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RESUMO 

 

A agroindústria é uma importante atividade econômica que, além de gerar empregos, 

garante a produção de alimentos e a participação brasileira no mercado exterior. O 

agronegócio, embora importante, está relacionado ao uso de insumos agrícolas que, 

quando utilizados inadequadamente juntamente com os resíduos gerados pela atividade 

agrícola, impactam negativamente o meio ambiente. Para minimizar estes impactos, 

estratégias de biorremediação utilizando microrganismos vêm sendo traçadas a fim 

agregar valor aos resíduos agrícolas e converter os compostos contaminantes em 

produtos menos tóxicos. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi produzir enzimas 

ligninolíticas de fungos filamentosos por meio da fermentação em estado sólido 

utilizando uma fonte de carbono alternativa e avaliar sua eficiência na degradação do 

bagaço de cana e da atrazina. Foi avaliada a produção de lacase por Penicillium 

brevicompactum CCDCA 11400 em low scale e o scale-up da produção enzimática em 

biorreator de colunas nos tempos 0, 7 e 14 dias, a 19 °C e 23 °C e pH 4 e 7. A 

degradação do bagaço de cana foi avaliada em seis ensaios diferentes:  controle, enzima 

pura, inóculo de P. brevicompactum CCDCA 11400 (pH 4), extrato bruto (pH 4), 

extrato bruto (pH 7) e inóculo de P. brevicompactum CCDCA 11400 (pH 7). Foi feita a 

análise de Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) para quantificação de 

carboidratos: arabinose, glicose, xilose e celobiose e ácidos orgânicos: ácido 

glucurônico, ácido fórmico e ácido acético e furfural e hidroximetilfurfural. Os 

melhores rendimentos enzimáticos foram obtidas low scale no pH 4 a 19 °C após 14 

dias de fermentação, sendo o maior valor obtido igual a 1801 U/L. Em biorreator o 

maior valor da atividade de lacase também foi obtido a 19 °C, porém em pH 7, no valor 

de 965,5 U/L. Com relação à degradação do bagaço de cana, os melhores resultados 

foram obtidos quando combinado com a atrazina, principalmente com a utilização do 

inóculo de P. brevicompactum CCDCA 11400, na qual cerca de 40% do substrato foi 

degradado, possivelmente promovida pela atividade enzimática, que também foi maior 

nestas condições. As concentrações de glicose, xilose e ácido acético obtidas mostraram 

que a hemicelulose foi despolimerizada e que, provavelmente, durante a fermentação, o 

bagaço de cana tenha sido alvo de ataques de outras enzimas lignocelulolíticas além da 

lacase. Considerando que o furfura e o hidroximetilfurfural sejam compostos inibidores 

da fermentação, as concentrações obtidas foram baixas e, possivelmente, não 

interferiram na bioconversão do bagaço de cana. Isto posto, os resultados obtidos no 

presente estudo se mostraram satisfatórios para produção e a aplicação de lacase de 

Penicillium brevicompactum CCDCA 11400, que comprovam o potencial 

biotecnológico desta espécie. 

 

 

 

Palavras-chave: Bagaço de cana. Ligninase. Lacase. Penicillium brevicompactum. 

Biorreator de coluna. 

  



ABSTRACT 

 

Agroindustry is an important economic activity that, in addition to generating jobs, 

guarantees food production and Brazilian participation in the foreign market. 

Agroindustry, although important, is related to the use of agricultural inputs that, when 

used improperly along with the waste generated by agricultural activity, negatively 

impact the environment. To minimize these impacts, bioremediation strategies using 

microorganisms have been made to add value to agricultural waste and convert 

contaminating compounds into less toxic products. Therefore, the objective of this work 

was to produce ligninolytic enzymes of filamentous fungi through solid-state 

fermentation using an alternative carbon source and to evaluate their efficiency in the 

degradation of sugarcane bagasse and atrazine. Laccase production was evaluated by 

Penicillium brevicompactum CCDCA 11400 on a low scale and the scale-up of 

enzymatic production in column bioreactor at times 0, 7 and 14 days, at 19 ° C and 23 ° 

C and pH 4 and 7. Degradation of sugarcane bagasse was evaluated in six different 

assays: control, pure enzyme, inoculum of P. brevicompactum CCDCA 11400 (pH 4), 

crude extract (pH 4), crude extract (pH 7) and inoculum of P. brevicompactum CCDCA 

11400 (pH 7). An analysis of High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) was 

performed to quantify carbohydrates: arabinose, glucose, xylose, cellobiose, organic 

acids: glucuronic acid, formic acid and acetic acid and also furfural and 

hydroxymethylfurfural. The greatest enzymatic activities were corrected on a small 

scale at pH 4 to 19 ° C after 14 days of fermentation, with the highest value equal to 

1801 U/L. In the bioreactor, the highest value of laccase activity was also found at 19 ° 

C, but at pH 7, in the amount of 965.5 U/L. Regarding the degradation of sugarcane 

bagasse, the best results were obtained when combined with atrazine, especially when 

using the inoculum of P. brevicompactum CCDCA 11400, where about 40% of the 

substrate was degraded, possibly promoted by enzymatic activity, which also was 

greater in these conditions. The concentrations of glucose, xylose and acetic acid 

obtained showed that hemicellulose was depolymerized and that, probably, during 

fermentation, sugarcane bagasse was the target of attack by other lignocellulolytic 

enzymes besides laccase. Considering the fact that furfural and hydroxymethylfurfural 

are fermentation inhibitor compounds, the concentration achieved was too low to be 

able to prejudice the bioconversion of sugarcane bagasse. That said, the results obtained 

in the present study were satisfactory for the production and application of laccase of 

Penicillium brevicompactum CCDCA 11400, which prove the biotechnological 

potential of this species. 

 

 

Keywords: Sugarcane bagasse. Ligninase. Laccase. Penicillium brevicompactum. 

Column-type bioreactor. 
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PRIMEIRA PARTE 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

O agronegócio brasileiro é considerado um modelo de atividade econômica 

de sucesso, onde ocupa 30% das participações nas exportações de produtos advindos 

do setor agropecuário (FILIPPI & GUARNIERI, 2020). Dentre as culturas 

comerciais de destaque no Brasil, a cana-de-açúcar, por exemplo, é considerada uma 

das mais versáteis, sendo utilizada principalmente na produção de açúcar e álcool 

(BRASIL, 2015). Devido a intensa atividade, os impactos - principalmente 

ambientais - negativos causados pelo agronegócio e pela agroindústria têm 

impulsionado a busca por novas possibilidades de manejo, sobretudo, dos resíduos 

agroindustriais (HILOIDHARI et al., 2020). 

As indústrias têm utilizado resíduos de diversas culturas e o bagaço de cana é 

um dos subprodutos com maior aplicabilidade pois, após sofrer transformações 

químicas, físicas e/ou bioquímicas, tornam-se matérias de alto valor agregado. O 

Brasil ganhou destaque por ser a primeira fábrica no mundo a produzir a pasta de 

celulose a partir da palha da cana-de açúcar. Além disso, a fabricação de papel 

biodegradável tem ganhado espaço no comércio (GLOBO RURAL, 2011; 2017). 

No entanto, o maior exemplo de transformação bioquímica de resíduos é através de 

técnicas fermentativas, que utilizam microrganismos a fim de produzir compostos 

de interesse industrial (FITZPATRICK et al., 2010). 

A utilização de microrganismos em processos de biotransformação é uma 

opção considerada economicamente viável e que visa a minimização dos problemas 

ambientais, uma vez que a biomassa dos resíduos agroindustriais pode atuar como 

fonte de substrato para fungos e bactérias (REHMAN et al., 2015). De forma geral, 

estes organismos tendem a apresentar um rápido crescimento, fácil controle das 

condições de cultivo e, muitas vezes, são aptos a modificações genéticas. Diante 

disso, torna-se interessante a utilização de microrganismos em processos 

biotecnológicos, principalmente pela capacidade que estes possuem de sintetizar 
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metabólitos de interesse industrial, como as enzimas.  (JOSHI & 

SATYANARAYANA, 2015; KUMAR, 2015). 

Atualmente, existem centenas de produtos onde existe a atuação de enzimas 

como o couro, o papel, medicamentos, conservantes e aditivos alimentícios, entre 

outros. A cada ano, o mercado de enzimas cresce e atinge um lucro de bilhões de 

reais nos principais setores de importância: alimentício, farmacêutico e de 

cosméticos (SANCHEZ & DEMAIN, 2017).  Em 2019, o mercado foi estimado em 

9.9 bilhões de dólares e as estimativas mostram um aumento de 7,1% por ano até 

2027, considerando todos os segmentos industriais que envolvem a utilização de 

enzimas (MARKET ANALYSIS REPORT, 2020).  

As hidrolases e oxidases, tais como as celulases, lacases e peroxidases são 

uma alternativa para atuar em processos de recuperação de áreas impactadas por 

acúmulo de matéria orgânica, como os resíduos de atividade da agroindústria, e de 

contaminantes usados nas atividades agrícolas, como pesticidas, herbicidas e 

fungicidas (RAVINDRAN & JAISWAL, 2016). 

Os compostos contaminantes, embora diferentes da biomassa lignocelulósica, 

induzem os mesmos mecanismos que os microrganismos utilizam como fonte de 

nutrientes e energia. Algumas estruturas químicas presentes em alguns defensivos 

agrícolas, como o anel de s-triazina, são diferentes de compostos naturais e algumas 

espécies de microrganismos são capazes de secretar enzimas que atuam na 

degradação (UDIKOVIÇ- KOLIÇ et al., 2012; ESSER et al., 1975) e, portanto, 

diminuir seu potencial de contaminação. 

Tradicionalmente, as técnicas de fermentações submersas capazes de 

produzir enzimas são muito utilizadas. Entretanto, a fermentação em estado sólido 

(FES) tem sido utilizada com a mesma finalidade, principalmente para produção de 

enzimas capazes de degradar polímeros comumente presentes em resíduos 

agroindustriais (SANTOS et al., 2018). Diante disso, este trabalho teve como 

objetivos selecionar fungos filamentos para produção de enzimas oxidases (lacase e 

manganês peroxidase) através da fermentação em estado sólido (FES) utilizando 

uma fonte de carbono alternativa e, avaliar sua eficiência na degradação do bagaço 

de cana e da atrazina.  
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Agroindústria e resíduos 

 

A agroindústria brasileira é responsável por uma parcela considerável do 

Produto Interno Bruto (PIB) brasileiro, sendo aproximadamente 21,4% (EMBRAPA; 

CEPEA, 2020) com destaque para produção de café, soja, cana-de-açúcar, mandioca, 

entre outros. Complementando, a Organização das Nações Unidas para a Alimentação e 

a Agricultura apontou que o Brasil poderá ser responsável por metade da produção 

mundial alimentícia até 2050, na qual deverá ser ampliada em até 60% (EMBRAPA, 

2020; FAO, 2021).  

É inegável a importância do setor agroindustrial para economia brasileira uma 

vez que gera renda e mantém o homem no campo. No entanto, embora a importância 

seja positiva em relação à produção de alimentos e ao impacto na economia brasileira, 

há o agravamento dos problemas ambientais, tais como o aumento do desmatamento, 

poluição, mudanças climáticas e a geração de toneladas de resíduos todos os anos 

(MMA, 2010; COSTA-FILHO et al., 2017). 

Os resíduos da agroindústria são gerados de duas maneiras: no transporte da 

lavoura até o consumidor, onde aproximadamente 20%-30% da safra de diversas 

culturas é perdida neste momento ou no processamento de produtos de origem vegetal, 

onde ocorre a perda de valor agregado destes. O descarte, na maioria das vezes, é 

ineficiente, devido ao grande volume de resíduos e os custos elevados para destinação 

adequada, o que é inviável, já que implica diretamente no preço do produto final 

(HILOIDHARI et al., 2020; DE FIGUEIRÊDO et. al, 2011). Para contornar o problema 

de acúmulo de resíduos, faz-se a incineração e o aterro e, ainda que possuam um custo 

relativamente alto, impactam negativamente o meio ambiente (GIL et al., 2018). 

Isto posto, o maior desafio é agregar valor aos resíduos, de forma que eles 

possam ser reutilizados ou aplicados em outros processos. Atualmente, muitos destes 

resíduos são estudados para aplicação em processos de biorrefinaria, biorremediação de 

áreas contaminadas, produção de biogás, produção de painéis de construção, produção 

de biocombustível, entre outros (SILVA, 2011). Entretanto, mesmo com estes usos, há 
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ainda muito resíduo que não é utilizado ou que o processo de reutilização ainda é 

custoso. 

 

2.1.2 Resíduos lignocelulósicos 

Os resíduos agroindustriais são, em sua maioria, compostos de celulose, 

hemicelulose e lignina, além de cinzas, carbono, nitrogênio, etc. Os três primeiros 

elementos são encontrados em maiores proporções nesses materiais – embora a 

quantidade possa variar de espécie para espécie - e, por isso, estes resíduos podem ser 

chamados de “materiais lignocelulósicos”. A celulose e a hemicelulose são polímeros 

formados por diferentes açúcares e a lignina é um polímero aromático sintetizado por 

precursores de fenilpropanoides (HILOIDHARI et al., 2020; JEFFRIES, 1994). 

Figura 1: Representação estrutural da celulose 

  

Fonte: Santos et al. (2012). 

Figura 2: Representação estrutural da hemicelulose 

 

Fonte: Santos et al. (2012). 

Figura 3: Representação estrutural da lignina 
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Fonte: Rosa & Garcia (2009). 

