolados reativados apresentaram bom crescimento em placa de Petri
(FIGURA 18) contendo meio Batata Dextrose Agar (BDA) demonstrando viabilidade das

cepas.

Figura 18: Reativacdo dos isolados actinobacterianos

Legenda: (A) transferéncia dos isolados (B) actinobactérias crescidas em meio BDA.
Fonte: Da autora (2023).

6.4.2 Avaliacao da atividade enzimatica em meio sélido

Das cinquenta e quatro cepas testadas na primeira fase (TABELA 1), apenas vinte e
quatro (FIGURA 19) foram capazes de degradar xilana presente no meio. Entre elas, dezesseis
preencheram o critério de selecdo segundo LOPES et al, (2011), apresentando IE superior a
2,5 conforme apresentado na Tabela 2. As dezesseis actinobactérias enquadradas nos critérios
de selecao foram cultivadas em meio liquido contendo xilano como tnica fonte de carbono. As
seis melhores produtoras de enzima xilanase em meio liquido foram selecionadas para a etapa
de cultivo submerso utilizando o sorgo sacarino in natura como unica fonte de carbono.

Os resultados do cultivo em placa de Petri contendo meio sélido com xilano como unica
fonte de carbono foram expressos em (mm) por halos de hidrolise e reveladas pela adicao de

corante Vermelho do Congo (1%) ao final de sete dias, mostrados na Figura 19.
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Figura 19: Halos de hidrolise em meio sélido contendo Xilano como tnica fonte de carbono

Legenda: Actinobactérias crescidas em placa de Petri em meio s6lido contendo xilano como unica fonte
de carbono. (B) Inundagdo da placa com corante Vermelho Congo (1%) para revelar halo de hidrdlise.
(C, D, E) Visualizagdo de halos. Destaque em circulo preto para melhor visualizagdo. As cepas (A505)
Streptomyces sp., (AMSI45) Streptomyces curacoi, (ARLI49) Amycolatopsis rhabdoformis, (ACSL1)
Streptomyces seymenliensis, (A404) Streptomyces chartreusis, (A465) Streptomyces sp., (ARLJ51)
Streptomyces griseoruber, (ARLI55) Streptomyces sp., (ACJ1) Streptomyces ossamyceticus, (ACJ26)
Streptomyces capoamus, (ARLI48) Streptomyces chiangmaiensis, (AS509) Streptomyces deserti,
(ACT115) Streptomyces thioluteus, (AE3J64) Streptomyces sp., (A402) Streptomyces sp.,
(AEPFSRII31) Streptomyces phaeopurpureus, (K18A18) Streptomyces sp. foram capazes de atender o
critério de IE > 2,5.
Fonte: Da autora (2023).

O indice enziméatico ¢ um parametro semiquantitativo e tem sido muito utilizado para
triagem, visto que sua metodologia simples permite observar com bastante reprodutibilidade
em microrganismos produtores de enzimas de interesse (BEG et al., 2000; ANGELICA et al.,
2013). O valor de indice enzimatico pode nao corresponder a maior producao da enzima em
fermentagdo submersa, visto que a expressdo enzimatica microbiana ¢ regulada por diversos
fatores intrinsecos ao meio. Porém, permite a identificagdo de microrganismos produtores de
enzimas de forma simples e rapida, sendo caracterizado como um método facilmente adaptavel
a qualquer microrganismo viavel (TEATHER e WOOD, 1983).

Neste estudo, 45% dos microrganismos mostraram resultados positivos frente a

produgdo de xilanase. Trinta porcento deles atenderam o critério de sele¢cdo ficando acima
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de 2,5 pelo método avaliado de LOPES et al., (2011).

Tabela 2: Relacdo dos isolados de Actinobactérias da Coleg¢ao de Microrganismos
Multifuncionais e Fitopatogenos da Embrapa Milho e Sorgo (CMMF-MS) selecionados pelo
indice enzimatico (IE).

ISOLADO ESPECIE INPICE
ENZIMATICO (IE)
A505 Streptomyces sp. 6,5
AMSJ45 Streptomyces curacoi 5,7
ARLJ49 Amycolatopsis rhabdoformis 5,6
ACSLI Streptomyces seymenliensis 4,5
A404 Streptomyces chartreusis 4
A465 Streptomyces sp. 4
ARLJ51 Streptomyces griseoruber 3,3
ARLJS55 Streptomyces sp. 33
ACJ1 Streptomyces ossamyceticus 3
ACJ26 Streptomyces capoamus 3
ARLJ48 Streptomyces chiangmaiensis 3
A509 Streptomyces deserti 3
ACT115 Streptomyces thioluteus 3
AE3J64 Streptomyces sp. 2,5
A402 Streptomyces sp. 2,5
AEPFSRII31 Streptomyces phaeopurpureus 2,5
K18A18 Streptomyces sp. 2,5

6.4.3 Atividade enzimatica em cultivo submerso utilizando xilano como unica fonte de

carbono

Como dissemos, o IE ndo estd diretamente ligado a producdo enzimdatica em meio
liquido. Diante disso, as dezesseis actinobactérias que atenderam ao critério IE > 2,5 (TABELA
2) foram inoculadas em meio liquido contendo xilano como tUnica fonte de carbono para

avaliacdo da atividade enzimatica (FIGURA 20).
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Figura 20: Atividade enzimatica de xilanase em cultivo submerso contendo xilano como
unica fonte de carbono.
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Legenda: Atividade de xilanase por actinobactérias S. curacoi (AMSJ45), Streptomyces sp. (A465), S.
ossamyceticus (ACI1), S. capoamus (ACJ26), S. chiangmaiensis (ARLI48), S. thiolutheus (ACT115)
em cultivo submerso contendo xilano como tnica fonte de carbono. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

Fonte: Da autora (2023)

Para o teste de cultivo submerso em meio contendo xilano como unica fonte de
carbono, as actinobactérias Streptomyces capoamus (ACJ26), Streptomyces chiangmaiensis
(ARLJ48), Streptomyces thiolutheus (ACT115) foram as melhores produtoras, apresentando
respectivamente (12 + 1,76 UL mL™), (10 £ 2,9 UL mL') e (10 £ 0,11 UL mL"! sem diferenca
estatistica entre elas, seguidas de Streptomyces ossamyceticus (ACJ1) com (7 + 0,33 UL mL")
diferindo estatisticamente das demais. Houve producdo enzimdtica para as actinobactérias
Streptomyces sp. (A465) (4 £ 1 UL mL™), Streptomyces curacoi (AMSJ45) (3 0,75 UL mL"
Y, Amycolatopsis rhabdoformis (ARLJ49) (3 + 0,43 UL mL™), Streptomyces griseoruber
(ARLJ51) (3 £ 0,11 UL mL"), Streptomyces sp. (A505) (2 + 0,48 UL. mL™) e Streptomyces
deserti (A509) (2 + 0,25 UL mL™") com diferenca estatistica do controle. As cepas (AE3J64)
Streptomyces sp (2 + 0,56 UL. mL™), Streptomyces chartreusis (A404) (1 £ 0,52 UL mL™),
Streptomyces phaeopurpureus (AEPFSRII31) (1 £ 0,06 UL mL™), Streptomyces sp. (A402)
(0,66 £ 0,30 UL mL™"), Streptomyces seymenliensis (ACSL1) (0,66 + 025 UL mL",
Streptomyces sp. (K18A18) (0,33 + 0,27 UL. mL™), Streptomyces sp. (ARL55) (0,33 + 0,48 UL.
mL") ndo apresentaram diferenca estatistica entre elas e em relagio ao controle.

Todas as dezessete actinobactérias selecionadas pelo IE na etapa de cultivo sélido,

apresentaram produ¢do enzimdatica em cultivo submerso. As seis melhores produtoras de
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enzima xilanase em cultivo submerso, Streptomyces capoamus (ACJ26), Streptomyces
chiangmaiensis (ARLJ48), Streptomyces thiolutheus (ACT115), Streptomyces sp. (A465),
Streptomyces curacoi (AMSJ45), Amycolatopsis rhabdoformis (ARLJ49), foram selecionadas

para etapa de fermentagao submersa utilizando sorgo sacarino como unica fonte de carbono.

6.4.4 Atividade enzimatica em cultivo submerso utilizando biomassa de sorgo sacarino

como unica fonte de carbono

As actinobactérias selecionadas na etapa anterior foram inoculadas em dois meios
distintos (FIGURA 21): o primeiro contendo biomassa de sorgo sacarino como unica fonte de
carbono, e o segundo contendo xilano como fonte unica de carbono (controle positivo). Apds a
fermentagdo, o sobrenadante foi utilizado como extrato bruto enzimatico para atividade de
xilanase, FPase e endoglicanase (TABELA 3) (FIGURAS 22, 23 e 24). A fermentagdo foi
realizada durante 48 horas, a 30°C, em Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de meio
liquido.

Figura 21: Fermentagdo submersa de actinobactérias

XILANO

Legenda: Fermentacdo submersa de actinobactérias S. curacoi (AMSJ45), Streptomyces sp. (A465), S.
ossamyceticus (ACJ1), S. capoamus (ACI26), S. chiangmaiensis (ARLJ48), S. thiolutheus (ACT115)
em dois meios contendo sorgo sacarino e xilano como unica fonte de carbono.

Fonte: Da autora (2023).

A atividade das enzimas xilanase, endoglicanase e FPase, foram mensuradas
utilizando o extrato bruto enzimatico obtido ao final de 48h de fermentacao submersa. Os dois
meios foram comparados com o objetivo de avaliar o sorgo sacarino como substrato indutor

das enzimas Xilanase, FPase e Endoglicanase.
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Tabela 3: Atividade enzimética de actinobactérias em meio contendo xilano como tnica
fonte de carbono.

Xilano de Beechwood (Sigma Aldrich)

Atividade enzimatica (Ul. mL )

ACl1 ACJ26 AMSJ45 A465 ARLJ48 ACT115 Controle
Xilanase 19+2,16 24+£3,52 0,27+0,14 *ND 5+158 0,53+0,15 *ND
Fpase *ND 0,16+0,07 0,1+0,03 1,12+0,37 0,64+0,3 0,1+0,03 *ND

Endoglicanas
0,99+0,15 0,03+0,01 0,18+0,03 0,08 £0,01 *ND 0,21+0,05 *ND
e

Legenda: *ND Nao detectada
Fonte: Da autora (2023)

Figura 22: Atividade enzimatica para xilanase
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Legenda: Atividade de xilanase por actinobactérias S. curacoi (AMSJ45), Streptomyces sp. (A465), S.
ossamyceticus (ACJ1), S. capoamus (ACJ26), S. chiangmaiensis (ARLJ48), S. thiolutheus (ACT115)
em cultivo submerso contendo xilano como tnica fonte de carbono. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

Fonte: Da autora (2023)
Para a enzima xilanase, S. capoamus ACI26 (24 + 3,52 UL. mL™), S. ossamyceticus
ACJ1 (19+2,16 UL. mLY) e S. chiangmaiensis ARLJ48 (5 + 1,58 UL mL"!) foram os melhores
produtores, respectivamente, apresentando diferenga estatistica entre eles e os demais isolados.
Nao foi possivel detectar atividade para Streptomyces sp. (A465) nas condi¢des do ensaio. S.
thiolutheus (ACT115) e S. curacoi (AMSJ45) ndo apresentaram diferenca estatistica em relagao

ao controle.
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Figura 23: Atividade de FPase por actinobactérias
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Legenda: Atividade de FPase por actinobactérias S. curacoi (AMSIJ45), Streptomyces sp. (A465), S.
ossamyceticus (ACJ1), S. capoamus (ACJ26), S. chiangmaiensis (ARLJ48), S. thiolutheus (ACT115)
em cultivo submerso contendo xilano como tnica fonte de carbono. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica para os valores apresentados (p<0,05) pelo teste de Scott knott.

Fonte: Da autora (2023)

Para a enzima FPase, a maior atividade foi detectada para Streptomyces sp. A465 (1,12
+ 0,37 UL mL") e S. chiangmaiensis ARLJ48 (0,64 = 0,3 UL mL!) com diferenca estatistica
entre eles. Nao foi possivel detectar atividade para S. ossamyceticus ACJ1 nas condi¢des do
ensaio e S. capoamus (ACJ26), S. thiolutheus (ACTI115) e S. curacoi (AMSJ45) nao

apresentaram diferencga estatistica em relagcdo ao controle.

Figura 24: Atividade de endoglicanase por actinobactérias
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Legenda: Atividade de endoglicanase por actinobactérias S. curacoi (AMSJ45), Streptomyces sp.
(A465), S. ossamyceticus (ACI1), S. capoamus (ACJ26), S. chiangmaiensis (ARLJ48), S. thiolutheus
(ACT115) em cultivo submerso contendo xilano como tnica fonte de carbono. Letras diferentes indicam
diferenga estatistica para os valores apresentados (p<0,05) pelo teste de Scott knott.

Fonte: Da autora (2023)
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A maior atividade enzimatica de endoglicanase (FIGURA 24) foi expressa em S. ossamyceticus
(ACJ1) (0,99 £ 0,15 UL mL"") e diferiu estatisticamente dos demais, seguido de S. thiolutheus
(ACT115) e S. curacoi (AMSJ45) ndo apresentando diferenca estatistica entre eles.

Para o ensaio de fermentagao submersa utilizando a biomassa do sorgo sacarino como
unica fonte de carbono, realizada durante 48h a 30°C sob agita¢do de 150 rpm, nao foi possivel
detectar a atividade enzimatica das actinobactérias S. curacoi (AMSJ45), Streptomyces sp.
(A465), S. ossamyceticus (ACI1), S. capoamus (ACJ26), S. chiangmaiensis (ARLJ48), S.
thiolutheus (ACT115) para xilanase, FPase ou endoglicanase.

Um novo experimento foi montado com intuito de investigar a resposta enzimatica
bacteriana em relagdo ao uso do sorgo sacarino como substrato. O novo ensaio foi feito nas
mesmas condigdes de agitagao (150 rpm) e temperatura (30 °C) porém o tempo de fermentagao
foi alterado, de modo que as atividades foram avaliadas a cada 24 horas, até completar 96 horas.

Nesse ensaio, apenas as atividades de xilanase (TABELA 4) e FPase foram testadas.

Tabela 4: Atividade de enzima xilanase produzida por actinobactérias utilizando sorgo
sacarino como unica fonte de carbono

Sorgo sacarino

Xilanase Ul. mL?