Quando se conhece a composição química destes materiais, torna-se mais fácil 

prever as possíveis aplicações biotecnológicas. A biomassa lignocelulósica é 

considerada muito estável devido à complexidade das moléculas ali presentes, 

especialmente a presença de anéis aromáticos, que dificulta a hidrólise e a oxidação dos 

polímeros e a utilização de técnicas de conversão destes materiais para liberação dos 

açúcares e fenóis presentes nas moléculas de lignina, celulose e hemicelulose torna-se 

fundamental (GOODMAN et al., 2020). 

Existem quatro tipos de conversão de biomassa lignocelulósica: fermentação e 

conversão enzimática (transformação bioquímica), pirólise e gaseificação 

(transformação termoquímica), hidrólise ácida e transesterificação (transformação 

bioquímica) e destilação (transformação física) (FITZPATRICK et al., 2010). 

Diferentemente dos demais processos, a fermentação é capaz de adicionar um 

valor agregado à biomassa lignocelulósica através de hidrólises enzimáticas ou de 

sacarificação, que são capazes de modificar as frações poliméricas (lignina, celulose e 

hemicelulose), tornando-as menos complexas. Os microrganismos conseguem converter 

o produto final da fermentação em álcool, ácidos orgânicos, alcenos, lipídios ou outras 

moléculas de interesse (FILLAT et al., 2017). 

2.1.2.1 Bagaço de cana 

Pertencente à família Poaceae e ao gênero Saccharum, a cana-de-açúcar pode ser 

dividida em seis espécies, sendo que elas podem ser diferenciadas quanto à quantidade 

de sacarose e a capacidade que cada espécie possui em se adaptar em diferentes 
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condições climáticas (FERRARI et al., 2010). O Brasil é o maior produtor de cana-de-

açúcar e açúcar do mundo. Em 2020, a produção chegou a 642,1 milhões de toneladas, 

tornando-se recorde na produção de açúcar. Grande parte é destinada para produção de 

etanol (CONAB, 2020).  

Figura 4: Representação esquemática das finalidades industriais do bagaço de cana 

 

Fonte: adaptado de Santos et al. (2020). 

O bagaço de cana é um dos principais subprodutos derivado da cana-de-açúcar, 

formado majoritariamente por polímeros de celulose (30,2%), hemicelulose (56,7%) e 

lignina (13,4%) (SADH et al., 2014) e a presença de uma biomassa diversa impulsiona 

o interesse acerca de possíveis aplicabilidades biotecnológicas (FERRARI et al., 2010). 

A diversidade de moléculas funcionais presentes na biomassa lignocelulósica é um dos 

principais fatores relacionados à necessidade de se reaproveitar e agregar valor aos 

resíduos (PFALTZGRAFF & CLARK, 2014).  

Dentre as aplicabilidades encontradas, existem a produção de glicose, 

biocombustíveis e biofertilizantes (PFATTZGRAFF et al., 2013). Para tal, as moléculas 

são hidrolisadas por ação de químicos ou de enzimas. A hidrólise enzimática é 

considerada a opção mais sustentável, uma vez que é realizada por microrganismos e, 

muitas das vezes, um processo menos oneroso (LIU et al., 2009).  

A necessidade emergente de se converter ou degradar os resíduos agroindustriais 

se dá pela quantidade em que são produzidos. A produção de cana-de-açúcar, no Brasil, 

é responsável por gerar cerca de 2,3 milhões de toneladas de bagaço por ano, sendo 
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considerada predominante entre os demais resíduos produzidos pela agroindústria 

(EMBRAPA, 2020).  

O bagaço tem um alto valor em relação aos outros resíduos, uma vez que pode 

ser utilizado para produção de biocombustíveis, energia elétrica, furfural (SANTOS et 

al., 2020), como substrato para síntese de enzimas microbianas, como celulases, 

xilanases e lacases (FERREIRA et al., 2017; OGUNYEWO et al., 2020), como material 

alternativo em construções civis (COSTA, 2017). Não somente como substrato, mas o 

bagaço de cana também é utilizado como suporte de imobilização de células para 

produção de compostos, como o xilitol (SARROUH & DA SILVA, 2010).  

Ainda que gerado em larga escala, este subproduto pode ser considerado versátil 

devido as inúmeras possibilidades de agregação de valor em produtos e 

reaproveitamento (SANTOS et al., 2020). Portanto, faz-se necessário o aperfeiçoamento 

de metodologias que envolvam o bagaço de cana e microrganismos, principalmente para 

síntese de enzimas, a fim de diminuir os custos de processamento e viabilizar o processo 

em escala industrial. 

2.2 Compostos xenobióticos e pesticidas 

O termo xenobiótico se refere a qualquer composto que não é essencial para 

manutenção fisiológica e bioquímica dos seres vivos, sendo considerado um composto 

estranho, quando presente em um sistema biológico (MAURYA & MALIK, 2016). 

Estes compostos são sintetizados e estão presentes, industrialmente, em poluentes, 

pesticidas, medicamentos, cosméticos e aditivos alimentícios (CHEN et al., 2007; 

PADHI, 2013). Podem ser classificados em várias classes, desde medicamentos, 

aditivos alimentícios, até hidrocarbonetos e pesticidas (DATTA et al., 2020; KOPPEL 

et al., 2017). 

O uso destas substâncias é considerado um grande avanço no desenvolvimento 

de fármacos, pesticidas e da indústria alimentícia, pois são sintetizadas a fim de 

solucionar problemas causados por infestação de pragas nas plantações e, 

consequentemente, aumentar a produtividade no campo (HASCHEK & WALLIG, 

2013), tratar doenças através da elaboração de fármacos eficientes e (KORRAPATI & 

MEHENDALE, 2005), além disso, aumentar o tempo de prateleira e a conservação dos 

alimentos, como é o caso dos aditivos alimentícios (HASCHEK & WALLIG, 2013). 

Contudo, devido o uso incorreto dos compostos xenobióticos, uma série de problemas 
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foi descoberta ao longo de vários estudos, revelando que uso excessivo destes traz 

consequências severas para o meio ambiente e para os metabolismos animal e vegetal 

(ZHU et al., 2017). 

Dentre os males causados pelo uso incorreto das substâncias xenobióticas, tem-

se o potencial carcinogênico, a alta toxicidade, o potencial bioacumulativo e as 

alterações nos ambientes bióticos e abiótico. Além disso, estas substâncias são capazes 

de alterar e afetar o funcionamento das células eucarióticas e procarióticas. Com relação 

aos efeitos na saúde humana, existe uma série de desordens causadas: endócrina, sexual, 

cognitivas, mentais, entre outras (BOUWMAN, H., 2003; QADIR et al., 2017). Estudos 

recentes têm mostrado as consequências que o uso inadequado de pesticidas tem 

causado no meio ambiente e na saúde humana (SHARMA et al., 2020; RANI et al., 

2020). 

Os pesticidas são químicos utilizados na agricultura para o controle de doenças e 

para prevenção de uma série de agentes como bactérias, vírus, fungos, insetos, 

nematoides e ervas daninhas. Eles podem ser classificados amplamente de acordo com o 

seu alvo e sua composição (Tabela 1) (AL-JAWHARI, 2018). Acredita-se que o uso 

destes químicos foi responsável pelo aumento da produção e pela diminuição das perdas 

nas colheitas. Além disso, foi capaz de aumentar a disponibilidade de alimentos e, 

consequentemente, suprir a demanda necessária. Estima-se que aproximadamente 3 

bilhões de quilos de pesticidas são utilizados todos os anos, sendo notável a importância 

de seu uso (SHARMA et al., 2020).  

Tabela 1: Descrição e classificação dos principais pesticidas utilizados 

Categoria Descrição Classes Exemplo 

 

Inseticidas 

Elimina diversos tipos de 

insetos 

Organofosforados 

Carbamatos 

Piretroides 

Malation 

Aldicarbe 

Cipermetrina 

 

Herbicidas 

Elimina ervas daninhas e 

outras espécies vegetais 

indesejadas 

Fosfonados 

Triazinas 

Clorofenóxi 

Glifosato 

Atrazina 

2,4-D 

 

Rodenticidas 

Elimina roedores, 

especialmente ratos. 

Anticoagulantes 

Anticonvulsionantes 

Veneno metabólico 

Varfarina 

Estricnina 

Fluoroacetato 

sódico 
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Fungicidas 

Elimina fungos 

fitopatogênicos 

Ditiocarbamatos 

Cúprico 

Mercúrio metálico 

Bunema 

Kocide 

Benomil 

 

Nematicidas 

Elimina nematoides 

presentes nos solos e 

plantas 

Metilcarbamato 

Organofosforado 

Sulfonados 

Tiodicarbe 

Cadusafós 

Fluensulfona 

Fonte: Adaptado de Agrofit (2019); Al-Jawhari (2018); Chen et al., (2020); Roberts & 

Karr (2012). 

Dentre os pesticidas, destaca-se a atrazina, por ser um dos herbicidas mais 

utilizados no mundo, principalmente para o controle de ervas daninhas nas culturas de 

milho e cana-de-açúcar (COLLA et al., 2008) e por ser um químico que demonstra uma 

alta capacidade de permanência no solo e nos cursos hídricos, o que torna o contexto 

preocupante (VIEIRA et al., 2020). Diante disso, é importante considerar alternativas 

que envolvam a manutenção correta de químicos no meio ambiente e meios de 

biorremediar as áreas afetadas.  

2.2.1 Atrazina 

A atrazina (2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-1,3,5-triazina) é um herbicida 

amplamente utilizado no mundo todo, que age no combate de ervas daninhas e 

gramíneas de culturas de cana-de-açúcar, trigo e milho (MAHÍA ET AL., 2007; 

BAIRD; CANN, 2011). Pertencente a classe das triazinas, o pesticida tem uma estrutura 

química que compreende um anel aromático com átomos de carbono e nitrogênio. 

Dentre as propriedades químicas da substância, destaca-se a baixa solubilidade em água 

e a capacidade de acumulação em altas concentrações (42,8 µg/L) (BARRETO et al., 

2004), principalmente nos ecossistemas aquáticos e no solo (QIAN ET AL., 2014; 

GIBBLE & BAER, 2011).  

Figura 5: Representação química da estrutura da atrazina 
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Fonte: Silva et al. (2015). 

Sucintamente, o pesticida atua na inibição da fotossíntese, de maneira que a 

produção de ATP e NADPH são reduzidas, bem como a produtividade do processo de 

fixação de CO2. Devido ao uso em larga escala, é comum encontrar resíduos do 

pesticida nos solos e cursos hídricos e, embora certa quantidade seja permitida, faz-se 

necessário o manejo correto deste. A resolução CONAMA nº 396 de 2008 determina a 

concentração máxima de atrazina permitida em águas doces de até 2 µg/L, além disso, 

estudos demonstram que o pesticida se mantém no solo após a aplicação, e possui uma 

meia vida variável e dependente do manejo (ZHANG et al., 2014; SCHIAVON, 1988; 

ZAYA et al., 2011; BRASIL, 2008). 

Utilizada em larga escala, a atrazina apresenta uma capacidade de persistência na 

natureza devido a sua meia vida - que pode variar de 21 dias a um ano -, o que ocasiona 

uma acumulação em níveis considerados acima do permitido (2 µg/L) (JAKINALA et 

al., 2019). Apesar de existirem diversos tratamentos físico-químicos para remoção da 

atrazina, os tratamentos biológicos vêm ganhando espaço devido a possibilidade de se 

utilizar microrganismos na degradação deste composto (YANG et al., 2018). As vias 

metabólicas de degradação da atrazina utilizando bactérias (principalmente dos gêneros 

Pseudomonas, Rhodococcus e Bacillus) já são bem elucidadas. Os fungos, embora 

também apresentem a capacidade de degradação da atrazina, ainda não possuem os 

mecanismos bem esclarecidos e nenhuma espécie foi relatada com o potencial de 

mineralização da atrazina (HENN et al., 2020). 

2.3 Biotecnologia de fungos e o gênero Penicillium 

Fungos unicelulares como as leveduras são conhecidas pelo seu potencial de 

uso em diversos setores industriais, por meio da fermentação de bebidas, alimentos, 

da produção de etanol e elaboração de ração e forragem, além da produção de 

enzimas e outros metabólitos. Além da Saccharomyces cerevisiae – principal 
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espécie explorada -, destacam-se muitas outras espécies que tiveram suas vias 

metabólicas elucidadas através de análises genômicas, como Komagataella pastoris, 

Candida spp., Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus, entre outras 

(JOHNSON & ECHAVARRI-ERASUN, 2011). 

Além das leveduras, os fungos filamentosos também são importantes aliados 

à biotecnologia, uma vez que atuam na ciclagem de nutrientes através da 

decomposição, respiração e da produção de biomassa e metabólitos (GADD, G. M., 

2017). Nestes organismos, a utilização de técnicas moleculares possibilitou a 

expansão do conhecimento acerca dos metabólitos produzidos, principalmente 

aqueles de interesse industrial (WÖSTEN, HAN A B, 2019). Explorados para 

diversos fins, os metabólitos de maior interesse são ácidos graxos e orgânicos, 

enzimas, vitaminas, aminoácidos e antibióticos, sendo que o Filo Ascomycota se 

destaca pela presença dos gêneros Penicillium, Aspergillus e Trichoderma, os quais 

possuem milhares de compostos produzidos identificados e estudados (WANG et 

al., 2017; LIAUD et al., 2014; DEVI et al., 2009). 

Penicillium é um gênero de fungos filamentosos pertencentes à ordem 

Eurotiales onde existem cerca de 200 espécies identificadas até então 

(HOUBRAKEN et al., 2014). O gênero abriga espécies ubíquas, capazes de se 

distribuírem em solos, vegetações, ar e água, além de tolerarem extremos de pH, 

oxigênio, temperatura e de concentrações de sal e açúcar (HOUBRAKEN et al., 

2014; PITT, J.I., 2014). Essas características evidenciam o alto potencial 

biotecnológico do gênero (VISSER et al., 2013). 

A maioria das espécies do gênero é saprófita, cuja condição de 

decompositores proporcionou descobertas acerca da capacidade metabólica destes 

organismos. Posteriormente, a descoberta da penicilina enfatizou o potencial de 

Penicillium spp. no campo biotecnológico, ao sintetizar o primeiro antibiótico do 

mundo (HOUBRAKEN et al., 2014; VISAGIE et al., 2014; FLEMING, A., 1929). 

Atualmente, existem espécies com o potencial de atuar em diversos campos 

industriais: na síntese de compostos potencialmente produtores de 

medicamentos/antibióticos, na fermentação de bebidas e alimentos como vinho, 

cerveja, queijo (P. roqueforti) e embutidos (P. nalgiovense), considerados processos 

bem elucidados, onde se busca cada vez aprimorar os processos de produção, 
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mediante a seleção das melhores cepas (KUMAR et al., 2018). Além disso, atuam 

na síntese de enzimas de interesse industrial, principalmente as lignocelulolíticas, 

que permitem agregar valor aos resíduos (NIGAM et al., 2018). 

 A síntese de enzimas fúngicas como as celulases por Trichoderma 

(FLORENCIO et al., 2012), xilanases e lacases por Aspergillus e Penicillium 

(MAESTRELLO & SOUZA, 2018; ASINA et al., 2016) e peroxidases por 

Pleurotus e Trametes (RODRIGUES et al., 2019) no processo de hidrólise 

lignocelulolítca tem se mostrado uma ferramenta indispensável para garantir um 

processo mais economicamente viável e menos danoso ao meio ambiente 

(HOUBRAKEN et al., 2014; NIGAM et al., 2018).  

2.3.1 Enzimas ligninolíticas de origem microbiana 

De acordo com COELHO et al. (2008): “as enzimas são catalizadores biológicos, 

de natureza principalmente proteica que participam de várias reações bioquímicas, 

tendo como papel fundamental o controle metabólico”. Baseado na natureza das reações 

químicas, as enzimas podem ser divididas em seis classes: ligases, isomerases, liases, 

hidrolases, transferases e oxidorredutases (IUB – International Union of Biochemistry). 

A comissão de enzimas (EC) codifica cada enzima de acordo com sua classe, seu 

modo de ação, o seu aceptor e, por fim, o seu conjunto de características reacionais. As 

lacases e as manganeses peroxidases, por exemplo, possuem como código EC 1.10.3.2 e 

EC 1.11.1.3, respectivamente (BRENDA, 2021).  

O código da lacase a classifica como:  

1 (Oxidorredutase). 10 (Atuante em difenóis e substâncias afins como doadores). 

3 (Aceptor: oxigênio). 2 (São um grupo de enzimas multi-cobre com baixa 

especificidade que atuam em o- e p- quinois e atuam também em aminofenois e 

fenilenediamina (BRENDA, 2021; DAWSON & TARPLEY, 1951). 

O código da manganês peroxidase a classifica como: 

1 (Oxidorredutase). 11 (Atuante em moléculas de peróxido como aceptores). 1 

(Aceptor: peroxidase). 13 (Uma hemoproteína atuante na degradação oxidativa 

de lignina. A enzima oxida ligações de Mn2+ em Mn3+ na presença de peróxido 

de hidrogênio. A enzima é inativada na presença de álcool veratril e/ou na 
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presença de substratos não-fenólicos (BRENDA, 2021; KUAN & TIEN, 1993; 

GLENN et al., 1986). 

As enzimas microbianas podem ser sintetizadas por bactérias, fungos 

filamentosos ou leveduras. Dentre os mais estudados, destacam-se os ascomicetos, os 

basidiomicetos e as bactérias do gênero Bacillus – principalmente sua expressão gênica 

a fim de elucidar os mecanismos envolvidos na produção enzimática/síntese proteica. 

Com o avanço das técnicas moleculares e da genômica, uma série de espécies 

microbianas já são capazes de produzir enzimas de todas as classes, com o foco na 

produção industrial (TERPE, 2006; BINOD et al., 2013; VOLESKY & LUONG, 2008).  

Apesar de existirem milhões de espécies de microrganismos na Terra, menos de 

um por cento consegue ser cultivado em laboratório. A busca por microrganismos 

produtores de enzimas pode ser realizada focando nos mais diversos grupos, desde os 

extremófilos e os psicrófilos, até os mais comuns, como os mesófilos. Os psicrófilos, 

por exemplo, têm se mostrado bons produtores de enzimas, principalmente aquelas que 

atuam na biomassa lignocelulósica. Ademais, fungos conhecidos como “podridão 

branca”, representados nos estudos principalmente pela espécie Trametes versicolor são 

comumente utilizados para produção de oxidases e hidrolases, tais como lacases e 

celulases a partir de resíduos agroindustriais (SANCHEZ & DEMAIN, 2017; LOPES et 

al., 2020). 

As lignocelulases são enzimas que atuam na despolimerização da celulase, 

hemicelulose e lignina, sendo que existe um tipo para cada um destes polímeros e o alvo 

de cada uma delas (NIGAM, 2018).  

Figura 6: Ligninases e seus alvos em relação aos polímeros celulose, hemicelulose e 

lignina. 
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Fonte: Nigam (2018) 

2.3.1.1 Lacase (E.C. 1.10.3.2) 

As lacases são enzimas multi-cobre oxidases que acoplam a redução do oxigênio 

em duas moléculas de água com a oxidação de vários substratos fenólicos, arilaminas, 

anilinas, tióis e lignina. Esta redução é mediada pelos quatro íons de cobre presentes no 

sítio catalítico enzimático e sua atividade é relacionada à oxidação de compostos 

fenólicos (THURSTON, 1994; LI et al., 1999; ELEGIR et al., 2005; PIRES, B. A. O., 

2015). 

Figura 7: Representação da estrutura cristalina da Lacase (EC 1.10.3.2) 

 

Fonte: RCSB Protein Data Bank, acesso em: 24/02/21 
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Além da produção por microrganismos como a bactéria Azospirillum lipoferum e 

alguns fungos filamentosos (Trametes sp., Lentinus sp. e Pleurotus sp.), a enzima 

também pode ser encontrada em algumas espécies de insetos e plantas. Estas enzimas 

conseguem trabalhar de maneira eficaz em uma série de substratos, sendo considerada 

uma ótima escolha para aplicações biotecnológicas, como a descoloração e a 

detoxificação de corantes têxteis e a biorremediação de solos e resíduos contaminantes 

(CARVALHO et al, 2016; ORZECHOWSKI et al., 2018) 

Dentre as enzimas ligninolíticas, as lacases se destacam pela ampla 

especificidade, que facilita a ligação da enzima com o composto contaminante alvo. 

Geralmente, a maneira mais eficiente de utilizá-la é inoculando diretamente o 

microrganismo produtor no ambiente de interesse, ou pela adição do extrato bruto 

enzimático (VISWANATH et al., 2015). 

2.3.1.2 Manganês peroxidase (E.C 1.11.1.13) 

Manganês peroxidase (MnP, E.C. 1.11.1.13) é uma enzima glicosilada que 

contém uma molécula heme como ferro protoporfirina IX. Essa enzima é capaz de 

catalisar a oxidação de Mn2+ em Mn3+ numa reação dependente de peróxido de 

hidrogênio (H2O2). Utilizada em processos de degradação de lignina e outros tipos 

de poluentes orgânicos (HOFRICHTER, M., 2002; EIBES et al., 2006; ZHAO et al., 

2015). 

Figura 8: Representação da estrutura cristalina de Manganês peroxidase (MnP, E.C 

1.11.1.13) 

 

Fonte: RCSB Protein Data Bank, acesso em: 24/02/21 

A enzima pode atuar na degradação de compostos fenólicos e não fenólicos. 

Essas reações de degradação são reações de quebra de carbono – carbono e aril-
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aquílicas, onde ocorre uma transferência de elétrons do sítio ativo de MnP para 

H2O2, formando um complexo Fe4+ oxoporfirina, com a liberação de uma molécula 

de H2O (HENN, 2009). 

Figura 9: Representação do ciclo catalítico de MnP 

 

 

Fonte: Hofrichter (2002). 

Os fungos da podridão branca são o principal grupo de fungos conhecidos 

pela produção de MnP, sobretudo representados pelos gêneros Trametes e 

Pleurotus. Apesar do interesse biotecnológico na utilização destes microrganismos, 

a falta da padronização das condições ideais de cultivo e o entendimento do 

metabolismo ainda é um problema. Ademais, o alto custo de produção ainda é um 

fator limitante para efetivação destes processos (ZHAO et al., 2015).  

2.4 Biodegradação  

2.4.1 Biodegradação da biomassa lignocelulósica (Lignina)  

A biomassa lignocelulósica é a fonte de carbono renovável mais abundante no 

mundo. Composta majoritariamente por celulose, hemicelulose e lignina, estes 

compostos podem ser hidrolisados em açúcares e, então, processados a fim de terem um 

valor agregado. Uma das maneiras de se agregar valor a estes resíduos é a utilização 

destes como substrato para produção de enzimas através da fermentação (RAY & 
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BEHERA, 2017). Dependendo do tipo de fermentação e as condições metabólicas do 

microrganismo, é possível degradar a biomassa e sintetizar compostos de interesse 

simultaneamente, como é o caso das enzimas, tornando-se uma opção interessante a ser 

utilizada nas indústrias (DATTA et al., 2017). 

A fermentação é um processo no qual são utilizados microrganismos que, neste 

caso, sintetizam enzimas capazes de quebrar as moléculas presentes na biomassa 

lignocelulósica. Quando em contato com o resíduo, o microrganismo sinaliza a presença 

de macromoléculas ao seu redor e sintetiza a enzima de interesse. Após a sinalização, os 

polímeros são degradados em monômeros e, então, estes passarão a atuar como 

principal fonte de energia e carbono para o crescimento microbiano. O produto final da 

biodegradação polimérica geralmente resulta em biomassa microbiana, H2O e CO2 

(KARIGAR & RAO, 2011; LYAGIN et al., 2018; GHAFFARI MOSANENZADEH al., 

2014; MARIN et al. 2013; COSTA et al., 2014). Dentre estes polímeros, a lignina 

apresenta a estrutura mais complexa, contendo anéis aromáticos interligados por 

diferentes ligações covalentes de C – C e C – O que conferem à molécula uma 

característica hidrofóbica e uma estrutura recalcitrante de difícil acesso (SUN et al., 

2018). As enzimas capazes de oxidar estas estruturas complexas são as ligninases 

(lacase, manganês peroxidase, peroxidase versátil e lignina peroxidase). 

Dentre as ligninases, destaca-se a lacase, sendo enzima que possui seus mecanismos 

de degradação mais elucidados e estudados. Os fatores que mais afetam a síntese 

enzimática são a temperatura, a composição do meio de cultura e a presença ou ausência 

de mediadores fenólicos na reação. O foco da degradação pela lacase é nos compostos 

aromáticos presentes na lignina, contudo, seu ataque é limitado, uma vez que sua 

estrutura não é representada somente pelos anéis fenólicos (NIGAM, 2018; ELEGIR, 

2005). 

Os mecanismos de degradação biológica da lignina são pouco elucidados, uma vez 

que são gerados muitos metabólitos e substâncias alifáticas e os mecanismos de ação 

ainda são complexos. Deve-se considerar também que as espécies e as técnicas 

utilizadas para síntese enzimática podem apresentar diferentes resultados e, portanto, 

não é algo padronizado (KHATAMI et al., 2019; YADA et al., 2019).  

Geralmente, os estudos relacionam a produção enzimática com a degradação dos 

polímeros presentes na biomassa lignocelulósica. Como existem enzimas específicas 
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para atuar em cada molécula, possivelmente a síntese de ligninases implicará na 

degradação de lignina, seu principal alvo. Para caracterizar e quantificar a degradação 

de lignina, utiliza-se a Cromatografia Líquida de Alta Eficiência, que é capaz de 

identificar os compostos de degradação (DATTA et al., 2017; DE CARVALHO 

OLIVEIRA et al., 2018). 

Figura 10: Representação esquemática do alvo de cada ligninase, onde é possível 

visualizar o potencial de ação da lignina peroxidase e peroxidase versátil sobre as 

frações não fenólicas e manganês peroxidase e lacase sobre as frações fenólicas da 

lignina.  

 

Fonte: Datta et al. (2017). 

2.4.2 Biodegradação da Atrazina 

A biorremediação de ambientes contaminados é uma alternativa de baixo custo e 

ambientalmente amigável, que depende apenas da fisiologia celular dos organismos 

capazes de degradar estes compostos (DEON et al., 2012). Para minimizar a toxicidade 

de substâncias contaminantes ou convertê-las em material inorgânico, os 

microrganismos são capazes de utilizar os compostos contaminantes como fonte de 

nutrição, convertendo-os em subprodutos menos tóxicos (TONINI et al., 2010). Por 

isso, com o crescente uso destes compostos, faz-se necessária a busca por novas 

espécies microbianas produtoras de enzimas, capazes de atuar nos processos de 

biorremediação (VISWANATH et al., 2015). 
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Existem alguns compostos como o halogênio, o metiltio-éter e o N-alquil, 

presentes no anel s-triazina da atrazina, capazes de inibir o metabolismo microbiano 

(VARGHA et al., 2005). Entretanto, existem bactérias como Achromobacter sp e 

Pseudomonas sp que foram capazes de degradar completamente a atrazina presente no 

solo, através de um consórcio, onde todos os genes responsáveis pela degradação 

estavam presentes e ativos. O produto final da degradação geralmente é NH3 e CO2 e as 

bactérias nitrificantes do solo são responsáveis pela ciclagem do nitrogênio resultante 

(FERNANDES et al., 2018; 2020). Em ambientes aquáticos contaminados, a 

abordagem é diferente, uma vez que a utilização de ozônio potencializa o efeito 

oxidativo e, consequentemente, atingir uma taxa de degradação igual a 99% (DIAS et 

al., 2018). 