ACJ1 ACJ26 AMSJ45 A465 ARLJ48 ACT115 Controle
24h *ND *ND *ND *ND *ND *ND *ND
48h 0,8 +0,06 *ND *ND *ND *ND *ND *ND
72h 30,15 0,3 + 0,005 3+0,3 *ND *ND *ND *ND
96h 4,4+0,9 0,8 +£0,07 4,5+0,3 *ND *ND *ND *ND

Legenda: Atividade da enzima xilanase produzida por actinobactérias S. curacoi (AMSI45),
Streptomyces sp. (A465), S. ossamyceticus (ACI1), S. capoamus (ACJ26), S. chiangmaiensis (ARLJ48),
S. thiolutheus (ACT115) em meio contendo sorgo sacarino “in natura” como Unica fonte de carbono,
avaliados a 24h, 48h, 72h e 96h.
*ND nao detectada

Fonte: Da autora (2023)

Os maiores valores foram encontrados ap6s 96 horas de fermentacao, momento em que
as trés actinobactérias expressaram mais intensamente a enzima. S. curacoi (AMSJ45)
apresentou a maior atividade (4,5 = 0,3 UL mL™"), seguida por S. ossamyceticus (ACJ1) (4,4 =
0,9 UL mLY) e S. capoamus (ACJ26) (0,8 + 0,07 UL mL™!"). Em relagdo a enzima FPase, nio
foi possivel detectar atividade em nenhuma das actinobactérias testadas em nenhum dos tempos

avaliados, de acordo com as condi¢des do ensaio.
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6.5 DISCUSSAO

6.5.1 Producao de xilanase em meio solido e submerso utilizando xilano como unica fonte

de carbono.

Entre os diversos metabolitos importantes que as actinobactérias podem produzir,
estdo as enzimas extracelulares responsaveis por viabilizar o metabolismo do carbono. O
presente trabalho avaliou as atividades enzimaticas de celulases e xilanases de actinobactérias
pertencentes a Cole¢do de Microrganismos Multifuncionais e Fitopatogénicos da Embrapa
Milho e Sorgo e obteve 45% de um universo de cinquenta e quatro cepas avaliadas capazes de
expressar a enzima xilanase em meio solido (TABELA 2).

O screening inicial previa a atividade de xilanase como foco principal, com intuito de
selecionar cepas capazes de expressar xilanase em meio so6lido e, posteriormente, obter um
extrato bruto enzimatico produzido em meio liquido que contribuisse na desconstru¢dao da
fragao hemicelul6sica da biomassa vegetal.

Diversos autores ja apresentaram o indice enzimatico (IE) como uma solucao simples
e reprodutivel para avaliar a atividade enzimatica de microrganismos isolados de diferentes
ambientes em meio sélido. Entre eles, podemos citar Dornelas et al. (2016), que em seu trabalho
de caracterizagdo de actinobactérias isoladas do solo de cerrado, encontrou atividade de
amilase, celulase e lipase para a maioria dos isolados de seu ensaio. Entre esses, as cepas S.
ossamyceticus (ACJ1) e S. capoamus (ACJ26) apresentaram IE de 4,42 e 3,83, respectivamente,
para celulase, utilizando carboximetilcelulose como substrato. Omar et al. (2017) e
Sanjivkumar et al. (2017) apresentaram IE maximo de 3,25 para as actinobactérias testadas na
producao de xilanases, ou seja, resultados inferiores aos encontrados no presente trabalho.
Marques (2022) encontrou, ao caracterizar actinobactérias de solos cultivados do cerrado,
atividades enzimaticas de xilanase variando o IE de 1,58 a 6,03, o que demonstrou a grande

variabilidade nas amostras analisadas pelos autores.

A escolha do meio solido seguido do cultivo submerso estd baseada no fato de que as
actinobactérias apresentam grande heterogeneidade de desenvolvimento e metabolismo em
diferentes superficies de resposta. A grande maioria das actinobactérias nao conclui seu ciclo
de esporulagdo em meio liquido, e a fisiologia desse microrganismo estd diretamente ligada a

produgdo de metabolitos, como enzimas extracelulares (CHATER, 2016).
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De fato, entre as dezessete actinobactérias testadas em meio sélido, as trés cepas que
apresentaram maior [E foram Streptomyces sp (AS505), S. curacoi (AMSJ45) e Amycolatopsis
rhabdoformis (ARJ49) com IE de 6,5, 5,7 e 5,6 respectivamente, quando testadas em cultivo
submerso, indicando boa expressao enzimatica em meio soélido. Os melhores produtores da
enzima xilanase foram Streptomyces capoamus (ACJ26), com 12 + 1,76 UL mL-1,
Streptomyces chiangmaiensis (ARLJ48), com (10 £ 2,9 UL mL-1), e S. thiolutheus (ACT115),
com 10 = 0,11 UL mL-1. Esses resultados evidenciam que o meio de cultivo interfere na
expressao enzimatica, ndo somente em relagdo a composi¢do do substrato, mas também as
condigdes fisicas do meio de cultivo, de acordo com a resposta fisiologica do microrganismo

testado.

Valores encontrados na literatura para a atividade de enzimas xilanoliticas produzidas
por Streptomyces variam entre as espécies estudadas e as condigdes de cultivo. Tuncer ef al.
(2004) obtiveram 22,41 UL mL™' em condi¢des otimizadas de produgio em meio contendo
xilana de aveia apods 4 dias de incubagdo a 30°C. Nascimento et al. (2002), trabalhando com
actinobactéria isolada de solo de cerrado, observaram a valores de atividade xilanasica de 70 U
mL™! com “xilana de larchwood” como substrato. Por sua vez, Danso (2022), em seu ensaio
com uma actinobactéria isolada de cupim, obteve producdo de celulase e xilanase com dez dias
de cultivo em meio contendo 15 g. L'! de palha de trigo e extrato de levedura a 1,5%. As
atividades foram estimadas em 6,560 e 0,866 U mL"!, respectivamente. Como podemos
observar, as atividades sdo menores em trabalhos de investigagdo do que em pesquisas de
otimizacdo. Isso significa que a atividade enzimatica das actinobactérias testadas pode ser
aumentada se parametros nutricionais, fisicos € quimicos forem ajustados segundo metodologia

de otimizagao.

6.5.2 Avaliacdo da atividade enzimatica de actinobactérias utilizando biomassa de sorgo

sacarino como unica fonte de carbono

A eficiéncia na producao de enzimas lignoceluloliticas dos cultivos submersos de
actinobactérias foi avaliada em fun¢ao de dois tipos de substrato indutor: a biomassa de sorgo
sacarino e xilano de Beech Wood (Sigma Aldrich®). O segundo foi usado como controle
positivo visto que, no teste anterior, todas as actinobactérias testadas foram capazes de produzir

xilanase quando inoculadas em meio contendo o xilano como tnica fonte de carbono.

Para os ensaios de 48 horas, ndo foram detectadas as producdes enzimaticas de
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xilanase, FPase e endoglicanase quando o sorgo foi usado como unica fonte de carbono. J4 as
atividades foram identificadas para xilanase utilizando o xilano. S. capoamus (ACJ26) foi a
melhor produtora, chegando a 24 UI. mL™'. Para FPase, a maior atividade ocorreu em
Streptomyces sp. (A465), com 1,12 Ul mL!. Para atividade de endoglicanase, S. ossamyceticus
(ACI1) apresentou uma atividade de 0,99 U. mL"!. Em trabalhos anteriores DORNELAS et al
(2016) avaliaram a produgdo de endoglicanase (CMcase) por S. ossamyceticus (ACJ1) e S.
capoamus (ACJ26) em testes de cultivo em meio s6lido usando (CMC). A hipdtese foi
corroborada no presente trabalho, agora em meio liquido, porém com produgdes muito baixas.
Além disso, S. ossamyceticus (ACJ1) ndo apresentou atividade de FPase em nenhum dos testes
feitos e a atividade de FPase de S. capoamus (ACJ26) também foi considerada baixa (0,16 U
mL1). Isso sugere que ambas as actinobactérias sdo promissoras no uso de enzimas xilanoliticas

em processos em que as enzimas celuloliticas devem estar ausentes (MOURA, 2021).

Em trabalhos avaliando a producdo de xilanases livres de celulases por Streptomyces
sp., TECHAPUN et al., (2002) e PRADEEP G.C. et al, (2013) observaram atividades
enziméticas de 12,5 U. mL"' ¢ 4197,1 U. mL™! utilizando bagaco de cana moido e farelo de trigo
como fontes de carbono, respectivamente. O primeiro apresentou resultados inferiores aqueles
do presente trabalho e o segundo apresentou valores muito superiores, devendo-se ao fato de
que a metodologia utilizada possui uma etapa de purificacio da enzima. O uso de tais
microrganismos ¢ indicando para a industria de branqueamento de papel, ja que ¢ considerado
um método de branqueamento ecoldgico que reduz significativamente a carga de residuos

toxicos proveniente da cloragdo da lignina (MOURA, 2021).

Em seu trabalho com actinobactérias isoladas de solo, HAMEDI (2020) apresentou
um branqueamento de polpa para produgdo de papel que reduziu em 25% o uso de clorados
quando utilizado apenas o caldo da fermentagdo, sem métodos de purificagdo enzimatica. Os
resultados foram comparaveis a utilizacdo de moléculas obtidas de caldo purificado, refor¢ando
a ideia de que abordagens biotecnoldgicas sdo ambientalmente amigaveis e alternativas aos
métodos quimicos tradicionais. PORSUK (2013) chegou a valores de 255 U mL™! em ensaio
otimizado com temperatura de 60°C e meio suplementado com extrato de levedura e “xilana

spelt” sob fermentagdo submersa em pH alcalino.

Foi montada uma nova batelada para obter uma resposta mais aprofundada quanto ao
uso do sorgo como indutor de atividade enzimatica. O novo ensaio incluiu avaliagdes durante

cinco dias a cada vinte e quatro horas, levando em consideracdo que um dos parametros que
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influenciam a producdo enzimatica ¢ o tempo de cultivo. As enzimas avaliadas neste novo

ensaio foram xilanase e FPase.

As actinobactérias S. ossamyceticus (ACJ1), S. capoamus (ACJ26) e S. curacoi
(AMSJ45) foram capazes de produzir xilanase utilizando o sorgo sacarino como Unica fonte de
carbono. Os maiores valores foram encontrados apds 96 horas de fermentacao, quando as trés
actinobactérias tiveram a maior expressao da enzima, sendo S. ossamyceticus (ACJ1) (4,4 £0,9
UL mL™), S. capoamus (ACJ26) (0,8 0,07 Ul mL") e S. curacoi (AMSJ45) (4,5+0,3 Ul mL"

1. Isso indica que o sorgo é uma opgdo para os microrganismos citados.

Nascimento et al. (2020) avaliaram a atividade enzimatica de um isolado de
Streptomyces sp. obtido de solo de cerrado, tendo como resultado valores de 70,0 U. mL™" de
xilanase utilizando “xilana de larchwood" a 1% (p/v) como substrato. J& em residuos
agroindustriais como farelo de trigo, gérmen de trigo, graos gastos de cerveja, espigas de milho
e lodo de reciclagem de papel, foram obtidos valores de 28,4 U. mL ™!, 20,4 U. mL™, 16,0 U.
mL ™1, 9,1 U.mL"e7,9U. mL"!, respectivamente. Assim como no presente trabalho, os autores
demonstraram como as xilanas comerciais ajudam a entender melhor a acdo das enzimas,
quando comparadas a substratos complexos como biomassas, ja que a degradacdo desses
materiais depende de uma gama de enzimas e moléculas acessorias. Essas enzimas se ligam a

parede celular vegetal e acessam as fragdes hidrolisaveis disponiveis na biomassa (BAO, 2021).

Silva (2020), ao avaliar a produgdo de enzimas celuloliticas e xilanoliticas pelo fungo
Trichoderma reesei a partir do bagaco do sorgo sacarino em fermentacdo semissolida e
submersa, obteve picos de produgdo de xilanase, CMCase ¢ FPase de 548,7 U g!, 19,6 Ug'le
2,1 U g''em 48, 72 e 96 horas, respectivamente, com meio suplementado com farelo de trigo.
Esse resultado demonstra que o uso do sorgo pode ser otimizado, visto que o sorgo tem baixa
concentragdo de nitrogénio em sua composi¢do em relagdo a palha de trigo (FIGUEIRO E
GRACIOLLI, 2011). O nitrogénio ¢ requerido para biossintese de enzimas e outras moléculas
bioldgicas, e seu déficit pode subestimar a produ¢do microbiana. Dias (2017), ao utilizar o sorgo
como substrato indutor de enzimas lignoceluloliticas por fungos filamentosos (4. niger) em
cultivo solido, destacou o sorgo suplementado com 0,5% de peptona como fonte de nitrogénio.
A melhor condicio de fermentacao para atividade de xilanase foi de 300 U/g.

Tais resultados demonstram que as atividades enzimaticas das actinobactérias testadas
utilizando a biomassa de sorgo sacarino como unica fonte de carbono foram promissoras, ja

que podem ser otimizadas em trabalhos futuros. Quanto a FPase, ndo foi possivel detectar
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atividade enzimdtica para nenhuma das actinobactérias testadas em nenhum dos tempos
avaliados, utilizando a biomassa de sorgo sacarino seca "in natura" como Unica fonte de
carbono. Embora uma vasta gama de moléculas produzidas por actinobactérias seja conhecida,
ainda ha uma diversidade metabdlica que pode ser estudada quando exploramos diferentes

condigoes de cultivo.
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6.6 CONCLUSOES

¢ Dentre as 54 actinobactérias testadas, 17 espécies apresentaram halo de degradacao de
hidrdlise de xilana acima de 2,5, demonstrando bom potencial enzimatico para a
producaode enzimas do complexo xilanolitico em meio s6lido.

e Em testes de fermentacdo submersa, as espécies S. capoamus (ACJ26) e Streptomyces
ossamyceticus (ACJ1) destacaram-se na produ¢do da enzima endoxilanase em meio
de cultivo contendo substrato de xilana de Beechwood como fonte de carbono,
indicando potencial biotecnoldgico para processos que necessitam de enzimas
xilanoliticas. Suas atividades atingiram 24 UL. mL"! e 19 UL mL"!, respectivamente.

e Foi observada diferenga intraespecifica em Streptomyces para a produgao de enzimas
do complexo celulolitico e xilanolitico.

e O sorgo sacarino mostrou-se como uma fonte de carbono capaz de induzir a produgao
de enzima xilanase para as cepas S. curacoi (AMSJ45), S. ossamyceticus (ACJ1) e S.
capoamus (ACJ26), com resultados de 4,5 UL mL™! 44 UL mL! e 0,8 UL mL",
respectivamente.

e As actinobactérias S. curacoi (AMSI45), Streptomyces sp. (A465), S. ossamyceticus
(ACI1), S. capoamus (ACI26), S. chiangmaiensis (ARLI48), S. thiolutheus (ACT115)
ndo apresentaram atividade de FPase utilizando o sorgo sacarino como tnica fonte de

carbono.
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5 CAPITULO III: AVALIACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA EM MONO E
COCULTIVO DE FUNGOS E ACTINOBACTERIAS

7.1 INTRODUCAO

Na natureza, microrganismos coexistem de maneira que algumas populagdes
interagem de forma atemporal ou em sucessao ecoldgica gracas as suas interagdes sintroficas
(STANIER,1969). Ha também aquela interagao dita simbiotica, onde as populagdes podem
prover complementariedade de moléculas ou agir como sinalizador para expressao de enzimas
e outros componentes benéficos (BENNDORF et al., 2018). O cocultivo ou fermentagdo de
cultura mista tem sido investigado como um complemento a cultura pura, ja que os sistemas
enzimaticos produzidos podem ser complementares uns aos outros e expressados por meio de
sinais difusiveis no meio ou ativados por contato fisico (KNOWLES et al.,2022).