Assim como existem algumas bactérias que carregam os genes AtzA, AtzB, 

AtzC, AtzD, AtzE e AtzF, responsáveis pela degradação da atrazina, há também alguns 

fungos aptos para isto (FERNANDES, 2018). Um exemplo deste são algumas espécies 

de Aspergillus, Trichoderma, Penicillium, Cladosporium e Fusarium que, não 

necessariamente, possuem todos estes genes, mas que ainda são aptas a degradar o 

composto em diferentes graus (ROMERO et al., 2014).  

A atrazina é degradada em uma variedade de produtos: hidroxiatrazina (HA), 

deetilatrazina (DEA) e deetilhidroxiatrazina (DEHA), desisopropilatrazina (DIA) e 

desetildeseopropilatrazina (DEDIA), ácido cianúrico, isopropilamina, biureto e 

alofanato. Todos os subprodutos resultantes da degradação são similares a atrazina, 

sendo considerados tóxicos e, um dos principais motivos que mantêm a toxicidade 

destes compostos – mesmo após a degradação – é a capacidade de persistência e 

consequente contaminação do ambiente (HANNA BARCHANSKA et al., 2017; HU & 

CHENG, 2013; SINGH et al., 2017). 

Os fatores que mais influenciam o metabolismo de degradação da atrazina por 

fungos são o pH, a aeração, o substrato e o meio de cultivo (MISHRA et al, 2001). Com 

as condições de cultivo favoráveis para o metabolismo fúngico, que é variável de 

espécie para espécie, o organismo é capaz de degradar a atrazina em diferentes graus, 

embora ainda não tenha sido relatado na literatura a total degradação (HENN et al., 

2020). Embora a via metabólica da degradação da atrazina por fungos ainda não seja 

totalmente elucidada, geralmente, os fungos tendem a degradar a atrazina através da 

https://link.springer.com/article/10.1007/s11356-016-7798-3#auth-Hanna-Barchanska
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remoção sequencial de substituintes do anel aromático, que é iniciada pela fase de 

dealquilação, a principal fase da via metabólica da atrazina (MOUGIN et al., 1994; 

1997).  

Figura 11: Representação das estruturas alvo de cada gene envolvido na degradação de 

atrazina. 

 

Fonte: Adaptado de Udikoviç-Koliç et al. (2012) 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A utilização de enzimas em processos biotecnológicos é uma realidade 

cotidiana. Nota-se sua importância nos mais diversos setores industriais: alimentício, 

têxtil, farmacêutico, cosmetológico, entre outros. Embora possam ser sintetizadas 

quimicamente e biologicamente, tem-se considerado o uso de enzimas microbianas, 

principalmente pela facilidade de controle metabólico destes organismos. O principal 

fator limitante do uso de enzimas destas origens é o custo de processamento das 

enzimas, que envolve desde as etapas de extração, até as etapas de purificação.  

Uma opção para redução dos custos de processamento é a utilização de 

substratos alternativos, como os resíduos agroindustriais. Se por um lado o volume 
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gerado de resíduos é o principal responsável pelo acúmulo de matéria orgânica, por 

outro lado pode ser considerado um fator importante na redução do custo da síntese de 

enzimas e dos impactos ambientais.  

Assim sendo, objetivou-se com este trabalho, a produção de enzimas oxidases 

(lacase e manganês peroxidase) e eficiências destas na despolimerização da biomassa 

lignocelulósica e da atrazina, por fungos filamentosos através da fermentação em estado 

sólido (FES) utilizando como fonte de carbono o bagaço de cana. 
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ABSTRACT 

 

Sugarcane is an important Brazilian agricultural crop, responsible for the production of 

sugar, bioethanol and cachaça, a typical Brazilian drink. Its residue, sugarcane bagasse, 

is the one that is generated in greater quantity. To maintain productivity, it is necessary 

to use agricultural inputs and, in this culture, one of the most used is the herbicide 

Atrazine. In addition to the problems caused by the accumulation of organic matter in 

the waste, the incorrect use of these inputs harms the environment. To minimize these 

impacts, bioremediation strategies using microorganisms have been devised to add 

value to agricultural waste and convert contaminating compounds into less toxic 

products. The objective of this work was to produce ligninolytic enzymes of 

filamentous fungi through solid-state fermentation using sugarcane bagasse as an 

alternative carbon source and to evaluate its efficiency in the degradation of sugarcane 

bagasse and atrazine. Laccase production was evaluated by Penicillium brevicompactum 

CCDCA 11400 in low scale and the scale-up of enzymatic production in column 

bioreactor at times 0, 7 and 14 days, at 19 ° C and 23 ° C and pH 4 and 7. Sugarcane 

bagasse degradation was evaluated in six different assays: control, pure enzyme, 

inoculum of P. brevicompactum CCDCA 11400 (pH 4), crude extract (pH 4), crude 

extract (pH 7) and inoculum of P. brevicompactum CCDCA 11400 (pH 7). The analysis 

of High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) was performed to quantify 

carbohydrates: arabinose, glucose, xylose and cellobiose and organic acids: glucuronic 

acid, formic acid and acetic acid and furfural and hydroxymethylfurfural. The highest 

enzyme activities were obtained at a low scale at pH 4 at 19 ° C after 14 days of 

fermentation, with the highest value being equal to 1801 U/L. In a bioreactor, the 

highest value of laccase activity was also obtained at 19 ° C, but at pH 7, in the amount 

of 965.5 U / L. Regarding the degradation of sugarcane bagasse, the best results were 

obtained when combined with atrazine, especially when using the inoculum of P. 

brevicompactum CCDCA 11400, where about 40% of the substrate was degraded, 

possibly promoted by enzymatic activity, which also was greater in these conditions. 

The concentrations of glucose, xylose and acetic acid obtained showed that 

hemicellulose was depolymerized and that, probably, during fermentation, sugarcane 

bagasse was the target of attacks by other lignocellulolytic enzymes besides laccase. 

Considering the fact that furfural and hydroxymethylfurfural are fermentation inhibitor 

compounds, the concentration achieved was too low to be able to prejudice the 

bioconversion of sugarcane bagasse. That said, the results obtained in the present study 

were satisfactory for the production and application of laccase of Penicillium 

brevicompactum CCDCA 11400, which prove the biotechnological potential of this 

specie. 

 

 

Keywords: Bioremediation. Laccase. Penicillium brevicompactum. Low scale; Scale-

up. Lignocellulosic biomass. 
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1 INTRODUÇÃO 

O agronegócio é um importante setor produtivo para a economia brasileira, 

empregando cerca de 2,4 milhões de pessoas, somente no estado de Minas Gerais (CIM, 

2021). O país destaca-se principalmente nas culturas de café, soja, milho e cana-de-

açúcar e, em 2020, a produção recorde de grãos atingiu a marca de 252 milhões de 

toneladas (CONAB, 2020). De forma incontestável, o aumento da produtividade e a 

competitividade são resultado de um conjunto de fatores, dentre eles o uso de insumos 

agrícolas, como os pesticidas, que combatem o desenvolvimento de ervas daninhas, 

fitopatógenos, nematoides e insetos (GIOVANINI et al., 2019; CASTRO et al., 2017).  

Em contrapartida, tanto o aumento da produtividade quanto o uso constante de 

insumos agrícolas, implicam em consequências ambientais graves, como o acúmulo de 

material orgânico nas áreas de produção, contaminação do solo e dos recursos hídricos, 

bem como a intoxicação humana pela ingestão destas substâncias através dos alimentos 

(RICARDINO et al., 2020; DE CAMPOS et al., 2021). Dada tamanha importância e 

necessidade de se manter a alta produtividade, é indispensável que os resíduos do 

processamento da agroindústria recebam o tratamento e o destino correto e que os 

insumos agrícolas sejam utilizados nas doses indicadas (COSTA et al., 2020; DE 

SOUZA FILHO, 2021). 

A cana-de-açúcar é empregada para produção de açúcar, bioetanol e de cachaça, 

uma bebida tipicamente brasileira. Da produção destes, gera-se mais de 2,3 ton/ano, 

caracterizando-se como o setor produtivo que mais gera resíduos. De modo geral, o 

volume gerado é maior que a destinação como geração de energia ou compostagem, 

causando um acúmulo de material orgânico nas áreas de produção (MOURA & 

LANDAU, 2020; EMBRAPA, 2020). Dos resíduos, destaca-se o bagaço de cana 

(OLIVEIRA et al., 2020).  

O bagaço de cana é um subproduto com alto potencial biotecnológico e tem sido 

utilizado para diversas aplicações (MUSTAFA et al., 2020). Dentre elas, a utilização 

deste como substrato em fermentações para produção de compostos de interesse, tais 

como enzimas, ácidos graxos, vitaminas e aminoácidos (HILARES et al., 2018; PATEL 

et al., 2017; FERREIRA et al., 2018; CARVALHO et al., 2020). A capacidade dos 

microrganismos na utilização deste material como fonte de carbono se dá pela sua 

composição: 50% celulose, 25 % hemicelulose e 25% lignina. Assim, o microrganismo 
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é capaz de sintetizar enzimas alvo para um dos polímeros presentes na biomassa do 

bagaço de cana e transformá-los em açúcares fermentáveis (NIGAM et al., 2018).  

Microrganismos capazes de produzir enzimas despolimerizantes podem também 

serem capazes de degradar outras moléculas complexas, como aqueles presentes nos 

pesticidas (KUMAR & CHANDRA, 2020; QADIR et al., 2021). Um exemplo é o 

herbicida Atrazina, comumente utilizado na lavoura da cana-de-açúcar. A atrazina 

contém um anel aromático halogenado na sua estrutura química, conhecido como s-

triazina que, quando convertido, tende a produzir metabólitos tóxicos (SINGH et al., 

2018). Além disso, deve-se considerar que como todo produto sintético tem efeito 

recalcitrante no ambiente, agravando o uso frequente nas lavouras (SRIVASTAV, L. A., 

2020). 

Isto posto, uma das alternativas de acelerar o processo de depuração dos 

ambientes contaminados ou saturados com insumos agrícolas e agregar valor aos 

resíduos da agroindústria, é o uso de microrganismos que sintetizam enzimas 

despolimerizantes, como as lacases (NIGAM et al., 2018; ZHANG et al., 2020; 

PANDEY et al., 2018). Dentre os microrganismos, destacam-se os fungos filamentosos, 

principalmente aqueles pertencentes aos gêneros Aspergillus, Penicillium e Pleurotus 

(REHMAN et al., 2018; COPETE-PERTUZ et al., 2019; AYLA et al., 2018). 

A degradação do material orgânico e da atrazina pode ser realizada via 

fermentação submersa, porém, a fermentação em estado sólido (FES) tem se mostrado 

muito efetiva, uma vez que garante maior produtividade com menor custo, 

principalmente quando utilizada a biomassa lignocelulósica como substrato para 

produção de enzimas lignocelulolíticas (PLIEGO-SANDOVAL et al., 2014; SINDHU, 

2015; SINGH, 2014). Diante disso, considerando a necessidade urgente da disposição 

adequada de resíduos orgânicos e a degradação de insumos agrícolas, este trabalho teve 

como objetivo a produção de enzimas oxidases (lacase e manganês peroxidase) por 

Penicillium brevicompactum CCDCA 11400 por fermentação em estado sólido (FES) 

utilizando o bagaço de cana como fonte de carbono alternativa e a aplicação destas 

enzimas na degradação do bagaço de cana e da atrazina. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Reativação dos microrganismos e condições de cultivo 

Seis cepas de fungos filamentosos pertencentes à Coleção de Culturas do 

Departamento de Ciência dos Alimentos (CCDCA) da Universidade Federal de Lavras 

(UFLA) foram avaliadas quanto à capacidade de produção de ligninases. Penicillium 

brevicompactum CCDCA 11400 foi isolada de solo amazônico (Brasil). P. lanosum 

CCDCA 11619, P. crustosum CCDCA 11620, P. thomii CCDCA 11615, P. daejonium 

CCDCA 11633 e Pseudogymnoascus panorum CCDCA 11607 foram isolados de solo 

de rizosfera de Deschampia antártica (Antartica).  

Para detecção da produção enzimática foram realizados testes qualitativos em 

meio sintético sólido, onde os microrganismos foram submetidos às seguintes condições 

de cultivo: para produção de lacase (E.C. 1.10.3.2) e manganês peroxidase (E.C. 

1.11.1.13), as cepas foram cultivadas em meio básico (10,0 g L-1 de glicose; 1,0 g L-1 de 

KH2PO4; 0,5 g L-1 de MgSO₄7H2O; 1,0 g L-1 de (NH₄)2SO₄, 0,5 g L-1 de CaCl2; 15,0 g 

L-1 de ágar, 1,0 g L-1 de extrato de levedura) acrescido de ABTS (2,2'-azino-bis- [3-

etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico]) e Azure B, respectivamente (CARVALHO et al. 

2016). Os cultivos foram incubados a 25 ºC e 19 °C por 14 dias. A confirmação da 

produção de lacase é evidenciada pela presença de halo verde ao redor da colônia 

(POINTING, 1999) e de manganês peroxidase pela presença de halo hialino ao redor da 

colônia (ARCHIBALD, 1992). Cada ensaio foi realizado em triplicata e o meio de 

cultura sem adição de ABTS e Azure B foi utilizado como controle.  

Para avaliar o potencial de P. brevicompactum CCDCA 11400 na degradação de 

atrazina, realizou-se o cultivo em meio básico + Atrazina 97% (Syngenta) (1,0 g L-1 de 

KH2PO4; 0,5 g L-1 de MgSO₄7H2O; 1,0 g L-1 de (NH₄)2SO₄, 0,5 g L-1 de CaCl2; 15,0 g 

L-1 de ágar, 1,0 g L-1 de extrato de levedura) acrescido de 10 g L-1 de atrazina, a 19 °C e 

23 °C. Para o controle foi utilizado o cultivo em meio sem atrazina, acrescido de 

glicose. 

2.1.2 Influência do pH e da temperatura na produção de lacase  

P. brevicompactum CCDCA 11400, o único microrganismo que se mostrou 

produtor de ligninase (lacase), foi cultivado em meio básico acrescido de ABTS a 19 
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°C, 23 °C e 25 °C em pH 4.0, 5.5 e 7.0. Como controle, foi utilizado o meio básico + 

ABTS, sem o controle de pH. 

Após selecionar as melhores condições de cultivo, o fungo Penicillium 

brevicompactum CCDCA 11400 foi cultivado em meio MEA (15 g L-1 de glicose; 15 g 

L-1 de extrato de malte; 15 g L-1 de ágar) e incubado a 25 °C durante 7 dias para 

produção do inóculo.  

A suspensão de esporos foi preparada adicionando-se sobre a placa contendo a 

colônia fúngica 10 mL de solução Tween 80 (0,1%) e espalhada com o auxílio de uma 

alça de Drigalski. A contagem de esporos foi realizada em Câmara de Neubauer e o 

inóculo foi padronizado na concentração final de 108 esporos/mL (IRFAN et al., 2018). 

2.2 Preparo do substrato para a fermentação em estado sólido (FES) 

O bagaço de cana foi cedido pela Cachaçaria Carinhosa, localizada na cidade de 

Perdões, Minas Gerais (21°4’4.058” S 44°59’29.036” W).  

As amostras foram secas em estufa a 60 °C durante 72 h, até atingirem peso 

constante. Após a secagem, o bagaço foi moído em moinho “Willey” em partículas de 

1.0 mm e armazenado em sacos plásticos de polipropileno impermeáveis, mantidos em 

temperatura ambiente.  

2.3 Fermentação em estado sólido low scale para produção do extrato bruto 

enzimático (Pré-teste) 

A produção do extrato bruto enzimático foi realizada através de fermentações 

em erlenmeyers de 250 mL, contendo 15 g do bagaço de cana e autoclavados a 121 °C 

durante 15 min. 

Assepticamente, em cada erlenmeyer, foram adicionados 15 mL de solução 

nutriente (FERREIRA et al., 2018) (9 g L-1 NaNO3, 2,25 g L-1 KH2PO4, 0,75 g L-1 KCl, 

0,75 g L-1 MgSO4, 0,015 g L-1 FeSO4, 0,015 g L-1 ZnSO4), 5 mL de solução tampão 

citrato, 3 mL do inóculo e homogeneizados com bastão de vidro estéril. O volume final 

consistiu em 23 mL de solução para 15 g de bagaço de cana. Os pH dos ensaios foram 

ajustados (4.0 e 7.0) e incubados a 19 e 23 °C, por 14 dias. O controle negativo 

consistiu de 15 g de bagaço de cana sem inoculação do microrganismo e incubado nas 

mesmas condições descritas anteriormente. Todos os ensaios foram feitos em triplicata. 
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Para obtenção do extrato bruto, utilizou-se as metodologias propostas por 

Ballaminut et al. 2009 e Bento et al. 2016, com modificações. Foram adicionados 50 

mL de tampão acetato fosfato (pH 4.5) em cada ensaio e homogeneizado com barra 

magnética em banho de gelo durante 10 minutos. Após, as amostras foram filtradas com 

o auxílio de um filtro de TNT e acondicionadas em tubos Falcon, e armazenadas em 

freezer (-22 °C) até a quantificação da atividade enzimática. 

2.3.1 Avaliação dos parâmetros físico-químicos durante a fermentação low scale 

 Em cada ensaio foi realizada a aferição da atividade de água usando o aparelho 

Aqualab Pawkit (Meter, WA, U.S.A.), onde aproximadamente 1 g de cada amostra 

foram retiradas a cada 3 dias, totalizando 5 diferentes aferições (0, 3, 6, 9 e 12 dias).  

A cada três dias, durante o período de 14 dias, sob condições estéreis e com o 

auxílio de um bastão de vidro estéril, o substrato (bagaço de cana) foi revolvido para 

homogeneização e aeração. 

2.4 Determinação da atividade enzimática de lacase 

A quantificação da atividade enzimática da lacase foi realizada de acordo com a 

metodologia proposta por Prinz et al (2014) com modificações. A quantificação da 

atividade enzimática de lacase se deu por espectrofotometria a partir da oxidação de 500 

μM de ABTS (2,2'-azino-bis- [3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico]) a 420 nm.  

A mistura reacional continha 100 μL de tampão citrato-fosfato (pH 4.0), 100 μL 

de extrato bruto de cada ensaio e 800 μL de ABTS (100 μM) e foi incubada em banho 

maria a 50 °C/ 20 min. Posteriormente, 100 μL da mistura de cada amostra foram 

transferidos para poços em microplaca de 96 poços. A placa foi inserida em aparelho 

Elisa (Thermo Scientific MultiSkan FC) para leitura a 420 nm. O controle positivo 

consistiu da determinação da atividade nas mesmas condições utilizando enzima pura 

comercial Lacase de Aspergillus sp. (Sigma), diluída 100x. O branco da análise 

consistiu em 200 μL da mesma solução tampão e 800 μL de ABTS. 

As absorbâncias obtidas foram convertidas para unidade de atividade 

enzimática/litro de acordo com a fórmula 1, que define uma unidade de atividade 

enzimática (U) como 1μM de ABTS oxidado por minuto. Para o cálculo da enzimática 

considerou-se o coeficiente de absorção molar (Ɛ) equivalente a 3,6 x 104 M-1 cm-1, 
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diâmetro de cada poço da microplaca de 6 mm, e volume no poço de 100 μL 

(NILADEVI et al., 2009). 

U/L =  ∆ Abs x 106   = [U/L min] 

Ɛ x R x t 

Fórmula 1 

Δ Abs = Absorbância, Ɛ = Coeficiente de absorção molar, R = Quantidade de solução da 

amostra, t = Tempo de reação (minutos), U/L = Unidade de Atividade/Litro 

2.5 Scale-up da produção enzimática 

Para degradação do bagaço de cana e da atrazina e simultânea produção de 

lacase, foi utilizado um biorreator de colunas (Figura 1). O biorreator possui 15 colunas 

(2,5 x 30 cm). As colunas, após preenchimento, são conectadas a mangueiras de silicone 

acopladas a um compressor de bancada. 

Figura 1: Biorreator de colunas equipado com os aparatos necessários para montagem 

final. A – Termostato posicionado no biorreator com a temperatura de controle. B – 

Posicionamento das colunas preenchidas e conectadas às mangueiras de ar. C – 

Controle de oxigênio através das mangueiras conectadas ao compressor de ar. D – Visão 

geral do biorreator em funcionamento.  
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Fonte: Do autor (2021) 

Antes do preenchimento de cada coluna com o substrato, foram adicionados ao 

fundo das colunas um papel filtro e algodão para impedir o vazamento do bagaço de 

cana e permitir a passagem de ar. Posteriormente, o bagaço de cana foi acondicionado 

em sacos plásticos estéreis e as soluções foram adicionadas, de acordo com cada ensaio 

(Tabela 1), para homogeneização. Após, 15 g do substrato foram transferidas para cada 

coluna previamente identificada. As colunas foram vedadas com tampão de algodão e 

posicionadas no biorreator. Adicionou-se cerca de 1 mL de azul de metileno 

(WAGHMARE et al., 2020) na água que preenche o biorreator para evitar 

contaminações. 

Para o controle de temperatura, utilizou-se um termostato (Vivo, iTherm 

Heating Immersion, Germany). Os ensaios para avaliação da degradação do bagaço de 

cana e produção de lacase foram realizados em duplicata a 19 e a 23 °C. 

A atividade de água das amostras foi aferida nos tempos 0, 7 e 14 dias, como 

descrito no item 2.3.1. 
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Tabela 1: Descrição dos ensaios realizados na fermentação em estado sólido (FES) em 

biorreator 

Ensaios Descrição 

Controle Controle: 23 mL de água destilada 

1 Enzima comercial (diluição (10-4) em solução tampão acetato-fosfato (pH 5) 

2 3 mL inóculo + 15 mL meio (pH 4) + 5 mL solução tampão citrato-fosfato 

3 23 mL extrato bruto enzimático (pH 4) 

4 23 mL extrato bruto enzimático (pH 7) 

5 3 mL inóculo + 15 mL meio (pH 7) + 5 mL solução tampão citrato-fosfato 

 

Para avaliação da degradação da atrazina, 15 g de bagaço de cana previamente 

autoclavados foram contaminados artificialmente com 100 µL de atrazina (10 g L-1) e, 

após, o bagaço de cana foi submetido à secagem em estufa a 85 °C overnight. Os 

ensaios foram conduzidos no biorreator em duplicata a 19 °C, como descrito na Tabela 

1. 

Além dos ensaios conduzidos em biorreator, para comparação do grau de 

degradação foram realizados dois controles em fermentação submersa com a presença 

somente da atrazina como fonte de carbono, nos pHs 4 e 7. O processo também foi 

realizado em duplicata. 

2.5.1 Avaliação da degradação do bagaço de cana 

A avaliação da degradação do bagaço de cana foi feita pela diferença entre os 

pesos secos iniciais e finais da fermentação.  

O bagaço foi submetido a secagem em estufa overnight, a ± 85 °C e pesado para 

o cálculo da diferença entre os pesos e a comparação entre os ensaios. 

2.6 Quantificação dos compostos lignocelulósicos e da atrazina por Cromatografia 

Líquida de Alta Eficiência (CLAE)  

2.6.1 Hidrólise dos oligômeros e extração das amostras 
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A caracterização química dos materiais lignocelulósicos foi realizada conforme 

De Carvalho Oliveira et al (2018), com modificações. Para a hidrólise completa dos 

oligômeros presentes nas amostras adicionou-se 5 mL de H2SO4 72% (0,1 M) em 1 g do 

bagaço de cana e a mistura foi submetida a aquecimento em banho termostatizado a 45 

°C por 7 min.  

Em seguida, adicionou-se 135 mL de água destilada à mistura e o conteúdo foi 

transferido para erlenmeyer de 250 mL, autoclavado por 30 min, a 121°C. Após 

resfriada, a mistura reacional foi filtrada em membrana Milipore (0,1 µm) e avolumada 

com água destilada a 250 mL em balão volumétrico, e utilizada para análise de 

carboidratos, ácidos orgânicos, furfural e hidroximetilfurfural. 

Foram considerados como fração celulósica os compostos glicose, celobiose, 

ácido fórmico e hidroximetilfufural, e como fração hemicelulósica a xilose, arabinose, 

ácido glucurônico, ácido acético e furfural. 

Todas as análises foram conduzidas utilizando o mesmo modelo de 

cromatógrafo líquido (LC-10Ai; Shimadzu Corp., Tóquio, Japão). 

2.6.1.1 Carboidratos e ácidos orgânicos 

As análises de carboidratos e ácidos orgânicos foram realizadas usando um 

cromatógrafo líquido equipado com um sistema de detecção duplo consistindo de um 

detector de UV-vis a 210 nm (SPD-10Ai; Shimadzu) e um detector de índice de 

refração (RID-10Ai; Shimadzu). Uma coluna de exclusão de íons Shimadzu (Shim-pack 

SCR 101-H, 7,9 mm × 30 cm) foi utilizada para determinação de carboidratos e ácidos 

orgânicos utilizando como fase móvel a água ultrapura acidificada com HClO4 (pH 2.1), 

fluxo de corrida 0,6 mL/min e temperatura de forno igual a 50 °C.  

As concentrações foram determinadas a partir de curvas de calibração dos 

compostos puros (glicose, celobiose, xilose, arabinose, ácido fórmico, ácido 

glucurônico e ácido acético). 

2.6.1.2 Furfural e hidroximetilfurfural 

As análises de furfural e hidroximetilfurfural foram realizadas usando um 

cromatógrafo líquido equipado com um sistema de detecção duplo consistindo de um 

detector de UV-vis a 276 nm (SPD-10Ai; Shimadzu), um detector de índice de refração 
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(RID-10Ai; Shimadzu) e uma coluna C18 (LC18 15 cm x 4,6 cm). Utilizou-se como 

fase móvel acetonitrila/água 1:8 (v/v) com 1% de ácido acético a uma vazão de 0,8 

mL.min-1, a 27 °C e detector de UV a 276 nm.   

As concentrações foram determinadas a partir de curvas de calibração dos 

compostos puros (furfural e hidroximetilfurfural). 