Algumas dessas enzimas, produzidas por microrganismos, sao utilizadas em larga
escala em plantas industriais como, por exemplo, a industria sucroalcooleira que produz etanol
de segunda geragdo (SARAVANAN et al, 2022). O etanol de segunda geracdo ¢ um
combustivel obtido por meio da hidrolise e fermentagdo de biomassa vegetal. A hidrélise de
biomassa vegetal permite que a estrutura de polimeros carbdonicos da planta se transforme em
pequenos mondmeros por meio da agdo de um grupo amplo de enzimas denominadas
CAZYmes (GARRON, HENRISSAT, 2019).

Os sistemas utilizados para as etapas de hidrolise e fermentacdo sdo complementares
e os componentes dessa biomassa precisam passar por um pré-tratamento fisico, quimico ou
biologico antes da hidrdlise para que as enzimas celuloliticas acessem o0s componentes
hidrolisédveis da biomassa e os libere em forma de aglicares para a etapa de fermentagdo (RAJ
et al., 2022). No entanto, a composicao da biomassa vegetal varia de espécie para espécie, e
essas enzimas poderdo liberar maior ou menor quantidade de agucares de acordo com a
composi¢ao da parede celular vegetal e a capacidade de as enzimas se ligarem a ela (BAY,
2022).

Por ser a biomassa, um dos fatores da eficiéncia de hidrdlise, ¢ necessario explorar
material vegetal de considerado potencial energético passivel de ser hidrolisado utilizando a
tecnologia atual. O sorgo sacarino (Sorghum bicolor L. Moench), graminea C4 similar a cana-
de-agucar (Saccharum sp.) com alta conversdo de energia solar em energia quimica, ¢ uma

opcao e tem sido objeto de estudo de melhoristas para produ¢ao de bioetanol. Porém, ainda nao
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ha dados sobre a producado etandlica a partir de celulose de sorgo sacarino produzido no Brasil
(JOY, 2022).

Diante disso, o presente trabalho investigou a interacao entre fungos filamentosos e
actinobactérias e a producdo de enzimas do complexo lignocelulolitico por meio de cocultivo
para obtenc¢do de extratos brutos enzimaticos para aplica¢do na etapa de hidrolise de biomassa

de sorgo sacarino pré-tratado quimicamente com acido/base diluido.

7.2 METODOLOGIA

7.2.1 Microrganismos utilizados

Nesse estudo foram utilizados doze microrganismos sendo, seis actinobactérias,
pertencentes a Cole¢do de Microrganismos Multifuncionais e Fitopatogénicos da Embrapa Milho e
Sorgo (CMMF-MS) Sete Lagoas-MG selecionados no Capitulo II, e seis fungos filamentosos,
pertencentes a Colecdo de Microrganismos e Microalgas Aplicados a Agroenergia e

Biorrefinarias (CMMAABi0) da Embrapa Agroenergia, Brasilia-DF (TABELA 5).

Tabela 5: Microrganismos utilizados nos experimentos de mono e cocultivo para obtencao de
extratos brutos enzimaticos.

FUNGOS FILAMENTOSOS ACTINOBACTERIAS
Embrapa Agroenergia - CMMAABio ALEEE)d;fIOCR o Embrapa Milho e Sorgo - CMMF-MS ALEfz)dli’%IOCR o

Aspergillus terreus (A.t) ATCC 20542 Streptomyces curacoi (AMSJ45) BRM 047499
Aspergillus acculeatus (A.a) ATCC 60787 Streptomyces sp. (A465) BRM 047878
Trichoderma reesei (T.r) BRM 058850 Streptomyces ossamyceticus (ACJ1) BRM 047719
Panus lecomtei (CC40) BRM 047114 Streptomyces capoamus (ACJ26) BRM 047077
Fistulina hepatica (CC102) BRM 044603  Streptomyces chiangmaiensis (ARLJ48) ~ BRM 047503
Flavodon flavus (FPB04) BRM 055676 Streptomyces thiolutheus (ACT115) BRM 047947

Fonte: Da autora (2023)

7.2.2 Interacdo de crescimento dos fungos filamentosos e actinobactérias em placas de

Petri

Para entender a compatibilidade in vitro dos microrganismos, as actinobactérias foram
estriadas nas margens de placas de Petri contendo meio estéril batata dextrose agar (BDA)
distando cerca de 4 cm entre elas. No centro da placa, foi colocado um disco de 7 mm de micélio
dos fungos filamentosos avaliados (FIGURA 25). Foram realizados registros fotograficos e

descri¢do dos cocultivos durante nove dias. A analise do tipo de interagado foi feita baseado nos
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critérios usados em Molla ef al. (2001) e Mohammad ef al. (2011) ora sumarizados na Figura

26 e Tabela 6.

Figura 25: Esquema de cocultivo microbiano em placa de Petri contendo meio solido (BDA)

Legenda: Representacdo espacial do teste de interagdo em placa de Petri do crescimento entre fungo

filamentoso e actinobacteria. Legenda: disco micelial de 7mm foi posicionado ao centro (representado

pelo ponto preto); actinobactéria estriada nas extremidades da placa (representado pelas linhas brancas).
Fonte: Da autora (2023).

Figura 26: Representacao grafica das possiveis interagdes microbianas
A B

C(i) C(ii)

D @

Legenda: Representac@o grafica das possiveis interagdes. A. Entrelagamento mutuo; B. Entrelagamento
mutuo parcial; C. (i) invasdo/substituicao (estado inicial) e (ii) invasdo/substituicao (estado final); D.
Inibigao/impasse (no ponto de contato); E. Inibigdo/impasse.

Fonte: Molla ef al., 2001 Adaptado.
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Tabela 6: Modelos de interagdo entre microrganismos crescidos em placa

Tipo de interacio Definicao

Entrelagamento mutuo (1) Os fungos entram em contato um sobre o
outro, sem sinais macroscopicos de

interconexoes.

Entrelagamento mutuo parcial (2) Um fungo cresce sobre fungo oposto
tocando um ao outro sem fazer qualquer

zona de inibigao.

Invasao/substituicao (3) Um fungo cresce para o outro ¢ comega a

consumi-lo, até ser totalmente substituido.

Inibi¢do no ponto de contato (4) Os fungos aproximam-se mutuamente até
quase entrar em contato, formando uma
estreita linha de demarcacao, entre as quais

as duas colonias sdo claramente visiveis.

Inibicao a distancia (5) Inibicdo em uma distancia >2 mm

Legenda: Os nimeros foram associados ao tipo de interag¢do: Entrelagamento mutuo/1; Entrelagamento
mutuo parcial/2; Invasdo/substituicdo/3; Inibicdo no ponto de contato/4 e Inibig¢ao a distancia/5 com a
finalidade de avaliar quantitativamente.

Fonte: Mohammad et al. (2011). Adaptado.

7.2.3 Mono e cocultivos entre fungos filamentosos e actinobactérias em fermentacgao

submersa.

Os microrganismos selecionados da etapa anterior foram utilizados para obtencdo de
extrato bruto enzimatico para aplicagdo na hidrolise do sorgo sacarino pré-tratado
quimicamente por acido/base. Em Erlenmeyer de 250 mL, foram adicionadas 1,25 g de
biomassa de dendé (borra de decantador- BD), previamente trituradas (didmetro <2 mm) e secas
a 65°C por dois dias, 50 mL de meio Mandels e Weber (1969) de composi¢do (g.L™!): ureia 0,3
g, extrato de levedura 0,25 g, peptona bacteriologica 0,75 g, (NH4)2SO4 2g, MgS04.7H>0 0,3g,
CaCl.2H,O 0.4 g, ZnSO47HO 1,4 mg, FeSO4.7H0O 5,0 mg, CoCL.6H,O 2,0 mg,
MnS0O4.H20 1,04 mg e PEG6000 0,1% (m/v).

Para os monocultivos dos fungos filamentosos foram utilizados cinco discos miceliais
(8 mm de diametro) cultivados em BDA, transferidos para o meio de cultivo e incubados em

agitador a 150 rpm e 28°C. A inoculagdo das culturas em cocultivo se deu com in6culo de



94

fungos no tempo zero (T0) com cinco discos miceliais (§ mm de didmetro) e in6culos da
actinobactéria, com dois discos miceliais (§mm de didmetro) ao quinto dia de incubagao (T5)
até o oitavo dia (Tf), como mostrado na Figura 27 nas mesmas condi¢des do monocultivo. O
sobrenadante foi centrifugado a 10000 rpm por 15 min a 4°C e utilizado como extrato bruto
enzimatico. O extrato bruto foi armazenado sob refrigeracdo até o momento da etapa de

hidrolise enzimética do sorgo sacarino, como também para dosagem das atividades enzimaticas.

7.2.4 Enzimas holoceluloliticas

Para a determinagdo da atividade de FPase utilizou-se o método miniaturizado
proposto por Xiao et al., (2004). Utilizando placas de PCR 96 pocos, adicionou-se discos de 7
mm de papel de filtro Whatman N° 1 (GE Healthcare Life Sciences; Piscataway, NJ. USA)
juntamente com 40 pL. de tampao citrato de sodio/acido citrico 0,1 M pH 5,0 e 20 puL do extrato
bruto enzimdtico obtido do ensaio de mono e cocultivo. Em termociclador (A4pplied
Biosystems®) a placa vedada foi incubada a 50°C durante 60 min. Apds e periodo reacional,
adicionou-se 120 pL. de DNS (4cido 3,5- DinitroSalicilico), com posterior incubagao por 10
min a 95°C (MILLER, 1959). Uma aliquota de 36 puL foi transferida para uma placa de Elisa
previamente preparada com 160 pL de 4gua deionizada e a leitura realizada a 540 nm.

Para a determinagdo das atividades de endoglicanase (CMCase) foramrealizados
microensaios incubando-se 20 puL do extrato bruto enzimatico e 20 pL dos substratos (CMC —
CarboxiMetilCelulose 2%, - Sigma-Aldrich; St. Louis, MO. USA) e tampao citrato de
sodio/acido citrico 0,1 M pH 5,0 a 50°C por 30 min. A atividade de Xilanase foi determinada
utilizando 40 pL de substrato (xilana beechwood 2% - Sigma-Aldrich; St. Louis, MO. USA) e
10 uL do extrato bruto enzimatico (FILHO; PULS; COUGHLAN, 1993 com modificagdes).
Ao término deste periodo, as reagdes enzimaticas foram interrompidas pela adicao de 120 pL.
de solucao DNS e incubacao a 95°C por 15 min e uma etapa de resfriamento de 10 min
a 4°C (MILLER, 1959). Em seguida, foram transferidas aliquotas de 100 pL para uma placa
de Elisa e adicionados 100 pL de agua destilada, sendo realizada a leitura da absorbancia a 540
nm.

Aatividade de B-glicosidase foi determinada em placa de PCR 96 pocos onde foram
adicionados 100 pL. do extrato bruto enzimdatico juntamente com 100 pL do substrato
(Celobiose 15 mM - Sigma-Aldrich) e tampao citrato de sodio/acido citrico 0,1 M pH 5,0. A
placa foi vedada e incubada em termociclador a 50°C durante 30 min. Ao programar o

equipamento, adicionou-se uma etapa de aquecimento a 95°C por 10 min para inativacdo da
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enzima (GHOSE, 1987) a glicose liberada foi quantificada em placa de Elisa com a
transferéncia de 10pL do ensaio e 250 pL do reagente enzimatico GOD-POD (Bioclin®),
incubagdo a 37°C por 10 min e leitura da absorbancia a 505 nm.

As atividades enzimaticas foram expressas em Ul mL™!, sendo UI definido como a
quantidade de acucar redutor (umol) liberado por minuto nas condigdes do ensaio. As curvas
padrdes de calibragdo foram determinadas com solugdes de D-glicose, e D-xilose, variando-se
as concentragdes de 2 a 10,0 mg. mL™! (CMCase e Xilanase), respectivamente e, de 0,0 a 2,50
mg. mL! de D-glicose para p-glicosidase. Todos os ensaios foram realizados em triplicata e os

desvios padrdes foram menores quel0 % da média.

Figura 27: Representacdo da linha do tempo do cocultivo entre fungos filamentosos e
actinobactérias

. . (T5) Actino (Tf) extragéo do
sobrenadante.

1 dia 5 dia 8 dia

Erlenmyers

5 discos 8mm 2 discos 8mm

Fonte: Da autora (2023)

7.2.5 Enzimas Ligninoliticas

A atividade de lacase foi determinada pela oxidacdo do ABTS (2,2"-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico — Sigma-Aldrich) (WOLFENDEN e WILLSON, 1982) com
modifica¢des. O ensaio realizado em placas de Elisa 96 pocos, foi composto de 180uL de
tampao acetato de sddio 0,2 M pH 5,0 onde adicionou-se 180 pL de extrato bruto enzimatico.
Imediatamente antes da leitura em espectrofotometro, adicionou-se 40 pL de solugdo de ABTS
5 mM e realizou-se a cinética da reacdo em 90 segundos a 25 °C. Foram realizadas leituras de
absorbancia a 420 nm a cada 5 segundos de reacdo (¢ ABTS = 36000).

Para determinar a atividade de peroxidases totais, o meio reacional em placas de Elisa
96 pocos, consistiu em adicao de 140 pL. de tampao acetato de sodio 0,2 M pH 5,0 juntamente
com 180 puL do extrato bruto enzimatico obtido da fermenta¢do dos mono e cocultivos e 40 uL
de H,0, 2 mM (Sigma-Aldrich); antes da leitura foram adicionados 40 uL de solugdo de ABTS

5 mM; foi realizada a cinética da reagdo em 90 segundos a 25 °C, realizando leituras de
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absorbancia a 420 nm a cada 15 segundosde reagdo (HEINZKILL et al., 1998) modificado (e
ABTS =36000).

Estas atividades enzimaticas foram expressas em UL mL™!, sendo UI definido como a
unidade catalitica internacional que se refere a quantidade de enzima que catalisa a conversao de
1 umol de substrato por minuto.A atividade de peroxidases totais foi expressa subtraindo-se o
valor de atividade obtido no ensaio do valor obtido para atividade de lacase. Todos os ensaios

foram realizados em triplicata.

7.2.6 Atividade de protease

Para determinar a atividade de protease, utilizou-se azocaseina como substrato da
enzima. A mistura reacional foi preparada com 100uL do extrato bruto enzimatico e azocaseina
0,5% (Sigma-Aldrich) em placas de PCR 96 pogos; a incubagdo ocorreu em termociclador
durante 40 min a 37°C; adicionou-se 100 uL e TCA 10% (Sigma-Aldrich) para parar a reagdo
e a placa foi centrifugada a 6000 rpm durante 10 min. Uma aliquota de 150 uL do sobrenadante
foi recolhida e adicionada a 150 L. de KOH 0,5M previamente adicionado em placas de Elisa

96 pocos; realizou-se a leitura a 430 nm em espectrofotémetro.