2.7 Análises estatísticas 

Para a avaliação da produção enzimática low scale e em biorreator, o 

delineamento inteiramente casualizado (DIC) foi utilizado com arranjo fatorial 2x2x3, 

sendo duas condições de pH (4 e 7), duas temperaturas (19 e 23 °C) e três tempos (0, 7 e 

14 dias). O DIC também foi utilizado para avaliação da degradação do bagaço de cana, 

com arranjo fatorial 6x2 com seis ensaios e duas temperaturas (19 e 23 °C). Todos os 

ensaios foram realizados em duplicata. 

Os resultados foram submetidos a análise de variância (ANOVA) e as médias 

comparadas utilizando o teste Scott-Knott a 5% de probabilidade, através do Software R 

(R Development Core Team, 2008). 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 Screening enzimático e seleção das melhores condições de cultivo 

Foram selecionadas seis cepas de fungos filamentosos para produção de lacases 

e manganês peroxidase (MnP). Dentre as seis cepas testadas para produção enzimática, 

a única produtora de enzima foi Penicillium brevicompactum CCDCA 11400, 

responsável pela produção de lacase em todas as condições de temperatura testadas, 

como pode ser observado na Tabela 2.  

Tabela 2: Condições de temperaturas estabelecidas para produção de enzimas pelas 

cepas testadas. Para cepa isolada de solo amazônico (CCDCA 11400), foram testadas 

três temperaturas e para as cepas isoladas de solo antártico (CCDCA 11619, CCDCA 

11620, CCDCA 11615, CCDCA 11633, CCDCA 11607) foram testadas duas condições 

de temperatura.  

 Lacase MnP 

Espécie 23 °C 19 °C 25 °C 23 °C 19 °C 25 °C 

CCDCA 11400 + + + - - - 

CCDCA 11619 NT - - NT - - 

CCDCA 11620 NT - - NT - - 

CCDCA 11615 NT - - NT - - 

CCDCA 11633 NT - - NT - - 

CCDCA 11607 NT - - NT - - 
Legenda: CCDCA 11400: Penicillium brevicompactum, CCDCA 11619: Penicillium lanosum, CCDCA 

11620: Penicillium crustosum, CCDCA 11615: Penicillium thomii, CCDCA 11633: Penicillium 

daejonium, CCDCA 11607: Pseudogymnoascus pannorum. NT: não testado.  

Após a confirmação da produção enzimática nestas condições de temperatura, P. 

brevicompactum CCDCA 11400 foi submetido ao cultivo em diferentes condições de 

pH (4; 5.5 e 7) e o critério utilizado para seleção das melhores condições da produção 

de lacase, seguiu-se a intensidade da coloração esverdeada ao redor da colônia no meio 

de cultura (POINTING, 2000), conforme mostra a Figura 2.  
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Figura 2: Representação esquemática dos cultivos das cepas testadas para produção de 

lacases (A; B) em diferentes condições de pH e temperatura (23 °C - A e 19 °C - B) e 

manganês peroxidase (C) a 25 °C após 14 dias. A produção de lacase é representada 

pela coloração esverdeada no meio de cultivo ao redor da colônia. O critério de seleção 

das melhores condições de produção de lacase se deu por meio da intensidade da 

coloração no meio, representada pelas setas 1 para o pH 4 e 2 para o pH 7 na imagem A, 

e pelas setas 1 para o pH 4, 2 para o pH 5.5 e 3 para o pH 7 na imagem B. Para a 

confirmação da produção de manganês peroxidase, o meio de cultura deveria ser 

descolorido, o que não ocorreu, como mostra a imagem C.  

 

Fonte: Do autor (2021). 

O crescimento dos isolados fúngicos foi avaliado nos tempos 0, 7, 10 e 14 dias. 

Para Penicillium brevicompactum CCDCA 11400, até o décimo dia de cultivo, o meio 

de cultura permaneceu com a coloração inalterada. Do décimo ao décimo quarto dia, a 

diferença da coloração do meio foi imperceptível, aumentando a intensidade, 

principalmente, dos cultivos em pH 4 e 7.  

A 19 °C, a produção de lacase se mostrou mais efetiva no último dia de 

incubação (14° dia) e nos pHs 4 e 7. A 23 °C, a produção de lacase também se mostrou 

mais efetiva no último dia de incubação (14° dia), nos pHs 4, 5.5 e 7. A fim de 

padronizar as condições de cultivo, as melhores condições selecionadas foram as 

temperaturas 19 e 23 °C e os pHs 4 e 7. A produção de manganês peroxidase não foi 

encontrada em nenhuma cepa testada a 19 °C e a 23 °C e, portanto, a produção desta 

enzima não pôde ser testada em biorreator.  

A produção microbiana de manganês peroxidase já é reconhecida em diversas 

espécies fúngicas, principalmente aquelas pertencentes ao filo Basidiomycota e gênero 

Pleurotus (ALBORNOZ et al., 2018; SINGH et al., 2013; AYDINOĞLU et al., 2013). 

Entretanto, algumas espécies de ascomicetos têm sido utilizadas em consórcios para 
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produção de MnP, representadas pelo gênero Aspergillus e Penicillium, principalmente 

pela espécie Penicillium chrysogenum (NAYANASHREE & THIPPESWAMY, 2014). 

Neste trabalho, os microrganismos isolados da Antártica utilizados foram 

cultivados primariamente a 25 °C, temperatura média comumente utilizada para o 

cultivo de fungos filamentosos. Ao diminuir a temperatura para 19 °C, esperava-se a 

indução da produção enzimática, principalmente por se tratar de microrganismos 

psicrófilos, isolados de ambientes extremos, como a Antártica. Contudo, não houve 

produção enzimática.  

Os microrganismos isolados de ambientes extremos de temperatura, como a 

Antártica, tendem a sofrer um estresse celular e, uma das estratégias de sobrevivência a 

estes estresses é através da síntese de enzimas (DUARTE et al., 2016; 2018). Acredita-

se que as enzimas sintetizadas por microrganismos psicrófilos sejam mais adaptáveis à 

baixas temperaturas, as quais podem proporcionar uma maior eficiência catalítica 

(GOCHEVA et al., 2009). Duarte et al. (2018), através do screening enzimático de 

fungos filamentosos isolados de diversas origens da Antártica, testaram diferentes 

condições para produção de ligninases e, a melhor temperatura encontrada para 

produção de lacase foi a 15 °C. Entretanto, este parâmetro pode variar de espécie para 

espécie.  

O potencial biotecnológico de Penicillium brevicompactum já é explorado para 

produção de ácido micofenólico (PATEL et al., 2016; HANSEN et al., 2011). Quanto a 

produção de enzimas, não há relato na literatura da producao de lacase e manganes 

peroxidase por esta espécie. Contudo, existem estudos que relatam a produção de outras 

enzimas, tais como L-glutaminase, L-asparaginase e lipases (ELSHAFEI et al., 2012, 

2014; SILVA et al., 2011). 

 

3.1.2 Utilização de atrazina como fonte de carbono por Penicillium brevicompactum 

CCDCA 11400 

A atrazina é um importante herbicida utilizado nas culturas de cana-de-açúcar e 

milho. O maior problema decorrente do seu uso é a capacidade de acumulação durante 

longos períodos (HALLBERG, 1987). Contudo, estratégias para degradação deste 

pesticida vêm sendo adotadas, e o uso de microrganismos é uma alternativa 

economicamente viável, que garante a sustentabilidade do processo.  
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A capacidade de utilização de atrazina como fonte de carbono alternativa por P. 

brevicompactum CCDCA 11400 foi testada a 19 °C e a 23 °C, conforme mostra a 

Figura 3.  

Figura 3: Avaliação do crescimento de P. brevicompactum CCDCA 11400 após 14 

dias de cultivo em meio de cultura contendo atrazina como fonte de carbono em duas 

diferentes temperaturas.  

 

Fonte: Do autor (2021) 

Já foram relatadas na literatura espécies de fungos filamentosos capazes de 

utilizar pesticidas como fonte alternativa de carbono, tais como Trichoderma atroviride 

e Pleurotus sp. (COLLA et al., 2008; SENE et al., 2010; MARINHO et al., 2017; 

ALUFFI et al., 2020). Acredita-se que isto seja possível pela síntese de enzimas pouco 

especificas no sitio ativo capazes, então, de reconhecer compostos ou estruturas dos 

compostos presentes em diversos pesticidas. As lacases são capazes de degradar a 

lignina, que apresenta compostos aromáticos em sua estrutura semelhantes aos 

encontrados na atrazina (KOROLEVA et al., 2015). Isto permitirá que simultaneamente 

ocorra a degradação do material orgânico com a descontaminação ambiental. 

Dentre as espécies capazes de utilizar a atrazina como fonte alternativa de 

carbono, destacam-se aquelas pertencentes aos gêneros Aspergillus, Fusarium e 

Penicillium, além dos fungos da podridão branca, conhecidos por sua alta capacidade de 

bioconversão e biodegradação de compostos xenobióticos (ALUFFI et al., 2020; 

KOROLEVA et al., 2015). 

3.2 Fermentação em estado sólido para produção enzimática 
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3.2.1 Produção enzimática  

Embora pouco relatado na literatura, Penicillium brevicompactum é um fungo 

filamentoso versátil que cresce entre -2 a 30 °C e possui a temperatura ótima igual a 23 

°C e, no geral, cresce numa faixa de pH entre 3-7 (PITT, J. I., 2006). Estas 

características o tornam uma espécie interessante para utilização em estudos que 

envolvem a síntese de metabólitos microbianos, inclusive para produção de enzimas.   

 A Figura 4 mostra os valores da atividade enzimática de lacase de Penicillium 

brevicompactum CCDCA 11400, obtidos nos tempos 0 (T0), 7 (T7) e 14 (T14) dias de 

fermentação, tanto em biorreator quanto em erlenmeyer (low scale). 

Figura 4: atividade enzimática (U/L) durante a fermentação em estado sólido em low 

scale (A) e biorreator (B), em três diferentes tempos, dois pHs (4 e 7) e duas 

temperaturas (19 °C e 23°C), onde T0 = 0 dias, T7 = 7 dias e T14 = 14 dias.  

 

Legenda: Figura A - Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Letras minúsculas avaliam o efeito das 

diferentes temperaturas para um mesmo intervalo de tempo. Letras diferentes indicam diferença 

estatística. Figura B - Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Letras minúsculas avaliam os 

diferentes ensaios em uma mesma condição. Letras maiúsculas avaliam o mesmo ensaio nas diferentes 

condições. Letras diferentes indicam diferença estatística.  

 

As maiores médias foram encontradas nos ensaios conduzidos em low scale 

(erlenmeyer), com o maior valor encontrado a 19 °C e pH 4, no tempo T14, igual a 

1801 U/L. Nos ensaios conduzidos em biorreator, as maiores médias foram encontradas 

no tempo T14, porém, sem diferenças estatísticas quando comparadas as temperaturas e 

os pHs. 

Considerando a atividade enzimática low scale, houve diferença significativa em 

cada tempo de avaliação, para o pH 4.0 em ambas as temperaturas (19 °C e 23 °C), 

sendo as maiores produções enzimáticas observadas na menor temperatura (19 °C). No 
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pH 7.0 também houve diferença significativa em cada tempo de avaliação, porém com 

relação a temperatura apenas o tempo de 14 dias apresentou diferença significativa, com 

maior produção da enzima a 19 °C.  

As maiores médias foram encontradas no tempo de 14 dias (T14). Na 

temperatura de 19 °C, a maior produção enzimática ocorreu em meio ácido (pH 4) com 

valor de 1801 U/L, enquanto no pH 7 a produção foi de 1495 U/L. A 23 °C, o maior 

valor também foi observado na fermentação em meio ácido (pH 4), igual a 1130 U/L. 

Em pH 7, o valor foi menor 907,6 U/L. 

No tempo de 7 dias de fermentação (T7), maior concentração da enzima foi 

produzida a 19 °C, pH 4 com 1537 U/L e menor em pH 7 460 U/L. Contrariamente, na 

temperatura de 23 °C maior produção enzimática foi verificada em pH 7 com 625,6 

U/L, enquanto em pH 4 a produção foi de 492.6 U/L. 

No início da fermentação (T0), como esperado, observou-se os menores valores 

de produção enzimática. A 19 °C, os valores observados nos pHs 4 e 7 foram de 375,3 

U/L e 187,6 U/L, respectivamente. A 23 °C, verificou-se menor atividade enzimática 

com relação a temperatura de 19 °C e que no pH 7 essa atividade foi maior que no pH 4, 

com valor de 92 U/L e 40,6 U/L, respectivamente. 

Observou-se, no geral, maior produtividade a 19 °C e em pH 4. A 23 °C a 

atividade de lacase se mostrou maior em pH 4 apenas no tempo de 14 dias. Nos tempos 

inicial (T0) e T7, opostamente, a atividade de lacase se mostrou maior em pH 7.  

Com relação a FES em biorreator, para a produção da lacase, não houve 

diferença significativa entre as temperaturas (19 e 23 °C) e nem entre os pH (4 e 7). 

Diferenças significativas foram observadas apenas entre os tempos de fermentação, em 

todas as condições de temperatura e de pH. No geral, as médias da atividade enzimática 

se mantiveram equivalentes em todos os ensaios. 

As médias das atividades enzimáticas em cada tempo de fermentação foram 

muito semelhantes em todas as condições avaliadas. No tempo inicial (T0) a atividade 

da enzima foi de 188,5 U/L em pH 4 e 204,5 U/L em pH 7 a 19 °C, enquanto que a 23 

°C esses valores foram de 208 U/L em pH 4 e 197,5 U/L em pH 7. Com sete dias de 

fermentação, a produção da enzima atingiu valores de 705 U/L em pH 4 e 701 U/L em 

pH 7 a 19 °C e de 555,5 U/L em pH 4 e 534 U/L em pH 7 a 23 °C. Com 14 dias de 
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fermentação a 19 °C as médias da produção enzimática foram de 963 U/L e 965,5 U/L, 

em pH 4 e 7, respectivamente. Já a 23 °C, os valores médios foram de 959 U/L e 897 

U/L em pH 4 e 7, respectivamente. 

Assim como low scale, a fermentação em biorreator a 19 °C se mostrou mais 

efetiva na produção de lacase por P. brevicompactum CCDCA 11400. Diferentemente 

do low scale, no biorreator, nesta temperatura, quando utilizado o inóculo com o pH 4, o 

microrganismo foi responsável por um menor rendimento enzimático quando 

comparado com o inóculo com o pH 7.  Na temperatura de 23 °C, exceto no tempo T14, 

o inóculo com o pH 4 se mostrou eficiente. É provável que a atividade de lacase tenha 

sido maior nestes ensaios devido ao crescimento acentuado do fungo no substrato 

durante a fermentação, observado na Figura 5. 

Considerando a fisiologia da espécie Penicillium brevicompactum, é possível 

explorar a sua versatilidade, principalmente se tratando dos fatores de cultivo, tais como 

a temperatura, o pH e a atividade de água. Desta forma, é praticável analisar a melhor 

forma de obtenção de metabólitos por meio da fermentação em estado sólido. Neste 

trabalho, a temperatura, pH e a atividade de água foram fatores determinantes para 

avaliar a capacidade deste fungo em sintetizar a lacase, assim como em quais condições 

obteve-se maior rendimento enzimático. 

Figura 5: crescimento micelial de P. brevicompactum CCDCA 11400 perceptível nas 

colunas do biorreator onde ocorreu a FES durante 14 dias. As setas A e B indicam parte 

do crescimento fúngico no bagaço de cana que foi substrato para a fermentação.  
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Fonte: Do autor (2021). 

A produção de lacases por fungos filamentosos já é bem reconhecida (WANG et 

al., 2019; DOS SANTOS et al., 2016; BUCIĆ-KOJIĆ et al., 2017; RODRÍGUEZ-COUTO 

et al., 2011). Uma das maneiras mais eficientes de se obter lacases fúngicas é através da 

fermentação em estado sólido. A FES é eficiente para estes fins, pois, ao utilizar 

substratos sólidos como base da fermentação, as condições proporcionadas no meio são 

semelhantes às condições naturais de muitos fungos filamentosos (BARRIOS-

GONZÁLEZ et al., 2008; MIRANDA et al., 2014). O substrato geralmente atua como 

suporte e fonte de nutrientes, como fonte de carbono, por exemplo. A versatilidade dos 

resíduos agroindustriais permite que estes sejam reutilizados nestas fermentações, 

reduzindo o custo do processo (PEREZ et al., 2014).  

Estas fermentações podem ocorrer em erlenmeyers ou em biorreatores, onde 

espera-se que a produção enzimática ocorra em maior escala. O biorreator de colunas já 

é bem utilizado para produção de enzimas fúngicas através da FES (FLORES et al., 

2013; VALLE-PÉREZ et al., 2021). 
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Neste trabalho, a produção enzimática alcançou maiores valores nos ensaios 

conduzidos em low scale quando comparado com a produção enzimática em biorreator. 

Tal fato pode estar relacionado à superfície de cultivo e aeração do meio. O cultivo em 

erlenmeyers de 250 mL era supervisionado a cada 3 dias, onde fazia-se o revolvimento 

do substrato, permitindo a aeração do meio. Na fermentação conduzida em biorreator, 

as colunas eram preenchidas em até 85% de sua capacidade e o espaço, diferentemente 

do erlenmeyer, tornava-se restrito.  

Além do espaço, que influencia a difusão de oxigênio e o crescimento fúngico, o 

tamanho das partículas do substrato, o substrato propriamente dito e as condições de 

cultivo, como o pH e a temperatura, influenciam diretamente a produção de lacases, que 

têm afinidade por substratos que apresentem substâncias fenólicas em sua composição, 

como a biomassa lignocelulósica (TADESSE et al., 2008).  

A manutenção do tamanho das partículas do substrato nas fermentações em 

estado sólido deve favorecer o acesso aos nutrientes e a aeração do meio, que está 

diretamente ligada à disponibilidade de oxigênio. Geralmente, partículas menores são 

mais acessíveis aos ataques microbianos, contudo, quando muito pequenas, favorecem a 

compactação do substrato, vindo a interferir na aeração e no crescimento microbiano. 

Partículas maiores permitem maior areação do meio, promovida pelos espaços entre as 

partículas, entretanto, limitam a superfície de ataque microbiano. Neste tipo de 

fermentação, geralmente são escolhidas partículas com os tamanhos entre 1 a 10 mm 

(MITCHELL et al., 2000; PANDEY et al., 2001).  

Poucos estudos relatam a produção de lacase por Penicillium sp. (AYLA et al., 

2018; SAROJ et al., 2014), entretanto, todos utilizaram a fermentação submersa como 

via de obtenção da enzima. Considerando as vantagens na obtenção de enzimas por 

fermentação em estado sólido (maior rendimento de enzimas e maior concentração final 

de produtos), torna-se interessante a condução de novos estudos utilizando 

microrganismos produtores de enzimas previamente testados em fermentação submersa.  

Diante disso, é importante considerar que os valores estabelecidos de pH e 

temperatura estão intimamente relacionados com a manutenção do metabolismo da 

espécie de estudo, devendo-se atentar aos valores ótimos e a capacidade desta em tolerar 

condições adversas de cultivo para produção de metabólitos de interesse industrial 
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(PIROTA et al., 2014). Além disso, a mecânica das superfícies de cultivo é um fator que 

influencia as fermentações em estado sólido (MANAN & WEBB, 2017).  

Neste caso, o design das colunas que compõem o biorreator, quando comparado 

com design dos erlenmeyers, pode ter sido um fator que impediu a produção enzimática 

nas mesmas proporções dos resultados obtidos para os ensaios low scale, uma vez que 

foram conduzidos nas mesmas condições. Outro fator que pode ter favorecido a 

produção enzimática low scale é a areação, que foi promovida periodicamente pelo 

revolvimento do substrato. Em biorreator, a aeração foi promovida através de um 

compressor de bancada, que mantinha o fluxo de oxigênio nas colunas durante todo o 

tempo de fermentação.  

A fermentação em estado sólido (FES) tem se mostrado vantajosa em relação à 

fermentação submersa, pois favorece o metabolismo e capacidade produtiva de enzimas 

do microrganismo. Além disso, a otimização das condições de cultivo, como o pH, 

temperatura, umidade e a composição do meio de cultura na FES potencializa a 

produção enzimática e pode viabilizar processos industriais para produção em larga 

escala (PANDEY, 1992; BARRIOS-GONZÁLEZ, 1996; SINDHU, 2015; SINGH, 

2014).  

A atividade de água, durante todo o processo de fermentação (low scale e 

biorreator), foi monitorada, com o objetivo de se controlar a umidade do meio e manter 

as condições adequadas para produção de enzimas através da FES.  

Os valores médios correspondentes à atividade de água foram obtidos para cada 

ensaio, e mostraram que nas fermentações low scale, não foram alterados de forma 

significativa em nenhum dos ensaios. Opostamente, a aw foi variável durante a 

fermentação em biorreator, com valores de 0.87 (no ensaio 3) a 0.99 (controle) a 23 °C. 

Em contrapartida, a 19 °C, o menor valor foi obtido no ensaio 3 e o maior valor no 

ensaio controle, no valor de 0.98. Na fermentação contendo a combinação atrazina e 

bagaço de cana, o menor valor foi obtido no ensaio 3, no valor de 0.90 e o maior valor 

nos ensaios 2 e 4, no valor de 0.97. 

Estudos que buscam a produção enzimática de forma otimizada tendem a 

controlar diversos fatores que influenciam a eficiência da FES, como o meio de cultivo, 

a temperatura, pH e a presença de água no meio, relacionada diretamente com a 
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atividade de água e a umidade (HE et al., 2019). A atividade de água (aw) e a umidade 

relativa são fatores correlacionados que podem ter seus valores otimizados, a fim de 

aumentar a capacidade do fungo de produzir enzimas (RANJBAR & HEJAZI, 2019).  

O uso de biorreatores automáticos favorece o controle destas condições e, 

consequentemente, favorece o metabolismo microbiano, uma vez que as condições se 

encontram adequadas para produção de enzimas (RAY & BEHERA, 2017; GE et al., 

2017). Tanto em low scale, quanto em biorreator não houve o controle da umidade, 

apenas o monitoramento da atividade de água. No entanto, a proposta aqui foi 

implementar um sistema de produção enzimática com pouco controle, mas eficiente de 

modo que possa ser implementado em usinas e cachaçarias para uso do bagaço de cana 

como substrato. 

Quando não é possível controlar estes fatores de forma automática, uma forma 

de minimizar o impacto causado pelas variações de valores relacionados a atividade de 

água e a umidade é monitorar as amostras periodicamente e, quando necessário, 

umidificar o substrato para a manter a viabilidade do microrganismo no estágio 

fisiológico de produção enzimático. O excesso de água livre no meio pode afetar a 

capacidade do microrganismo produzir enzimas, pois preenche os espaços entre o 

substrato, dificultando a difusão de oxigênio no meio, além disso, favorece a 

contaminação (GERVAIS & MOLIN, 2003; GONZÁLES & TARRAGÓ-

CASTELLANOS, 2017). Geralmente, na FES, a atividade de água deve assumir valores 

entre 0.80 a 0.99 para manutenção do metabolismo fúngico (MARTINS et al., 2011). 

Em síntese, considerando os valores de aw, especialmente aqueles referentes aos 

ensaios 2 e 5, nos quais referem-se ao uso do inóculo microbiano para a síntese de 

lacase, pode-se afirmar que a média da atividade de água durante a FES se manteve 

dentro dos parâmetros considerados viáveis para manutenção do metabolismo de fungos 

filamentosos, uma vez que os valores variaram entre 0.95 – 0.99, favorecendo o 

metabolismo de P. brevicompactum CCDCA 11400 naquelas condições. Diante dos 

resultados expostos, P. brevicompactum CCDCA 11400 se mostrou eficiente na 

produção de lacase utilizando o bagaço de cana como substrato e fonte de carbono nas 

condições testadas.  

3.2.2 Degradação do substrato (bagaço de cana) 
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Os valores obtidos para degradação do bagaço de cana foram convertidos em 

porcentagem e as Tabelas 3 e 4 mostram os as médias após análises estatísticas. 

As médias obtidas no ensaio controle provavelmente se referem a retirada 

periódica de frações das amostras para aferição da atividade de água. 

Tabela 3: Médias de cada ensaio referentes a degradação do bagaço de cana após 14 

dias de fermentação em estado sólido em biorreator em duas temperaturas (19 °C e 23 

°C).  

Degradação do substrato (%) 

Ensaio 19 °C 23 °C 

Controle 22,78 cA 23,36 bA 

1 30,76 bA 24,86 bA 

2 38,86 aA 33,89 aA 

3 19,13 cA 17,93 cA 

4 34,86 aA 15,49 cB 

5 29,69 bA 23,86 bA 

Legenda: Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Letras minúsculas avaliam os diferentes ensaios 

na mesma temperatura. Letras maiúsculas avaliam o mesmo ensaio nas diferentes temperaturas. Letras 

diferentes indicam diferença estatística. Controle: SCB + água destilada; 1 = SCB + enzima pura; 2 = 

SCB + inóculo (pH 4); 3 = SCB + extrato bruto (pH 4); 4 = SCB + extrato bruto (pH 7); 5 = SCB + 

inóculo (pH 7). SCB = bagaço de cana. 

 

Na temperatura de 19 °C, houve diferença significativa entre os ensaios sendo 

observados maiores porcentagens de degradação para os ensaios 2 (SCB + inóculo, pH 

4) com 38,86% e 4 (SCB + extrato bruto, pH 7) com 34,86%. A 23 °C o ensaio 2 

também apresentou maior porcentagem de degradação (33,89%). 

Avaliando um mesmo ensaio nas diferentes condições de temperatura, observou-

se diferença significativa apenas para o ensaio 4 (SCB + extrato bruto, pH 7) que 

apresentou mais que o dobro da porcentagem de degradação a 19 °C (34,86%) quando 

comparado a 23 °C (15,49%). Nos demais ensaios, embora não tenha sido observada 

diferença significativa, maiores valores de degradação foram obtidos a 19 °C. 

Além da diferença observada entre os ensaios, pôde-se observar que a 

temperatura influenciou diretamente a degradação do substrato. Isto pode estar 

diretamente ligado à produção de lacase, que se mostrou maior a 19 °C. 
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Tabela 4: Degradação do bagaço de cana após 14 dias de fermentação em estado sólido 

em biorreator em duas condições (sem atrazina e com atrazina).  

Degradação do substrato (%) 

Ensaios Sem atrazina Com atrazina 

Controle 22,78 cA 24,86 bA 

1 30,76 bA 33,99 aA 

2 38,86 aA 40,00 aA 

3 19,13 cB 35,33 aA 

4 34,86 aB 42,73 aA 

5 29,69 bB 38,66 aA 

Legenda: Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Letras minúsculas avaliam os diferentes ensaios 

na mesma condição (com atrazina ou sem atrazina). Letras maiúsculas avaliam o mesmo ensaio nas 

diferentes condições (com atrazina ou sem atrazina). Letras diferentes indicam diferença estatística. 