A atividade enzimatica foi expressa em UI. mL™!, sendo UI definido como a unidade
catalitica internacional que se refere a quantidade de enzima que catalisa a conversao de 1 umol

de azocaseina por minuto.

7.3 Analise de dados.

Todos os experimentos foram feitos em triplicata. Os dados foram submetidos a
analise de variancia e ao teste e médias de Scott-Knott (p < 0,05) no software R (R Core Team,

2022).

7.4 RESULTADOS

7.4.1 Avaliacao de interacao do crescimento entre fungos filamentosos e actinobactérias.

Essa etapa do trabalho foi executada para observar o efeito das trinta e seis possiveis

interacdes entre os seis fungos e seis actinobactérias combinadas. Para isso, observou-se o
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crescimento das cepas em monocultivo em placas de Petri contendo meio BDA como controle
(FIGURA 28) ¢ as interagdes em cocultivo nas mesmas condigdes (FIGURA 29).
Figura 28: Dinamica de crescimento do cocultivo entre actinobactérias e fungos

filamentosos

MONOCULTIVO ACTINOBACTERIAS MONOCULTIVO FUNGO
3 6 9 9

[
A. acculeatus (A.a) ‘\/ -3

S. curacoi (AM45) ‘
S.ossamyceticus (ACJ1 T. reesei (T.r)
S. thiolutheus (ACTllS) P. lecomtei (CC40)
F. hepatica (CC102)

F. flavus (FPB04) &

A. terreus

i "’
Legenda: Dinamica de crescimento observada aos 3, 6 ¢ 9 dias para monocultivo das actinobactérias S.
curacoi (AMSIJ45), Streptomyces sp. (A465), S. ossamyceticus (ACJ1), S. capoamus (ACJ26), S.
chiangmaiensis (ARLJ48), S. thiolutheus (ACT115) e 9 dias para o monocultivo de fungos filamentosos
A. terreus (A.t) A. acculeatus (A.a), T. reesei (T.r), P. lecomtei (CC40), F. hepatica (CC102), F. flavus
(FPB04), ambos inoculados em placas de Petri contendo meio BDA.

Fonte: Da autora (2023).
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Figura 29: Interag¢do do crescimento entre actinobactérias e fungos filamentosos em meio
solido BDA

S.
chiangmaiensis
(ARLJ48)

S. curacoi . S. thioluth S. Str
S.ossamyceticus
(AMSJ45)

(ACJ1)

P

A. acculeatus (A.a)

T. reesei (T.r)

P. Lecomtei (CC40)

Bl F. hepatica (CC102)

F. flavus (FPB04)

A. terreus (A.t)

Legenda: Dindmica de crescimento entre actinobactérias e fungos filamentosos em placa de Petri
contendo meio BDA sélido, observados ao nono dia de cultivo. Os cocultivos entre a actinobactéria
Streptomyces curacoi (AMSJ45) e os fungos A. terreus (A.t) A. acculeatus (A.a), T. reesei (T.r), P.
lecomtei (CC40), F. hepatica (CC102), F. flavus (FPB04) estdo selecionados em verde. Os cocultivos
do fungo Aspergillus acculeatus (A.a) com as actinobactérias S. curacoi (AMSJ45), Streptomyces sp.
(A465), S. ossamyceticus (ACJ1), S. capoamus (ACJ26), S. chiangmaiensis (ARLJ48) e S. thiolutheus
(ACT115) estdo demarcados em vermelho. Esse fungo foi excluido da seleg¢@o por apresentar interacao
inibitoria com todos as actinobactérias testadas.

Fonte: Da autora (2023).

Para o cocultivo entre as actinobactérias e os fungos filamentosos (FIGURA 29) foram
observadas algumas interagdes, conforme descrito na Tabela 6. As interacdes observadas
foram: entrelacamento mutuo (1); entrelagamento mutuo parcial (2); invasdao/substitui¢ao (3);

inibicao no ponto de contato (4); e inibicao a distancia (5) como apresentado na Tabela 7.
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Tabela 7: Tipos de interacdo do cocultivo entre fungos filamentosos e actinobactérias

Cocultivo Cocultivo Cocultivo
A. terreus + ACT115 |5 | F. hepatica + A465 4 | P. lecomtei + ARLJ48 2
A. terreus + ACJ1 5 | F. hepatica + ACJ 4 | F. hepatica + ARLJ48 2
A. acculeatus + ACT115 5 | F. hepatica + AMSJ45 4 | F. flavus + ACJ26 2
T. reesei + ACT115 |5 |F. flavus + ACT115 4 | A. acculeatus + A465 1
F. hepatica + ACT115 [5 | A. terreus + ARLJ48 2 | A. acculeatus + ACI1 1
F. hepatica + ACJ26 5 | A. acculeatus + ARLJ48 2 | A. acculeatus + ACJ26 1
A. acculeatus + AMSI45 |5 | T. reesei + A465 2 | P. lecomtei + A465 1
A. terreus + A465 4 | T. reesei + ACJ1 2 | P. lecomtei + ACI1 1
A. terreus + ACJ26 4 | T. reesei + AMSJ45 2 | F. flavus + A465 1
A. terreus + AMSJ45 |4 |T. reesei + ARLJ48 2 | F. flavus + AC1 1
T. reesei + ACJ26 4 | P. lecomtei + ACJ26 2 | F. flavus + AMSJ45 1
P. lecomtei + ACT115 |4 |P. lecomtei + AMSJ45 2 | F. flavus + ARLI48 1

Legenda: Cocultivo em placa de Petri contendo meio BDA so6lido entre a actinobactéria Streptomyces
curacoi (AMSJ45) e os fungos A. terreus (A.t) A. acculeatus (A.a), T. reesei (T.r), P. lecomtei (CC40),
F. hepatica (CC102), F. flavus (FPB04) observada ao nono dia de cultivo e classificada de acordo com
Mohammad et al. (2011). Entrelagamento mutuo (1) Entrelacamento mutuo parcial (2)
Invasdo/substitui¢do (3) Inibigdo no ponto de contato (4) Inibigao a distancia (5). Conforme Tabela 6.

Fonte: Da autora (2023).

A interagdo entre microrganismos ¢ um teste semiquantitativo que, embora ndo resulte
necessariamente em maior producdo de enzimas em fermentacdo submersa, permite a
identificacdo de potenciais produtores. O teste possibilita observar se a presenga de um
microrganismo pode inibir ou ndo o crescimento do outro (TABELA 7). Além disso, o filo
Actinobacteria demonstra alta atividade inibitéoria em fungos, produzindo moléculas
amplamente estudadas e discutidas na literatura, o que também foi observado neste estudo. S.
thiolutheus (ACT115) apresentou a maior taxa de inibi¢do, com ocorréncia em cinco das seis
interagdes em placas observadas. Da mesma forma, o fungo Aspergillus terreus (A.t) foi inibido
ou inibiu, em algum grau, todas as seis actinobactérias. Por esse motivo, esse fungo foi excluido
da etapa seguinte de cultivo submerso (FIGURA 29).

Foram observados cinco tipos de interagdes apos nove dias de cultivo, quando a placa
foi totalmente colonizada (FIGURA 26 ¢ TABELA 6). Trinta e um por cento das interagdes
apresentaram inibicao a distancia (Tipo 5 ou E); 28% apresentaram inibi¢do no ponto de contato

(Tipo 4 ou D); 20% foram do tipo invasdo/substituicdo (Tipo 3 ou C); 20% foram de



100

entrelacamento mutuo parcial (Tipo 2 ou B); e 9% apresentaram entrelacamento mutuo (Tipo

1 ou A) (FIGURA 30).

Figura 30: Frequéncia quanto a ocorréncia das interagdes entre actinobactérias e fungos
filamentosos  quando cocultivados em placa de Petri contendo meio BDA
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Legenda: Entrelagamento muituo (1), Entrelagamento mutuo parcial (2), Invasdo/substitui¢do (3), Inibigdo no
ponto de contato (4), Inibi¢ao a distancia (5).
Fonte: Da autora (2023).

A actinobactéria que teve melhor interagdo com os fungos foi S. curacoi (AMSJ45)
(destaque feito com linha verde na Figura 29). Os cocultivos entre S. curacoi (AMSJ45) e os
fungos filamentosos A. acculeatus (A.a.), T. reesei (T.r.), P. lecomtei (CC40), F. hepatica
(CC102) e F. flavus (FPB04) foram selecionados para a etapa de cocultivo em fermentagao
submersa e obtencdo dos extratos brutos enzimaticos, uma vez que as interagdes foram

predominantemente do tipo 1/A.

7.4.2 Actinobactérias e fungos filamentosos: mono e cocultivo submerso e atividades

enzimaticas

Os extratos brutos obtidos dos mono e cocultivos submersos de S. curocoi (AMSJ45)
com os fungos 4. acculeatus (A.a), T. reesei (T.r), P. lecomtei (CC40), F. hepatica (CC102),
F. flavus (FPB04) foram utilizados para determinagdo das seguinte enzimas: celulases totais
(FPase) (FIGURA 31), endoglicanase (FIGURA 32), B-glicosidase (FIGURA 33), lacase
(FIGURA 34), peroxidases totais (FIGURA 35), proteases (FIGURA 36) e xilanases (FIGURA
37). Alguns extratos brutos ndo apresentaram atividades de algumas enzimas no monocultivo
da actinobactéria S.curacoi (AMSJ45) ou no monocultivo dos fungos filamentosos. Porém,

apresentaram no sistema de estresse bioldgico provocado por meio do cocultivo.
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Figura 31: Atividade enzimatica de celulases totais ou FPase
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Legenda: Atividade enzimatica para celulases totais ou FPase nos extratos brutos do mono e cocultivo
de actinobactéria Streptomyces curacoi (AMSJ45) e os fungos A. terreus (A.t) A. acculeatus (A.a), T.
reesei (T.r), P. lecomtei (CC40), F. hepatica (CC102), F. flavus (FPB04). Letras diferentes indicam
diferenga estatistica pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

Fonte: Da autora (2023).

A atividade de FPase ou celulases totais (exo, endo e B-glicosidase) foi observada
apenas no cocultivo de 7. reesei (T.r) com S. curacoi (AMSJ45) (0,48 = 0,04 UL. mL™") e no
monocultivo de T reesei (T.r) (0,36 + 0,16 UL mL") com diferenca significativa entre eles.
Para o cocultivo, houve um incremento na produgdo enzimatica de 25% para FPase quando
comparada ao monocultivo de 7. reesei (T.r). Por sua vez, ndo foi observada atividade de
celulases totais (FPase) no monocultivo de S. curacoi (AMSJ45). Deste modo, o cocultivo entre
S. curacoi (AMSJ45) e T. reesei (T.r) podera servir de base para mais investigagdes sobre a
potencialidade de indugdo para producao de celulases totais, uma vez que o 7. reesei (T.r) ¢ um
dos fungos mais utilizados para obtencao deste tipo de enzimas desconstrutoras de parede

celular vegetal.
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Figura 32: Atividade enzimatica de endoglicanase
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Legenda: Atividade enzimatica de endoglicanase nos extratos do mono e cocultivo de actinobactéria S.
curacoi (AMSJ45) e os fungos A. terreus (A.t) A. acculeatus (A.a), T. reesei (T.r), P. lecomtei (CC40),
F. hepatica (CC102), F. flavus (FPB04). Letras diferentes indicam diferenca estatistica pelo teste de
Scott-Knott (p<0,05).

Fonte: Da autora (2023).

Observou-se atividade de endoglicanase apenas nos extratos de 7. reesei (T.r) e A.
acculeatus (A.a), em monocutlivo, e nos extratos de cocultivo com de S. curacoi (AMSJ45). A
atividade de endoglicanase para os mono e cocultivos utilizando 7. reesei (T.r) e S. curacoi
(AMSJ45) respectivamente, ja eram esperadas, uma vez que a atividade de FPase ja havia sido
observada (Figura 30). Houve diferencga significativa entre a atividade enzimatica do cocultivo
de T. reesei (T.r) com S. curacoi (AMSJ45) (0,95 + 0,49 Ul. mL™") quando comparado ao
monocultivo do fungo T reesei (T.r) (0,48 + 0,091 UL mL™"), promovendo um incremento de
102%. J& para o extrato do A. acculeatus (A.a) em cocultivo com S. curacoi (AMSJ45), a
atividade foi menor em cerca de 90% (0,006 + 0,009 UL mL"') quando comparada ao
monocultivo do fungo A. Acculeatus (A.a) (0,91 + 0,39 UL mL""). Nio foi observada atividade
de endoglicanase para S. curacoi (AMSJ45) em monocultivo, da mesma forma que ndo foi

observada atividade de FPase (FIGURA 31).
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Figura 33: Atividade enzimatica de B-glicosidase
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Legenda: Atividade enzimatica de B-glicosidase nos extratos brutos dos monocultivos e cocultivos de
actinobactéria Streptomyces curacoi (AMSJ45) e dos fungos A. terreus (A.t) A. acculeatus (A.a), T.
reesei (T.r), P. lecomtei (CC40), F. hepatica (CC102), F. flavus (FPB04). Letras diferentes indicam
diferenga estatistica pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

Fonte: Da autora (2023).

A atividade de B-glicosidase foi observada apenas em 7. reesei (T.r) e A. acculeatus
(A.a) para os extratos de monocultivo dos fungos filamentosos e extratos dos cocultivos desses
fungos com S. curacoi (AMSJ45) (FIGURA 33). Os resultados das atividades de B-glicosidase
desses extratos ndo apresentaram diferenca estatistica entre os tratamentos. Os valores de
atividade detectados foram maiores para o cocultivo entre A. acculeatus (A.a) e S. curacoi
(AMSJ45) (0,85 + 0,08 UL mL') seguidos do monocultivo de T reesei (T.r) (0,75 + 0,02 UL
mL) e cocultivo de 7. reesei (T.r) com Streptomyces curacoi (AMSJ45) (0,66 + 0,05 UL mL"
1. Para a atividade de B-glicosidase, o cocultivo entre T. reesei (T.r) e S. curacoi (AMSJ45)
apresentou um decréscimo na atividade em relagdo ao monocultivo do fungo 7. reesei (T.r) em
cerca de 22%. Ja no cocultivo entre 4. acculeatus (A.a) e S. curacoi (AMSJ45), observou-se
um incremento de 30% em relagdo ao monocultivo de A. acculeatus (A.a) (0,60 £ 0,07 UL mL"
1. Nio foi observada atividade de B-glicosidase para S. curacoi (AMSJ45) em monocultivo, da

mesma forma que ndo se observou atividade de FPase (FIGURA 31).
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Figura 34: Atividade enzimatica de lacase
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Legenda: Atividade enzimatica da lacase em mono ¢ cocultivos com a actinobactéria Streptomyces
curacoi (AMSJ45) e os fungos A. terreus (A.t), A. acculeatus (A.a), T. reesei (T.r), P. lecomtei (CC40),
F. hepatica (CC102) e F. flavus (FPB04). Letras diferentes indicam diferenca estatistica pelo teste de
Scott-Knott (p < 0,05).

Fonte: Da autora (2023).

De modo geral, ndo foram observadas atividades significativas para lacase nas
condi¢des de cultivo e obtencdo dos extratos brutos, tanto para mono ou cocultivos, entre fungos
filamentosos e S. curaroi (AMSJ45) (Figura 34). Foram observadas algumas atividades basais
de lacase para os extratos brutos do mono cultivo de F. hepatica (CC102) e P. lecomtei (CC40)
como também para os cocultivos desses fungos com S. curacoi (AMSJ45). Apesar desses
macrofungos serem conhecidos com eximios produtores de lacases, o meio de cultivo e as
respectivas condi¢des do ensaio ndo favoreceram a produgdo de lacase tanto para mono como
para cocultivo. O mesmo tipo de resultado foi observado para a atividade de outras enzimas

oxidativas, como peroxidases totais, nos extratos brutos obtidos (FIGURA 35).
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Figura 35: Atividade enzimatica de peroxidases totais
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Legenda: Atividade enzimatica de peroxidases totais em mono e cocultivo de actinobactéria S. curacoi
(AMSJ45) e os fungos A. terreus (A.t) A. acculeatus (A.a), T. reesei (T.r), P. lecomtei (CC40), F.
hepatica (CC102), F. flavus (FPB04). Letras diferentes indicam diferenca estatistica pelo teste de Scott-
Knott (p<0,05).

Fonte: Da autora (2023).

Figura 36: Atividade enzimatica de protease
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Legenda: Atividade enzimatica de protease em mono e cocultivo de actinobactéria S. curacoi (AMSJ45)
e os fungos A. terreus (A.t) A. acculeatus (A.a), T. reesei (T.r), P. lecomtei (CC40), F. hepatica (CC102),
F. flavus (FPB04). Letras seguidas de numeros diferentes indicam diferenga estatistica pelo teste de
Scott-Knott (p<0,05).

Fonte: Da autora (2023).
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As atividades de proteases (FIGURA 36) em todos os extratos brutos obtidos nos 6

mono ou cocultivos foram basais para condi¢des avaliadas.

Figura 37: Atividade enzimatica de xilanase
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Legenda: Atividade enzimatica de xilanase nos extratos brutos dos monos e cocultivos de
actinobactéria S. curacoi (AMSJ45) e os fungos 4. terreus (A.t) A. acculeatus (A.a), T. reesei (T.r), P.
lecomtei (CC40), F. hepatica (CC102), F. flavus (FPB04). Letras diferentes indicam diferenca estatistica
para os valores apresentados (p<0,05) pelo teste de Scott knott.

Fonte: Da autora (2023).

A maior atividade de xilanase foi detectada no monocultivo de 7. reesei (T.r) (2,06 + 1
UL mL) (FIGURA 37). O cocultivo de T reesei (T.r) com S. curacoi (AMSJ45) (1,35 +0,14
UL mL™!") promoveu uma redug¢do de um terco se comparado com o monocultivo do fungo. Nao
houve diferenca significativa entre a atividade enzimética do cocultivo de 4. acculeatus (A.a)
e S. curacoi (AMSJ45) (0,64 + 0,08 UL mL™") quando comparada com a do monocultivo do
fungo A. acculeatus (A.a) (0,72 + 0,1 UL mL"), assim como no monocultivo de F. flavus

(FPB04) (0,46 + 0,04 UL mL"") e P. lecomtei (CC40) (0,72 + 0,1 UL mL"").

7.5 DISCUSSAO

A interacdo entre microrganismos distintos quando cultivados em meio so6lido
demonstrou que existe interagdes antagonicas e sinérgicas entre as actinobactérias e os fungos
filamentosos avaliados nesse trabalho. A primeira analise permitiu selecionar preliminarmente

algumas interacdes potenciais entre esses organismos quanto a produg¢do de enzimas
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lignoceluloliticas por meio do estresse biologico causado pelo cocultivo. O fungo filamentoso
A. terreus (A.t) teve seu crescimento inibido, em algum grau, pelas actinobactérias S. curacoi
(AMSIJ45), S. ossamyceticus (ACJ1), S. capoamus (ACJ26), S. chiangmaiensis (ARLIJ48), S.
thiolutheus (ACT115) em cocultivo e inibiu completamente o crescimento de Streptomyces sp.
(A465). Da mesma forma, a actinobactéria S. thiolutheus (ACT115) promoveu inibi¢do, em
algum grau, em A. terreus (A.t), T. reesei (T.r), P. lecomtei (CC40), F. hepatica (CC102) e F.
flavus (FPB04) e foi totalmente inibida por. A. acculeatus (A.a). Tal seletividade
interespecifica, também foi observada nos trabalhos de Benndorf et al. (2018) quando
analisaram a producdo de metabolitos secundéarios em cocultivo de fungos e actinobactérias
isoladas de macerado de cupim. Os autores isolaram actinobactérias do corpo, do sistema
digestivo e do jardim de fungos e identificaram a presenca de metabolitos produzidos pelas
actinobactérias que protegiam os cupins de se contaminarem com outros fungos capazes de
predar seus fungos cultivados. Isso comprovou a hipdtese do trabalho de que as actinobactérias
agem como simbiontes defensivos produzindo substancias ativas contra fungos concorrentes
com aqueles cultivados pelos cupins. Ja a interacdo entre a actinobactéria S. curacoi (AMSJ45)
e os fungos filamentosos A. terreus (A.t), T. reesei (T.r), P. lecomtei (CCA40), F. hepatica
(CC102), F. flavus (FPB04) e A. acculeatus (A.a) promoveu o crescimento de ambos
mutualisticamente. A caracterizagcdo quimica das interagdes bindrias entre fungos filamentosos
e actinobactérias ndo foi investigada aqui, mas o cocultivo em placas forneceu um panorama

para a investigacao das atividades enzimaticas em cultivo submerso.

As actinobactérias sao capazes de produzir uma ampla gama de metabodlitos
secundarios, os quais interferem no crescimento e atividade de outros microrganismos
(SEYEDSAYAMDOST et al., 2012). Os mais conhecidos dentre eles sdo os antibidticos que,
embora geralmente tratados como substancias de defesa, foram postulados como sendo
moléculas sinalizadoras mediando a comunicagdo entre microrganismos (LINARES et al.,
2006). Essas bactérias também sdo capazes de produzir enzimas com diferentes atividades
como as CAZYmes (GARRON, HENRISSAT, 2019). Esse perfil metabolico pode ser alterado
na presenca de outros organismos (TRAXLER et al., 2013), mostrando o dinamismo nas
interacdes entre diferentes espécies ou diferentes organismos da mesma espécie. Essas
interacdes podem ser utilizadas para estimular outros microrganismos e aumentar a eficiéncia
de producdo de determinados metabolitos, o que ¢ o caso das enzimas. J& os fungos, sdo
excelentes degradadores de biomassa vegetal. Sdo heterotroficos e prestam importante servigo

ecologico além de terem atividade antimicrobiana importante amplamente conhecida. Pode-se
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dizer que actinobactérias e fungos apresentam adaptacdo enzimatica aos requerimentos de seus
nichos ecoldgicos, podendo, na presenga de outros microrganismos, causar um estresse que
estimula ou inibe a expressdo génica de tais enzimas. Detain et al. (2022) observaram a
cocultura entre trés actinobactérias e o fungo A. niger, identificando uma diferenciacdo na
expressdo de enzimas lignoceluloliticas. Esss autores observaram o aumento da atividade de
algumas enzimas e redugdo da atividade de outras sob as condi¢des de mono e cocultivo. Assim
como no presente trabalho, o potencial da interagdo entre actinobactérias e fungos se mostrou

positivo quando a capacidade de aumentar a atividade de enzimas foi investigada.

As alteragdes mais importantes observadas no cocultivo foram o aumento da atividade
das enzimas FPase (FIGURA 31), endoglicanase (FIGURA 32), B-glicosidase (FIGURA 33) e
a reducdo na expressao da xilanase (FIGURA 37) no cocultivo entre 7. reesei (T.r) e A.
acculeatus (A.a). A maior atividade de xilanase foi detectada no monocultivo de 7. reesei
seguido do cocultivo de T. reesei (T.r) com S. curacoi (AMSJ45). Porém, o cocultivo promoveu
uma redu¢do de um terco se comparado com o monocultivo do fungo filamentoso. De modo
similar, Detain et al. (2022), observaram um decréscimo na atividade da enzima xilanase no
cocultivo entre A. niger e S. griseorubens (365,5+112,3 mUI mg™! de proteina). Contudo, esses
mesmos autores observaram um acréscimo na atividade da enzima xilanase no cocultivo entre
S. avermitilis e S. coelicolor com o fungo, demonstrando que os resultados podem variar

conforme as diferentes combinagdes de microrganismos.

Conceigdo (2018) avaliando a produgdo de lovastatina por consércio de fungos
filamentosos F. hepatica (CC102) e A. terreus (A.T), observou aumento na producdo
enzimatica de xilanase quando os fungos foram cultivados juntos em relacdo ao monocultivo,
com atividades menores que 2 UL. mL™!. O autor também observou atividade de endoglicanase
e B-glicosidase, obtendo valores basais para tais enzimas com valores proximos aos encontrados
nesse trabalho para o monocultivo do fungo F. hepatica (CC102). Para a atividade de lacase
também houve aumento na produgdo da enzima no cocultivo se comparado ao monocultivo dos
fungos, com atividade maxima de 900 UL mL™!, demonstrando um sinergismo entre as espécies

de fungos.

Nao s6 a atividade enzimatica é afetada na cocultura entre microrganismos, mas
também a natureza das moléculas presentes no meio de cultivo, conforme descrito por
Schroeckh et al. (2018). Estes autores estudaram a expressao induzida de novos metabolitos

por meio de analise de microarray quando o fungo A. nidulans foi cultivado com com a
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actinobactéria S. hygroscopicus. Além disso, os autores observaram, por meio de didlise e
microscopia eletronica, que uma intera¢do fisica dos micélios bacterianos e flingicos ¢é
necessaria para provocar uma resposta especifica. Isso sugere que nao apenas sinais difusiveis,
mas interagdes de contato intimo contribuem para a comunicagdo entre microrganismos e

inducdo de genes de biossintese ndo expressados na auséncia do contato.

Em estudo avaliando a expressdo de enzimas por meio de andlise metagendmica,
Wang et al. (2016) observaram que os genes para codificar endoxilanase e B-xilosidase, em
in6culo de arroz, eram bem menos representados do que diversificados para a populagdo
actinobacteriana. Isso significa que menos carga enzimatica estava presente no meio, com maior
diferenciagdo taxondmica, sugerindo que a expressao enzimatica de grupos decompositores

pode ser interdependente de suas comunidades.

A expressao das enzimas oxidativas foram basais para todos os mono e cocultivos
avaliados nesse trabalho (Figuras 34 e 35). Romero-Pelaez (2017), utilizando fibra de
mesocarpo e cachos de fruto dendé como fonte de carbono, chegou a atividades de lacases de
383,11 + 13,30 U. mL™! e peroxidases de 106,22 + 42,73 U. mL"! para o monocultivo de P.
lecomtei CC40. Esses valores sdo muito superiores aos encontrados nesse trabalho, o que
demonstra que diferentes fontes de carbono promovem respostas distintas no metabolismo
enzimatico. A julgar pela diversidade de espécies vegetais e a heterogeneidade estrutural das
plantas e seus componentes de parede celular (BURTON; GIDLEY; FINCHER, 2010;
SOMERVILLE et al., 2004; ZHANG et al., 2021), ¢ de se esperar que as populacdes
microbianas responsaveis pela degradacdo da biomassa tenham coevoluido de forma que as
multiplas origens independentes contribuam com a expressao de classes de enzimas com
fungdes iguais, porém que atuam em condi¢des otimas distintas complementando diferentes
estagios de degradacio (WANG et al, 2013). Portanto, a expressio de enzimas de
microrganismos que ocupam o mesmo nicho ecoldgico pode ser induzida por estresse ou pela

sinalizagdo de complementariedade as acdes de degradacgdo pelas enzimas.

O presente estudo ndo objetivou identificar outros metabolitos sinalizadores ou vias
de expressao genética de tais microrganismos, porém elucidou a interagdo intraespecifica que

se mostrou variada dependendo da espécie observada.
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7.6 CONCLUSOES

e A actinobactéria S. Curacoi (AMSJ45), apresentou maior interacdo simbidtica com a
maioria dos fungos filamentosos avaliados A. acculeatus (A.a), T. reesei (T.r), P.
lecomtei (CC40), F. hepatica (CC102), F. flavus (FPB04) sendo a maior interagao tipo
1/A e 2/B.

e Os extratos brutos enzimaticos obtidos do mono e cocultivos entre S. curacoi (AMSJ45)
e T. Reesei (T.r) apresentaram os melhores resultados para atividades de FPases e
Endoglicanases sem diferencas estatisticas entre eles.

e O fungo filamentoso A. terreus (A.a) foi aquele com maior interagdo de
inibicao/antagonismos em relagdo a todas as seis espécies de actinobactérias avaliadas.
Enquanto que a actinobactéria que apresentou melhor sinergismo com maioria dos
fungos filamentosos foi S. curacoi (AMSJ45), exceto com A. Terreus (Aa), quando
avaliados em placa de Petri contendo meio sélido BDA.

e Os extratos brutos obtidos por meio da condicao de cocultivo por fermentacao submersa
entre 7. reesei (T.r) e S. curacoi (AMSJ45) apresentaram incremento de atividade de
enzimas celuloliticas, principalmente para FPase e endoglicanase.

e O cocultivo entre 4. acculeatus (A.a) e S. curacoi (AMSJ45) também apresentou
incremento para a enzima [-glicosidase em fermentacdo submersa.

e O sistema de cocultivo entre S. curacoi (AMSJ45) e T. reesei (T. 1) € o cocultivo entre
S. curacoi (AMSIJ45) e A. acculeatus (A.a) apresentam potencial para ser otimizado
quanto as condicdes de cultivo, tais como meio de cultura, agitacdo e tempo ideal para
o inicio da cocultura, entre outras variaveis, visando a obten¢ao de extratos brutos com
melhores atividades de celulases totais.

e Esses extratos brutos podem ser utilizados como catalisadores biol6gicos no processo
de sacarificacdo de biomassas vegetais, como sorgo sacarino e bagago de cana, para

obtencao de mondmeros de agucares fermentesciveis, como o etanol.
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6 CAPITULO IV. HIDROLISE ENZIMATICA DE SORGO SACARINO PRE
TRATADO QUIMICAMENTE USANDO ENZIMAS COMERCIAIS E EXTRATO
BRUTO DE S. curacoi E FUNGOS FILAMENTOSOS.

8.1 INTRODUCAO

No Brasil o processamento da biomassa lignoceluldsica para obtengdo de etanol de
segunda geracdo (E2G) ja ¢ uma realidade industrial. Contudo, como toda tecnologia
precursora, ainda ha muitos desafios a serem vencidos. Para que o custo de operagdo seja
reduzido e o aumento de producdo seja compativel com a demanda do mercado, ¢ necessario
adequar toda uma cadeia de produgdo as tecnologias disponiveis (MARQUES, Pesquisa

FAPESP, 2018).

O processamento da biomassa lignocelulosica passa por diferentes tomadas de decisdes
e operagdes unitarias. Entre elas, podemos citar a decisdo sobre quais biomassas
lignocelulodsicas serdo utilizadas nos processos fisico-quimicos - bioldgicos até a obten¢ao do
produto final: o etanol. A depender do pais e/ou regido do pais, existem diferentes tipos de
biomassas que podem ser utilizadas na geragdo do E2G. Tais biomassas podem ser oriundas de
residuos agroindustriais como bagacgo de cana, palha de trigo, palha de arroz, palha de milho
etc, mas também biomassas cultivadas especificamente para este fim, como ¢ o caso do sorgo
biomassa (PARRELLA et al., 2021). As operagdes unitarias no processo também dependem do
tipo de biomassa escolhida, mas, de modo geral, se faz necessario colhé-la, transporta-la,
armazena-la, seca-la e tritura-la previamente.

Além dessas agdes, a biomassa precisa ser pré-tratada para reduzir a recalcitrancia da
parede celular vegetal. Esses pré-tratamentos podem ser: fisico (explosdo a vapor, entre outros),
quimico (diluicdo em 4cido/base) ou biologico (fermentagdo por microrganismos)
(SARAVANAN et al., 2022). A escolha do pré-tratamento deve ser cautelosa, visto que
produtos de degradagdo, como fragmentos de furfural e lignina além de compostos de biomassa
solubilizada, como &cido acético, devem ser removidos por serem inibitdrios para acdo das
enzimas. Um exemplo ¢ a adsorcdo de celulases pela lignina (WANG et al., 2013).

O processo de sacarificagao corresponde a biotransformacao de celulose a glicose
preferencialmente feito por catalisadores bioldgicos (enzimas microbianas). Em funcao da
complexidade da parede celular vegetal, se faz necessario o conjunto de enzimas para obter o
maior rendimento possivel de hexoses (glicose) e pentoses (a depender da rota tecnoldgica

utilizada) a partir da biomassa vegetal previamente pré-tratada (AB RASID, 2021). O melhor
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conjunto de enzimas (coquetel) para hidrolise enzimdtica deve conter enzimas celuloliticas
(celulases), hemiceluloliticas (xilanase), lignoliticas (lacases) entre outras enzimas auxiliares
no processo de desconstrucao da holocelulose (celulose e hemicelulose) (WANG et al., 2013).
Tais enzimas sdo produzidas por microrganismos ¢ a busca por linhagens eficientes visa obter
um processo fermentativo economicamente vidvel (MORETTI et al., 2012). Além disso, o
coquetel tem relagdo direta de eficiéncia quando relacionado a alta ou baixa especificidade para
biomassa selecionada, como o sorgo sacarino neste projeto.

O sorgo sacarino ¢ uma biomassa vegetal que vem sendo discutida como alternativa
de producdo agricola para geragdo de etanol. O programa de melhoramento genético da
Embrapa Milho e Sorgo vem desenvolvendo hibridos de sorgo desde 2008, quando a Embrapa
iniciou o desenvolvimento de linhagens estéreis masculinas de sorgo sacarino (DE OLIVEIRA
RIBEIRO, 2020). O sorgo sacarino possui plasticidade fenotipica e atende a algumas demandas
tais como resisténcia a escassez hidrica (EMYDIO, 2010; MAGALHAES, 2016), possui ciclo
curto (6 meses) e produtividade estimada entre 120 a 150 toneladas de matéria fresca por
hectare e elevado teor de fibras e aglicares fermentesciveis. Além de fornecer o caldo para
producao de E1G, o bagaco pode ser utilizado para producao de E2G em processo semelhante
a cana-de-acucar (DE ALMEIDA et al., 2019).

Considerando o exposto, o presente capitulo deste trabalho teve como objetivo
caracterizar a biomassa de sorgo sacarino pré-tratada quimicamente por acido e base e avaliar
a eficiéncia de extratos brutos enzimdaticos obtidos do mono e cocultivo entre a actinobactéria
S.curacoi com fungos filamentosos A. acculeatus (A.a), T. reesei (T.r), P. lecomtei (CC40), F.
hepatica (CC102), F. flavus (FPB04), como também de coquetéis enzimaticos comerciais, no

processo de sacarificagao.
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8.2 METODOLOGIA

8.2.1 Biomassa vegetal

A biomassa de sorgo sacarino utilizada nos experimentos deste trabalho, foi obtida
junto a Embrapa Milho e Sorgo. Foi utilizada a cultivar Sorgo CMSXS5021 colhida em periodo
de maturacdo fisioldgica. O sorgo foi desfolhado e os colmos triturados e secos em estufa de
ventilagdo forcada. Apos a secagem, a biomassa de sorgo sacarino foi moida em moinho de
facas Willey em particulas de 2mm. Essa biomassa foi pré tratada quimicamente (acido/basico)
e teve sua composi¢ao determinada pelo método descrito pelo Laboratério Nacional de Energia
Renovével (National Renewable Energy Laboratory — NREL) em relagdo aos seus
componentes de extrativos em agua, etanol (SLUITER, A. ef al., 2005), matéria seca, cinzas,

lignina e agucares estruturais (SLUITER, A. et al., 2008a; 2008b).

8.2.2 Pré-tratamento quimico da biomassa (Acido e basico)

Para o pré tratamento da biomassa de sorgo uma solugdo de H>SO4 a 2,25% (p/v) foi
preparada e adicionada a biomassa em uma propor¢ao de s6lido/ liquido de 25% em Erlenmeyer
e levados para autoclave a 120 °C por 40 min conforme demonstrado na Figura 38. Apos o
tratamento acido as amostras foram lavadas em adgua quente até pH neutro e secas em estufa de

ventilacdo forgada a 65°C por 24 h.



117

Figura 38: Esquema de pré-tratamento acido da biomassa de sorgo sacarino

Soluc¢io acida Biomassa de sorgo Solug¢do acida adicionada
H2S04 2,25% ===  SAcarino scca e ' a biomassa em
(p/v) moida (2mm) Erlemeyers

Secagem da biomassa em N Erlemeyers levados a
estufa de ventilagao L. autoclave com a solugdo e
forcada Neu‘zlralégagao do pH a biomassa a 120 °C por 40
a biomassa :
—— —— mlnutOS

Fonte: Da autora (2023).

Para o tratamento bésico, uma solu¢cdo de NaOH foi preparada a uma concentragio de
2% e uma relagdo solido/ liquido de 10%. A biomassa pré tratada quimicamente de forma 4cida,
foi entdo misturada a essa solucdo e levada para um banho termostatico durante 3h a 80°
conforme demonstrado na Figura 39. Apds o tratamento basico as amostras foram lavadas em
agua quente até pH neutro e secas em estufa de ventilagdo forgada a 65°C por 24 h (FIGURA
39).
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Figura 39: Esquema do pré-tratamento basico da biomassa de sorgo sacarino

Soluc¢do basica adicionada a
biomassa de sorgo e levada ao
banho termostatico de 80°C por 3

horas.

Biomassa de sorgo
NaOH 2% sacarino pre:tr.atada
0 ———) de forma acida =——)

Solucdo basica

Secagem da biomassa em estufa
de ventilagao for¢ada s Neutraliza¢do do ph da biomassa

Fonte: Da autora (2023).

As fragdes da biomassa de sorgo sacarino in natura (sem pré-tratamento), pré-tratada
de forma acida, pré-tratada de forma bésica e pré-tratada de forma acido/béscia (FIGURA 40)
foram separadas para obtengdo dos seus componentes de extrativos em agua, extrativos em
etanol, matéria seca (soOlidos totais), cinzas, lignina e agucares estruturais seguindo a
metodologia descrita pelo Laboratério Nacional de Energia Renovavel (National Renewable

Energy Laboratory — NREL) (SLUITER, A. et al., 2008a; 2008b).
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Figura 40: Fragdes da biomassa de sorgo sacarino in natura ap6s pré-tratamentos e sem pré-
tratar

In natura Basico
. Acido
Acido ]
Basico

Fonte: Da autora (2023).

8.2.3 Catalizadores biologicos: extratos brutos enzimaticos e comerciais

Para hidrolise da biomassa de sorgo sacarino pré-tratada quimicamente (4cido/basico)
foram utilizados os extratos brutos enzimadticos obtidos no mono e cocultivo de S. curacoi
(AMSJ45) e os fungos A. terreus (A.t), A. acculeatus (A.a), T. reesei (T.r), P. lecomtei (CC40),
F. hepatica (CC102), F. flavus (FPB04).

Os extratos brutos enzimaticos foram obtidos nas mesmas condi¢des do mono e

cocultivo entre a actinobactéria e os fungos filamentosos em fermentacdo submersa,

demostrados no Capitulo III.

As enzimas comerciais utilizadas para hidrélise do sorgo sacarino pré-tratado
quimicamente (4cido/basico) foram: Celluclast® (Cellulase from Trichoderma reesei - Sigma
Aldrich C2730), Accellerase® 1500 (Genencor/Du Pont), Celumax C (Prozyn 004759) e Cellic
CTec3® (Novozymes).
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8.2.4 Hidrolise enzimatica da biomassa de sorgo sacarino pré-tratado quimicamente

(acido e basico).

8.2.4.1 Padronizaciao enzimatica

Os experimentos de hidrolise enzimdtica foram padronizados pela atividade de FPase
(celulases totais) para as enzimas comerciais € para os extratos brutos enzimaticos obtidos de
mono e cocultivo entre a actinobactéria e os fungos filamentosos conforme apresentado na

Tabela 8.



122

Tabela 8: Carga de enzimas comerciais utilizada nos ensaios de hidrdlise enzimatica de bagago de sorgo sacarino pré-tratado quimicamente

(acido/base).
Comerciais 10 FPU/g; 5% de biomassa; 50 °C; PH 5; 280 rpm; 48h
‘ Volume total a Tampio
Amostra / FPU/m | Biomassa| Amostra | Volume reacional | Agua Substrato . . Enzima | (citrato de sddio/acido
. .. adicionar ve .
Diluicao L umida (g) seca (g) (mL) (mL) (mL) (mL) citrico)
0,1 M (mL)
Cellic Ctec3®
17,84 0,30 0,2923 5,8452 0,0077 5,837 0,168 5,669
(1:10)
Accellerase®
24,37 0,30 0,2923 5,8452 0,0077 5,837 0,123 5,714
1500
Celluclast®
4,84 0,30 0,2923 5,8452 0,0077 5,837 0,620 5,218
(1:10)
Celumax C 20
0,91 0,30 0,2923 5,8452 0,0077 5,837 3,297 2,541

%

Fonte: Da autora (2023).
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Tabela 9: Carga de enzimas do extrato bruto enzimatico utilizado nos ensaios de hidrolise do bagaco de sorgo sacarino pré-tratado quimicamente

(acido/base).
Extrato Bruto Enzimatico; 5% de biomassa; 50 °C; PH 5; 280 rpm; 48h
Volume extrato Tampao
Biomassa iimida | Amostra seca | Volume reacional | Agua Substrato | Volume total a adicionar | bruto enzimatico (citratoc(}frif:)i)io/écido
(® (2 (mL) (mL) (mL) (mL) 0,1 M (mL)
0,30 0,2923 5,8452 0,0077 5,837 5,000 0,837

Fonte: Da autora (2023).



124

Para a hidrélise utilizando enzimas comerciais (TABELA 8), foi ajustado o volume

suficiente para obter a concentragcdo enzimatica de 10 FPU. g'1 (GHOSE, 1987).

Para a hidrolise utilizando os extratos brutos enzimaticos do mono e cocultivo entre
actinobactéria S. curacoi (AMSJ45) e os fungos filamentosos A. terreus (A.t) A. acculeatus
(A.a), T. reesei (T.r), P. lecomtei (CC40), F. hepatica (CC102), F. flavus (FPB04), obtidos nos
experimentos do Capitulo III, a padroniza¢do se deu por meio de volume reacional nas
condi¢des do ensaio (TABELA 9) visto que as atividades maximas de FPase dos extratos, se
deu em monocultivo de T. reesei (T.r) ( 0,36 = 0,16 UL. mL™) e cocultivo de S. curacoi

(AMSJ45) + T. reesei (T.r) (0,48 £ 0,04 UL mL!") (FIGURA 31).
8.2.4.2 Condi¢oes do ensaio

A hidrolise foi feita em placas “DeepWell” de 24 pocos (FIGURA 41). Em cada um
dos pocos, foi colocado 0,3 g de sorgo sacarino pré-tratado (5% - massa seca), solu¢do tampao
acido citrico/citrato de s6dio 0,1 M pH 5,0 em volume suficiente para ajustar a concentragao

enzimatica (extratos de monocultivo ou cocultivo ou comerciais) na concentragdo de 10 FPU. g'1

(TABELAS 8 E 9).

Figura 41: Hidrolise enzimatica de sorgo sacarino pré-tratado quimicamente (acido/base).

Placa DeepWell de 24 pogos contendo Placa DeepWell de 24 pogos vedada para
biomassa de sorgo sacarino e volume reagdo de hidrolise
reacional enzimatico

Fonte: Da autora (2023).

As placas foram imediatamente vedadas com filme plastico e transferidas para

incubagdo durante 48 horas, a 50°C e 280 rpm de agitagdo. Ao final da reagao, as placas foram
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centrifugadas a 5000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante/hidrolisado obtido foi usado para
determinagdo de acucares soluveis (glicose) em HPLC. A liberacdo de agucares dos extratos
obtidos nos monocultivos foi comparada entre os tratamentos e um controle negativo, com

tampao acido citrico/citrato de s6dio 0,1 M pH 5,0.

8.2.5 Quantificacio de glicose por HPLC

Para determinacdo dos teores de glicose nos hidrolisados obtidos, as amostras
previamente diluidas, foram injetadas em cromatografo liquido de alta eficiéncia (HPLC)
(Agilent Technologies), com as seguintes condi¢des cromatograficas: Coluna Aminex® HPX-
87H (300 x 7,8 mm, Bio-Rad). Como fase movel, foi utilizada uma solugdo de H2SO4 5 mM; a
temperatura da coluna foi de 45°C, tempo de corrida de 11 minutos e vazdo da fase movel 0,6
mL.min"!. A concentracdo dos agucares foi determinada por meio de equagio linear gerada por
uma curva de calibragdo com pontos correspondentes a dilui¢des seriadas de uma solugdo de

glicose de Smg. mL™..

8.2.6 Determinacio do rendimento de glicose no ensaio.

Os rendimentos das hidrdlises realizadas foram determinados em comparagdo com

maximo tedrico, segundo a equagdo (2) (BAY, 2022):

Rendimento (%) = glicose liberada na hidrélise x 0.9 x 100 (eq.2)

teor de glucana no material

As fragdes de sorgo sacarino pré-tratado quimicamente (dcido/base) foram

determinadas como descrito no item 8.2.2.

8.2.7 Analise de dados

Todos os experimentos foram feitos em triplicata biologica. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia e ao teste € médias de Scott-Knott (p < 0,05) no software R

(R Core Team, 2022).
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8.3 RESULTADOS

8.3.1 Caracterizacio quimica da biomassa de sorgo sacarino

A composi¢ao quimica da biomassa de sorgo sacarino foi descrita na Tabela 10 em
relacdo aos extrativos em dgua, extrativos em etanol, matéria seca (solidos totais), lignina
insolivel em 4cido (LIA), lignina soluvel em acido (LSA) e acucares estruturais livre de
extrativos (ALE). Os valores foram descritos para o pré-tratamento acido (H2SO4 a 2,25%
(p/v)), pré-tratamento basico (NaOH 2%), pré-tratamento 4cido/basico (H2SO4 a 2,25% (p/v)

seguido de NaOH 2%) e para a biomassa ndo pré-tratada.

Tabela 10: Composicao quimica estrutural da biomassa de sorgo sacarino.

Extrativos em Extrativos Solidos

ALE (% ° 9
(%) LSA (%) LIA (%) etanol (%) em agua (%) totais (%)

Glicanos Xilanos Arabinanos

Natura 42,02 24,05 2 4,58 19,09 3,07 34,13 93,38
Acido 55,69 9,04 0 2,45 28,04 5,48 4,18 97,01
Base 56,62 2391 2,07 3,4 6,2 0,71 2,99 87,15
Acido + Base 8321 5,09 1,59 1,59 6,96 1,67 2,09 97,41

Legenda: Composi¢do quimica estrutural da biomassa de sorgo sacarino. Natura (sem pré-tratamento),
Acido (pré-tratado com H2SOs a 2,25% (p/v)), Base (pré-tratado com NaOH 2%) Acido + Base (pré-
tratado quimicamente por Acido/Base), LSA (%) lignina soltivel em acido, LIA (%) lignina insolavel
em acido, ALE (%) Actcares livres de extrativos em agua e etanol.

Fonte: Da autora (2023).

O teor de umidade ndo € componente estrutural da biomassa e pode mudar dependendo
do tipo de armazenamento. Sua determinacdo ¢ necessaria para calcular os valores dos
componentes estruturais em base seca, principalmente quando consideramos o célculo da carga
enzimatica para sacarificacdo da biomassa. O teor de cinzas corresponde a quantidade de
silicatos, sulfatos e carbonatos. Os extrativos representam a quantidade de taninos, alcaloides,
resinas e graxas presentes na biomassa, sendo alguns soliveis em agua, outros em alcool. A
lignina ¢ separada em lignina soluvel e insoliivel. A lignina soltivel ¢ a que permanece no
filtrado apos a hidrolise acida e a lignina insolivel € o residuo so6lido que fica retido no papel

de filtro.
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8.3.2 Hidrolise enzimatica da biomassa do sorgo sacarino pré-tratado

8.3.2.1 Extrato bruto dos mono e cocultivo de fungos filamentosos e actinobactéria

Os extratos brutos enzimaticos obtidos do mono e cocultivos entre a actinobactéria S.
curacoi (AMSJ45) e os fungos filamentosos 4. terreus (A.t), A. acculeatus (A.a), T. reesei (T.r),
P. lecomtei (CC40), F. hepatica (CC102), F. flavus (FPB04) foram utilizados como
catalisadores bioldgicos na hidrolise enzimatica da biomassa de sorgo sacarino pré-tratado
quimicamente (&cido/base). O extrato bruto enzimatico foi obtido dos experimentos
apresentados no Capitulo III. A liberagdao de glicose durante a hidrélise enzimatica do sorgo

sacarino pré-tratado quimicamente estd apresentada na Figura 42.

Figura 42: Concentragdo de glicose liberada durante a hidrolise enzimatica utilizando os
extratos brutos dos monocultivos e cocultivos dos fungos filamentosos e S. curacoi
(AMSJ45), durante 48 horas.
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Extrato bruto enzimatico

Legenda: Concentracdo de agtcar do hidrolisado de sorgo sacarino obtido por meio da sacarificagao
utilizando os extratos brutos enzimaticos do monocultivo da actinobactéria Streptomyces curacoi
(AMSJ45) e do monocultivo dos fungos 4. acculeatus (A.a), T. reesei (T.r), P. lecomtei (CC40), F.
hepatica (CC102), F. flavus (FPB04). O cocultivo entre a actinobactéria Streptomyces curacoi
(AMSJ45) e os fungos A. terreus (A.t) A. acculeatus (A.a), T. reesei (T.r), P. lecomtei (CC40), F.
hepatica (CC102), F. flavus (FPB04) também estdo representados.

Fonte: Da autora (2023).
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Os extratos brutos que apresentaram melhores resultados na liberagcdo de glicose
(FIGURA 42) foram aqueles oriundos do o monocultivo de 7. reesei (T.r) e do cocultivo entre
T. reesei (T.r) com S. curacoi (AMSJ45), ndo havendo diferenca estatistica entre esses extratos.
Os extratos brutos do monocultivo de A. acculeatus (A.a) e cocultivo entre esse fungo com S.
curacoi (AMSJ45) também apresentaram liberacao de glicose, porém com valores cerca de trés
vezes inferiores aos citados anteriormente. A liberacdo de glicose por esses extratos brutos ja
era esperada, uma vez que foram os extratos brutos que apresentaram atividades enzimaticas
para FPase e Endoglicanase (FIGURAS 31 e 32). Os demais extratos brutos, oriundos do mono
e cocultivos (FIGURA 42), ndo apresentaram valores significativos para liberacao de glicose.

Como foi observado no Capitulo IIII, as atividades de FPase e B-glicosidades foram
maiores nos extratos brutos obtidos dos monocultivos de 7. reesei (T.r) e A. acculeatus (A.a).
Este resultado sugere potencial correlagdo entre as atividades enzimaticas desses extratos
brutos, com o rendimento de glicose liberada na hidrélise (p=0,84 para FPases e p=0,73 para
B-glicosidades). As correlagdes entre as atividades enzimaticas e liberagdo de glicose sdo
apresentadas na Figura 43.

Figura 43: Correlagdo entre as atividades enzimaticas
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Legenda: Correlagdo entre as atividades enzimaticas dos extratos brutos do mono e cocultivo entre
Streptomyces curacoi (AMSJ45) e os fungos filamentosos 4. acculeatus (A.a), T. reesei (T.r), P.

lecomtei (CC40), F. hepatica (CC102), F. flavus (FPB04) e sua liberagao de glicose no hidrolisado de
sorgo sacarino.

*Ns: dados ndo significativos.
Fonte: Da autora (2023).



129

Observou-se uma alta correlagdo positiva entre a liberagao de glicose e as atividades
de FPase, B-glicosidase, xilanases e endoglicanase, com p=0,94, p=0,80, p=0,75 e p=0,70,

respectivamente.

8.3.2.2 Rendimento de glicose da biomassa pela atividade enzimatica

Como ja era esperado, o maior rendimento de glicose na hidroélise do sorgo sacarino
ocorreu no mono cultivo de T. reesei (T.r) (19,40 = 3,38 g. L") (TABELA 11), em fun¢io da
maior atividade enzimatica de FPase, -glicosidase e xilanases, as quais permitem a ruptura de

parede celular vegetal.

Tabela 11: Rendimento da concentracao de glicose do hidrolisado de biomassa de sorgo

sacarino
Monocultivo Co-cultivo
Glicose Rendimento Glicose Rendimento
(gL (%) (gL (%)
T.r 19,40 41,97 a T.r + AMSJ45 18,04 39,04 a
A.a 5,01 10,83 b A.a + AMSJ45 5,03 10,89 b
FPB04 0,49 1,05 ¢ FPB04 + AMSJ45 0,87 1,89 ¢
CC102 0,00 0,0 c CC102 + AMSJ45 0,45 0,98 ¢
AMSJ45 0,08 0,18 ¢ CC40 + AMSJ45 0,19 0,41 ¢
CC40 0,06 0,14 ¢ Controle 0,00 0,0c

Legenda: Rendimento de glicose liberada da sacarificacdo enzimatica da biomassa de sorgo sacarino
pré-tratado quimicamente (acido/base) utilizando os extratos brutos enzimaticos obtido dos monos e
cocultivos entre a actinobactéria S. curacoi e os fungos filamentosos A. acculeatus (A.a), T. reesei (T.r),
P. lecomtei (CC40), F. hepatica (CC102), F. flavus (FPB04). Letras diferentes indicam diferenca
estatistica pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

Fonte: Da autora (2023).

8.3.2.3 Enzimas comerciais: hidrdlise enzimatica da biomassa de sorgo sacarino pré-

tratado quimicamente (acido/base)

A biomassa do sorgo sacarino pré-tratado quimicamente também foi submetida a
sacarificagdo com as enzimas comerciais Celluclast®, Acellerase® 1500, Celumax C e Cellic®
CTec3. Para esse ensaio, o extrato bruto enzimatico do melhor cocultivo obtido no Capitulo I1I

foi comparado com as formulagdes comerciais (FIGURA 44).
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Figura 44: Concentragdo de glicose liberada durante a hidrolise enzimatica utilizando enzi-

mas comerciais e extrato bruto enzimatico de 7. reesei (T.r) e S. curacoi, durante 48 ho-
ras.
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Legenda: Concentracdo de glicose obtida por meio da sacarificagdo enzimatica da biomassa de sorgo
sacarino pré-tratado quimicamente (acido/base) utilizando os extratos brutos enzimaticos obtido do
cocultivos entre 7. reesei (T.r) e S. curacoi comparado com formulagoes comerciais. Letras diferentes
indicam diferenga estatistica pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

Fonte: Da autora (2023).

A enzima comercial Acellerase® 1500 apresentou o melhor resultado na liberagao de
glicose, ndo diferindo estatisticamente de Cellic® CTec3 e o extrato bruto de T. reesei (T.r) ¢ S.
curacoi (TABELA 12).

Tabela 12: Rendimento de glicose liberada da sacarificagdo enzimatica da biomassa de sorgo
sacarino pré-tratado quimicamente (acido/base) utilizando enzimas comerciais e extrato bruto
enzimatico.

Enzimas Comerciais e Blend Enzimatico

Glicose Rendimento
(gL (o)
Acellerase® 1500 22 48 a
Cellic CTec3® 19 40 a
T. r + AMSJ45 18 39a
Celluclast® 14 30b
Celumax C® 14 30b
Controle 0 Oc

Legenda: Letras diferentes indicam diferenga estatistica pelo teste de Scott-Knott (»<0,05).
Fonte: Da autora (2023).
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A Tabela 12 mostra o rendimento de glicose liberada da biomassa de sorgo sacarino
pré-tratado quimicamente (4cido/basico) e submetido a sacarificagdo por enzimas comerciais.
Em valores absolutos, a sacarificacdo com a Acellerase® 1500 apresentou maior rendimento
de glicose, 48,44%, seguido pela sacarificagdo com a Cellic CTec3® apresentando 40,53% de

rendimento, com 22 g.L-1 e 19 g.L-1 de glicose liberada no ensaio respectivamente.

8.4. DISCUSSAO

A cultivar de sorgo sacarino CMSXS5021 ¢ um hibrido de duplo propdsito (biomassa
e sacarino) e tem sido estudada na Embrapa Milho e Sorgo como op¢do para o mercado de
bioenergia. Seu duplo proposito diz respeito a existéncia de caldo rico em aglcares
fermentesciveis em seu colmo para E1G, e alto teor de celulose na composi¢ao de sua parede
celular vegetal, para E2G.

Os valores encontrados para composi¢do das fragdes in natura: hemiceluldsica
(xilanos e arabinanos) 26%, celul6sica (glicanos) 42,02 % e lignina (LSA e LIA) 23,67 % foram
comparados com alguns dados de literatura. O teor observado de extrativos totais (em agua e
em etanol) foi de 37,20 %, muito superior ao encontrado por NETO (2018), que obteve 4,76 %,
trabalhando com o sorgo sacarino IPA EP17 e LINS (2017), trabalhando com o bagaco do sorgo
sacarino IPA P222, com valores de extrativos totais de sorgo de 13,99 %. Este alto valor de
extrativos totais pode ser atribuido a diversos componentes estruturais da parede celular do
material como, por exemplo, alguns sais, agucares e polissacarideos (soluveis em agua), acidos
ou ésteres graxos, alcoois de cadeia longa, ceras, resinas e compostos fendlicos e glicosideos
(soluveis em solventes organicos) (MORAIS et al., 2010).

O teor de lignina total (LSA + LIA 23,67 %) foi maior do que o encontrado por
Barcelos et al. (2016) e Yue et al. (2017) que obtiveram os valores de 19,80% e 19,94% de
lignina, respectivamente, ao caracterizar o bagaco do sorgo sacarino. Este também foi maior do
que aqueles descritos por Bi et al. (2017) e Batista (2016), que reportaram valores de 13,84% e
10,80%, respectivamente, demonstrando que a composi¢do da biomassa lignoceluldsica pode
variar a depender da cultivar, do manejo e trato cultural.

O teor de celulose encontrado neste estudo foi similar ao obtido por Barcelos (2016) e
Bi et al. (2017), que foram de 40,42% e 37,68%, respectivamente. Em um estudo anterior,
Pacheco et al. (2014) trabalharam com quatro genotipos de sorgo sacarino para producao de

etanol celuldsico e encontraram valores de celulose variando entre 32,8% e 36,50%.
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O teor de hemicelulose foi menor do que o encontrado por Batista (2016), o qual foi
30,46% para a cultivar BD 5404. NETO (2018) encontrou teor de 32,05 %, para IPA EP17 e
PRATHYUSHA et al. (2016) utilizando sorgo sacarino para ensaios de sacarificagdo obteve
44,83 % de hemicelulose.

O pré-tratamento quimico (4acido/basico) da biomassa de sorgo sacarino tem o objetivo
de modificar as caracteristicas reoldgicas da biomassa, reduzindo a recalcitrdncia da mesma
que dificulta o ataque das enzimas hidroliticas. Para a biomassa pré-tratada, observou-se uma
reducdo da fragdo hemiceluldsica em 21%. Isso significa uma maior superficie de contato entre
as enzimas hidroliticas de celulose em relacdo a biomassa disponivel, o que melhora
consideravelmente a a¢do das enzimas. Salvi ef al. (2010) apresentaram em seu trabalho
reducdo de 90% de hemicelulose quando pré-trataram a biomassa de sorgo com amonia diluida.
O pré-tratamento acido/basico da biomassa de sorgo sacarino investigado no presente trabalho
apresentou uma redu¢do de 78,83% de xilanos (hemicelulose) nas condicdes testadas, sendo
inferior ao apresentado pelos autores.

O teor de celulose aumentou de 42% para 83%, indicando alto potencial de rendimento
da hidrélise. Joy (2022) avaliando a sacarificacdo de biomassa de sorgo apds pré-tratamento
organossolv com glicerol amoniacal reportou teor de celulose em seu trabalho de 72%, valor
inferior ao do presente trabalho. Ja a lignina foi reduzida de 23,67 % para 6,96 %, o que reduz
significativamente a inibi¢do enzimatica por adsor¢do. Atualmente um dos maiores desafios da
industria produtora de etanol de segunda geracdo ¢ a etapa de pré-tratamento, visto que
determinados residuos oriundos da degradagao dos agucares e da lignina sdo frequentemente
citados como possiveis inibidores da hidrélise ou fermentagdo subsequente. Dentre esses
residuos, pode-se citar: dcido succinico, 4acido acético, acido levulinico, etanol,
hidroximetilfurfural e furfural (OGEDA, PETRI, 2010).

Quatro processos de pré-tratamento, incluindo liquidos i6nicos, explosao a vapor, cal e
acido diluido, foram utilizados para hidrolise enzimatica de bagago de sorgo sacarino por
Zhang, et al. (2011). Esses autores obtiveram conversdo maxima de glicose quando pré-
trataram a biomassa por explosdo a vapor, atingindo 70% (25 g.L!). No presente trabalho, a
maior conversio se deu com 22 g.L! de glicose e rendimento de 48%. Os autores trabalharam
com a hipdtese de que a reducdo da cristalinidade, por meio da alteracdo da forma, tornou a
celulose mais acessivel para a hidrélise enzimatica em relagdo aos outros pré-tratamentos
avaliados no trabalho. O pré-tratamento acido seguido de base, utilizado no presente trabalho,

liquefaz as fragdes de lignina e hemicelulose assim como a explosdo a vapor. Porém, ele ndo
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modifica a estrutura cristalina da celulose de forma expressiva (WADA, TOKUYASU, 2010),
demonstrando que a eficiéncia da etapa de sacarificacdo pode envolver varios fatores prévios a
ela (WANG, 2013).

Outro ponto a ser considerado na hidrélise da biomassa pré-tratada quimicamente por
acido e base, em relagdo a outros pré-tratamentos, ¢ o fato de que esse pode gerar inibidores
enzimaticos. Um deles, ¢ a lignina residual que pode gerar um efeito de adsor¢ao improdutiva,
provocando menor rendimento de hidrélise, o que, no presente trabalho, apresentou residual de
6,96 % apos o pré-tratamento quimico (4cido/base). Estudos demonstram que seu efeito pode
ser minimizado se forem acrescentadas proteinas ndo cataliticas, polimeros e surfactantes ndo-
16nicos ao meio, comumente encontrados na literatura para reduzir tal adsor¢ao improdutiva
enzimatica da lignina e, além disso, proteger as enzimas celuloliticas da desnaturagdo térmica
durante o processo de hidrolise (FLORENCIO, BADINO FARINAS, 2017).

Houve uma alta correlagdo positiva da liberacao de glicose com a atividade de FPase,
B-glicosidase, xilanases e endoglicanase dos experimentos do Capitulo III, que elucidaram as
atividades enzimaticas dos extratos brutos utilizados nessa etapa do trabalho. Através da analise
de correlacao de Pearson, verificou-se que a concentracao de glicose se correlacionou de forma
significativa e positiva com as enzimas FPase (p=0,94), B-glicosidase (p=0,8), xilanases (p=
0,75) e endoglicanase (p=0,70) sugerindo que quanto maior a produ¢do dessas enzimas, maior
o contetido de glicose no hidrolisado. Além disso, as correlagdes demonstraram alta magnitude,
pois segundo Skinner et al., (1999) apenas coeficientes de correlagdo com valores absolutos
superiores a 0,71 devem ser considerados biologicamente significativos. De acordo com os
autores, somente nessas situagdes mais do que 50% da variancia de uma caracteristica ¢ predita
pela outra. Assim, nestas condi¢des o aumento de glicose observado no hidrolisado esté
possivelmente associado a expressao dessas enzimas.

Em relagdo a sacarificagdo da biomassa de sorgo sacarino por enzimas obtidas em
mono e cocultivo entre a actinobactéria S. curacoi (AMSJ45) e os fungos filamentosos A.
terreus (A.t), A. acculeatus (A.a), T. reesei (T.r), P. lecomtei (CC40), F. hepatica (CC102) e F.
flavus (FPB04), os extratos que apresentaram maior eficiéncia na conversao de biomassa de
sorgo sacarino pré-tratado quimicamente (acido/base) foram o do monocultivo de 7. reesei (T.r)
e o do cocultivo entre S. curacoi (AMSJ45) e T. reesei (T.r), com uma concentragio de glicose
liberada no hidrolisado de 19,4 gL' e 18,04 g.L!, respectivamente, e um rendimento de

41,97% e 39,04% de conversao de celulose em glicose.
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Em estudos avaliando a hidrolise de biomassa de sorgo sacarino in natura, Lins (2017)
encontrou valores de 0,9 g. L™! ao utilizar um extrato bruto enzimatico obtido da fermentacio
submersa de 7. reesei, utilizando biomassa de sorgo sacarino suplementada de farelo de trigo
como fonte indutora da atividade enzimatica. Para a autora, a baixa liberacao de agucares se
deu por baixa atividade de FPase do extrato (0,09 U.mL™"). No presente trabalho, a liberacdo de
acucares também foi maior onde a maior atividade da enzima foi identificada: no monocultivo
de T reesei (19,40 g. L") com atividade enzimatica de FPase: 0,36 + 0,16 Ul mL",
demonstrada no Capitulo III, e no cocultivo de S. curacoi (AMSJ45) + T. reesei (T.r) (18,04 g.
L), apresentando atividade da enzima de 0,48 + 0,04 UL. mL™! sem diferenca estatistica entre
elas.

Curiosamente, a liberacao de glicose na hidrdlise feita com extrato do monocultivo de
A. acculeatus (A.a) (5,01 g. L") e o cocultivo de 4. acculeatus (A.a) + S. curacoi (AMSJ45)
(5,03 g. L) ndlo foi acompanhada da atividade de FPase como em 7. reesei (T.r). O resultado
pode ser devido a produgdo enzimatica de B-glicosidase (0,60 + 0,07 UL mL™ para o
monocultivo e 0,85 + 0,08 UI. mL™! para o cocultivo) e xilanase (0,72 + 0,1 UL mL™! para o
monocultivo e 0,64 + 0,08 UL mL"! para o cocultivo), j4 que essas enzimas atuam na
desconstru¢do da parede celular, sendo a presenca delas extremamente desejavel em um
coquetel enzimatico para bioetanol. O monocultivo e o cocultivo ndo apresentaram diferencas
significativas. Quando comparados, os perfis enzimaticos de ambos os cultivos apresentaram
diferencas minimas, considerando-se, entdo, que a interagao entre as linhagens no cocultivo foi
aumentada para B-glicosidase e reduzida para xilanase, o que ndo interferiu na similaridade da
liberagdo de agucares entre os dois extratos.

A concentragdo de glicose na hidrélise do monocultivo de P. lecomtei (CC40), F.
hepatica (CC102) e F. flavus (FPB04) foi inferior a 1,0 g. L™, assim como no cocultivo entre
esses fungos e S. curacoi (AMSJ45). Apesar de os extratos apresentarem baixa concentragao
de glicose liberada na hidrolise, vale a observagdo de que o cocultivo com a actinobactéria
promoveu um incremento de 53% para P. lecomtei (CC40), 350% para F. hepatica (CC102) e
44% para F. flavus (FPB04), podendo-se considerar que houve interacdo positiva entre os
fungos e a actinobactéria que permitisse estimular a liberagdo de enzimas hidroliticas. Estes
resultados de aumento nas atividades enzimaticas do sistema de cocultivo simulam, de forma
parcial, um ambiente selvagem onde actinobactérias e fungos interagem de forma sinérgica na

bioconversao de biomassas lignoceluldsicas, gerando beneficios mutuos.
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O efeito positivo de cocultivos em funcdo da maior liberacdo de agucares ja foi
constado na literatura. Kumar et al., (2016) obtiveram um aumento na produ¢do de enzimas
hidroliticas quando cocultivaram Penicillium sp. AKB-24 e Aspergillus nidulans AKB-25
sendo: endoglucanase, FPase e exoglucanase aumentadas em 34%, 18% e 11%,
respectivamente, em comparagdo com Aspergillus nidulans AKB-25 sozinho. Wang et al.
(2006) também relataram o aumento da produgdo de celulase, hemicelulase, glucoamilase e
pectinase quando a cultura mista de Aspergillus niger foi utilizada sob o processo SSF
utilizando farelo como substrato principal. Rehman ef al. (2014) observaram um aumento na
produgdo de pectinase quando cocultivaram Aspergillus terreus (MS105) e A. niger (MS23).
Peléez, (2017) concluiu que as hidrélises enzimaticas aplicando os extratos dos cocultivos de
trés basidiomicetos e 7. reesei resultaram num rendimento 44,7% superior quando comparadas
com os monocultivos. Mesmo nestes casos € preciso verificar proteinas expressas em estudos
de protedmica e transcriptomica para conhecer quais enzimas estdo interagindo no processo,
visto que varias enzimas acessorias e modulos de carboidratos estdo envolvidos na degradagao
da biomassa. No presente trabalho, a avaliacdo enzimadtica permitiu-nos visualizar um
parametro geral detectado no Capitulo III.

Ao comparar o hidrolisado obtido por meio da sacarificacao da biomassa, utilizando o
extrato bruto enzimatico do cocultivo entre S. curacoi (AMSJ45) e T. reesei (T.r) com
diferentes enzimas comerciais, o produto que apresentou melhor rendimento tedrico de
hidrolise foi Acellerase® 1500, com 22 g.L! de glicose liberada, alcancando o rendimento de
48,44 % em conversao de celulose em glicose. Este ndo apresentou diferenca estatistica com o
Cellic CTec3® 19 g.L!' 40,53% e o extrato bruto (T.r + AMSJ45) com 18 g.L"! 39,04%. O
resultado se mostrou promissor para o extrato bruto enzimatico do cocultivo entre S. curacoi
(AMSIJ45) e T. reesei (T.r) ja que apresentou maior concentracao de glicose do que algumas
formulagdes comerciais, mesmo sem nenhum processo de purificagdo da enzima, o que
aumentaria sua eficiéncia.

As atividades enzimdticas actinobacterianas e fingicas e o seu cocultivo podem ser
critérios interessantes para o uso na hidrélise de biomassas lignoceluldsicas em actcares
fermentesciveis. O rendimento em liberagdo de glicose na hidrolise com o extrato da
actinobactéria S. curacoi (AMSJ45) e o fungo filamentoso 7. reesei (T.r) foi apenas 19% menor
em relacdo ao melhor coquetel comercial (Acellerase® 1500) avaliado no presente trabalho,
indicando que este extrato pode ser otimizado com potencial para obtengdo de agucares

fermentesciveis na hidrélise de biomassa pré-tratada.
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Esse resultado também demonstra como as caracteristicas de enzimas distintas estao
diretamente relacionadas com a composi¢do estrutural da biomassa, j& que a composi¢cdo das
formulacdes comerciais ¢ diferente no que diz respeito as caracteristicas enzimaticas € os
resultados foram distintos para diferentes tipos de coquetéis comerciais. O que nos da um
panorama da necessidade de se pesquisar novos catalizadores bioldgicos buscando seus

produtores na natureza e otimizando sua expressao.

8.5 CONCLUSOES

e O sorgo sacarino pré-tratado quimicamente apresentou o rendimento de celulose
(glucana) de 83,21 % para a condicao de pré-tratamento acido/base.

e Os extratos brutos enzimaticos do monocultivo de 7. Reesei (Tr) e cocultivo com S.
curacoi (AMSJ45) apresentaram o rendimento de 41,97 e 39,04% de celulose
disponivel na biomassa de sorgo pré-tratado quimicamente por acido/base, liberando
no cocultivo 18,04 g. L' e 19,04 g. L respectivamente, de glicose no ensaio de 48 h.

¢ Asenzimas comerciais Accellerase® 1500 e Cellic CTec3® apresentaram rendimento
de 48 e 40% da celulose disponivel na biomassa de sorgo pré-tratado quimicamente
por 4cido/base liberando 22 g. L' e 19 g. L™! respectivamente, de glicose no ensaio de
48 h.

e Os resultados da sacarificacdo demonstraram que o sorgo sacarino ¢ uma biomassa
adequada para obtengdo de acucares fermentesciveis por meio da hidrolise da
biomassa visando a obtengao de etanol de segunda geracao.

e Os extratos brutos enzimaticos do monocultivo de 7. Reesei (Tr) e cocultivo com S.
curacoi (AMSJ45) apresentaram-se promissores para obtengdo de aglcares da

biomassa.
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8.6 CONSIDERACOES FINAIS

A biomassa lignoceluldsica de sorgo sacarino t€ém grande potencial para o uso como
substrato indutor de xilanase no cultivo de actinobactérias. Porém, ¢ desejavel testes com

suplementagdo de nutrientes, tais como o nitrogénio, para otimizar o processo.

As enzimas lignoceluloliticas de algumas actinobactérias cultivadas por fermentagao

submersa utilizando a biomassa de sorgo sacarino foram predominantemente xilanases.

Os cocultivos entre espécies de actinobactérias e fungos filamentosos que mostraram
interagdes positivas quando da triagem em cultivo em placa de Petri contendo meio BDA,
apresentaram extratos enzimaticos com atividades lignoceluloliticas variadas durante o cultivo

submerso.

Neste trabalho, pode-se observar que o cocultivo entre 7. Reesei (Tr) com S. curacoi
por exemplo, apresentou um dos melhores perfis de atividades lignoceluloliticas, tanto que foi
utilizado como um dos extratos enzimaticos no processo de hidrélise da biomassa de sorgo
sacarino em comparagdo a coquetéis enzimaticos comerciais.

O coquetel comercial que liberou a maior concentracdo de glicose da biomassa de
sorgo sacarino pré-tratado quimicamente (acido/base) foi o Acellerase® 1500 seguido de Celic
Ctec3® e em terceiro lugar do extrato bruto enzimatico 7. Reesei (Tr) em cocultivo com S.
curacoi sem diferenca significativa entre eles.

Para trabalhos futuros, indica-se o uso de extratos obtidos em monocultivos e
misturados em diferentes propor¢des e otimizagdo do meio de cultivo para aumentar a produgao

enzimatica.
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