Controle: SCB + água destilada; 1 = SCB + enzima pura; 2 = SCB + inóculo (pH 4); 3 = SCB + extrato 

bruto (pH 4); 4 = SCB + extrato bruto (pH 7); 5 = SCB + inóculo (pH 7). Com a atrazina (Atz), os ensaios 

foram os mesmos, porém, adicionou-se a atrazina ao bagaço de cana, exceto pelo ensaio controle, que 

permaneceu o mesmo. SCB = bagaço de cana. 

Sem a atrazina, os melhores resultados foram obtidos nos ensaios 2 (SCB + 

inóculo, pH 4) e 4 (SCB + extrato bruto, pH 7). Com a atrazina, todos os ensaios 

tiveram maiores resultados comparados ao controle (sem atrazina). Comparando um 

mesmo ensaio em cada condição (ausência ou presença de atrazina), houve diferença 

significativa para os ensaios 3, 4 e 5 com maior taxa de degradação na presença da 

atrazina. Nos demais ensaios, embora não tenha sido observada diferença significativa, 

os maiores valores de degradação foram obtidos também na presença de atrazina. No 

ensaio 2, não houve diferença entre a ausência e uso da atrazina.  

O uso de extrato bruto na sua forma livre pode ter a sua eficiência reduzida 

dependendo do substrato e das condições do meio. Uma das formas de manter e/ou 

aumentar a eficiência dos extratos brutos é através da utilização de mediadores redox, 

que se ligam no sítio ativo da enzima e no substrato com a finalidade de aumentar o 

potencial redox e, consequentemente, permitir uma maior oxidação, neste caso, do 

bagaço de cana. Além de aumentar a eficiência enzimática, os mediadores são capazes 

de manter a funcionalidade da enzima durante o processo de fermentação, permitindo 

um melhor alcance de resultados (ZENG et al., 2017; MOROZOVA et al., 2007).  

A atrazina pode ter atuado como indutor de lacase, potencializando o seu efeito 

de oxidação sobre o substrato e, consequentemente, a degradação do bagaço de cana. 
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Singh et al. (2009) e Cupul et al. (2014) estudaram diferentes tipos de substrato e o 

efeito destes sobre a atividade de lacase. Observaram que diversos pesticidas, inclusive 

a atrazina, induziram a atividade de lacase, aumentando a atividade enzimática e 

concluíram que isto só foi possível devido à presença de um anel aromático em sua 

estrutura, que induz a síntese de lacase. Acredita-se que, nestes casos, a síntese de lacase 

é maior pois trata-se de um mecanismo de defesa contra o estresse oxidativo causado 

pelo substrato, no caso, o pesticida.   

O fato de estes ensaios terem apresentado um melhor resultado nestas condições 

pode estar relacionado com o potencial da lacase em degradar este tipo de material, uma 

vez que as lacases são enzimas lignocelulolíticas que atuam na oxidação de compostos 

aromáticos, como a lignina, na qual o O2 é o aceptor final da reação (BETTIN et al., 

2014). Como são encontradas em diversas fontes, existem relatos de que a enzima 

possui diferentes mecanismos de atuação e, até mesmo sua estrutura não pode ser 

padronizada, variando de espécie para espécie (MADHAVI & LELE, 2009). A busca 

por lignocelulases se dá principalmente pela capacidade que elas possuem em degradar 

ou converter qualquer tipo de matéria lignocelulósica (BALLESTEROS, M., 2010). 

Os ensaios 3 e 4 correspondem a inoculação do extrato bruto (pH 4 e 7, 

respectivamente), enquanto o ensaio 5 corresponde ao inóculo (pH 7) e, portanto, pode-

se afirmar que, nestas condições, o uso dos extratos brutos e do inóculo fúngico na 

degradação da biomassa lignocelulósica do bagaço de cana se mostrou eficiente, 

principalmente no ensaio que utilizou a combinação do bagaço de cana com a atrazina.  

Neto et al. (2017) utilizaram o extrato bruto de lacase fúngica para conversão do 

bagaço de cana e obtiveram bons resultados, uma vez que, após o tratamento, ocorreu a 

deslignificação da biomassa lignocelulósica, facilitando o ataque de enzimas hidrolíticas 

como as celulases e as hemicelulases às frações de celulose e hemicelulose.  

A utilização de inóculos microbiano, como nos ensaios 2 e 5, para degradação 

do bagaço combinado com a atrazina ainda não foi relatada em outros estudos, 

entretanto, o bom desempenho destes ensaios pode estar relacionado com a capacidade 

de Penicillium brevicompactum CCDCA 11400 em utilizar fontes alternativas de 

carbono, como a lignina e a atrazina. Além disso, pode-se considerar que as estruturas 

químicas que formam estes compostos são representadas por anéis aromáticos, sendo os 

principais alvos de ataques por lacases (SU et al., 2018).  
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A produção de lacases por espécies do gênero Penicillium é bem limitada 

(NARAIAN & GAUTAM, 2018). Por isso, tem-se utilizado coquetéis enzimáticos, nos 

quais enzimas lignocelulolíticas de Penicillium sp. e outros fungos filamentosos são 

aplicadas em processos de tratamento do bagaço de cana, garantindo uma maior 

eficiência na deslignificação das biomassas lignocelulósicas (DWIVEDI et al., 2011; 

RAI et al., 2019). 

O ensaio 1 corresponde ao uso da lacase comercial e, em comparação com as 

médias dos demais ensaios e em ambos os ensaios, as médias se mantiveram próximas, 

com uma pequena diferença favorável ao ensaio que possui a atrazina. A enzima pura 

tende a ter sua eficácia aumentada quando imobilizada, combinada com extratos brutos 

ou com uma enzima pura de outra fonte ou, por fim, quando combinada com cofatores 

específicos (HOWARD et al., 2003; BERNAL et al., 2018; WANG et al., 2014). Outra 

alternativa que aumenta a eficiência da enzima é o uso de mediadores, que têm sido 

implementados, formando um complexo enzima-mediador (MOROZOVA et al., 2007). 

O sistema lacase mediador utiliza mediadores -NO, -NOH e -NRNOH para aumentar a 

capacidade de oxidação de compostos aromáticos e tem sido eficiente nos tratamentos 

de materiais lignocelulósicos e compostos xenobióticos, como os pesticidas (HOWARD 

et al., 2003; DENG et al., 2019). 

Embora não tenham sido utilizados mediadores nos ensaios apresentados neste 

trabalho, observou-se um potencial elevado no uso de inóculos de Pencillium 

brevicompactum CCDCA 11400 e nos extratos brutos aplicados nos ensaios que 

objetivaram a degradação do substrato utilizado na fermentação em estado sólido, no 

caso, o bagaço de cana.  

3.2.3 Caracterização dos compostos do bagaço de cana após FES por 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) 

Após o scale-up da produção enzimática em biorreator, o bagaço de cana foi 

caracterizado a fim de se obter a concentração dos compostos presentes nas frações 

celulósicas e hemicelulósicas da biomassa lignocelulósica. Considerou-se como fração 

hemicelulósica a xilose, a arabinose, o ácido acético e o ácido glucurônico e o furfural, e 

como fração celulósica a glicose, a celobiose, o hidroximetilfurfural e o ácido fórmico 

(DE CARVALHO OLIVEIRA et al. 2018).  
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 Geralmente, a conversão bioquímica dos compostos lignocelulósicos seguem 

vias complexas, envolvendo uma série de produtos intermediários ao longo das reações 

químicas (GIRISUTA et al., 2013). A celulose é despolimerizada em glicose e, 

posteriormente, convertida em hidroximetilfurfural. Este último atua como produto 

intermediário da reação que, quando catalisado, é convertido em ácidos (levulínico e 

fórmico). A hemicelulose de bagaço de cana é composta em sua maior parte por xilanas 

que, quando despolimerizada, é convertida em xilose e arabinose e, posteriormente, 

transformados em furfural e ácido fórmico. A lignina, estrutura mais resistente do 

bagaço de cana, é convertida em ácidos solúveis e em lignina insolúvel (GIRISUTA et 

al., 2013). 

Após os 14 dias de fermentação o bagaço de cana possivelmente sofreu 

conversões bioquímicas devido a ação de lacase de Penicillium brevicompactum 

CCDCA 11400. Além disso, é provável que a biomassa lignocelulósica também tenha 

sido alvo de ataques por outras enzimas ligninocelulolíticas, como as celulases e as 

hemicelulases. Os valores das concentrações dos carboidratos e ácidos orgânicos 

obtidas nos ensaios conduzidos em biorreator são mostrados nas Tabelas 4 e 5. Não 

foram detectados os carboidratos celobiose e arabinose e os ácidos glucurônico e 

fórmico. 

Tabela 4: Concentração (g/L) dos carboidratos e ácidos orgânicos presentes no bagaço 

de cana referentes aos ensaios conduzidos em biorreator após fermentação em estado 

sólido durante 14 dias a 23 °C. Dados obtidos após análise por CLAE.  

Ensaios Glicose Xilose 
Ácido 

acético 
Furfural HMF 

Controle 
0.150 ± 0.239 ± 

ND 
0.0003 ± 0.0005 ± 

0.031 0.076 0.0002 0.0004 

1 
0.135 ± 0.141 ± 0.042 ± 0 0.0019 ± 

0.081 0.104 0.035 0 0.0001 

2 
0.015 ± 0.013 ± 0.033 ± 0.0002 ± 0.0005 ± 

0.014 0.016 0.014 0.0001 0.0001 

3 
0.132 ± 0.160 ± 0.001 ± 0.0001 0.0027 ± 

0.052 0.077 0.015 0 0.0016 

4 
0.146 ± 0.179 ± 0.002 ± 

ND 

0.0020 ± 

0.026 0.038 0.008 0.0004 

5 
0.009 ± 0.011 ± 0.043 ± 0.0001 0.0002 ± 

0 0.007 0.032 0.0000 0.0003 
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Legenda: Controle: SCB + água destilada; 1 = SCB + enzima pura; 2 = SCB + inóculo (pH 4); 3 = SCB 

+ extrato bruto (pH 4); 4 = SCB + extrato bruto (pH 7); 5 = SCB + inóculo (pH 7). SCB = bagaço de 

cana. Média ± desvio padrão. ND = não detectado. HMF = hidroximetilfurfural. 

Tabela 5: Concentração (g/L) dos carboidratos e ácidos orgânicos presentes no bagaço 

de cana referentes aos ensaios conduzidos em biorreator após fermentação em estado 

sólido durante 14 dias a 19 °C. Dados obtidos após análise por CLAE.  

Ensaios Glicose Xilose 
Ácido 

acético 
Furfural HMF 

Controle 0.128 ± 0.097 ± 
ND 

0.0004 ± 0.0171 ± 

  0.104 0.068 0.0003 0.0132 

1 0.075 ± 0.096 ± 0.025 ± 0.0001 ± 0.0002 ± 

  0.025 0.029 0.012 0.0000 0.0001 

2 0.011 ± ND 0.085 ± 0.0001 ± 0.0001 ± 

  0.009   0.064 0.0000 0.0000 

3 0.045 ± 0.082 ± 
ND 

0.0001 ± 0.0004 ± 

  0.012 0.036 0.0001 0.0000 

4 0.170 ± 0.175 ± 0.008 ± 0.0003 ± 0.0025 ± 

  0.022 0.018 0.018 0.0001 0.0001 

5 
0.030 ± 0.005 ± 0.228 ± 0.0001 ± 0.0003 ± 

0 0.019 0.144 0.0000 0.0003 
Legenda: Controle: SCB + água destilada; 1 = SCB + enzima pura; 2 = SCB + inóculo (pH 4); 3 = SCB 

+ extrato bruto (pH 4); 4 = SCB + extrato bruto (pH 7); 5 = SCB + inóculo (pH 7). SCB = bagaço de 

cana. Média ± desvio padrão. ND = não detectado. HMF = hidroximetilfurfural.  

Em ambas as temperaturas (23 e 19 °C), as menores concentrações de glicose 

foram encontradas nos ensaios 2 e 5. Com relação à xilose, as menores concentrações 

foram encontradas nos ensaios 2 e 5 a 23 °C e 3 e 5 a 19 °C. Nesta última temperatura, a 

xilose não foi detectada no ensaio 2.  

Referente aos ácidos orgânicos, apenas o ácido acético foi detectado e, ainda 

assim, ausente nos ensaios controle e nos ensaios 3 a 19 °C. As menores concentrações 

foram detectadas nos ensaios 3 e 4 a 3 °C e nos ensaios 1 e 4 a 19 °C.   

As maiores concentrações de glicose e xilose foram encontradas nos ensaios 

controle, 1 e 4. Possivelmente, estes ensaios apresentaram estes resultados devido a 

ação de celulases e hemicelulases presentes no meio, uma vez que as concentrações de 

glicose e xilose aumentam à medida que a celulose e hemicelulose são despolimerizadas 

(VERARDI et al., 2016). A 23 °C as concentrações destes carboidratos foram ainda 

maiores que quando comparados a 19 °C.  

Em contrapartida, as concentrações de ácido acético foram maiores nos ensaios 

5 e 2 a 19 °C e nos ensaios 1 e 5 a 23 °C. O ácido acético é um composto facilmente 
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hidrolisado derivado do grupo acetil presente na hemicelulose (SAHA et al., 2013), que 

pode ser considerado composto inibidor da fermentação e, geralmente, são removidos 

nos processos de conversão da biomassa lignocelulósica.  

Com relação ao hidroximetilfurfural e ao furfural, é comum que estes compostos 

sejam removidos durante as etapas de pré-tratamento, pois, assim como o ácido acético, 

também são considerados compostos inibidores da fermentação. A formação de todos 

estes compostos inibidores acontece após a despolimerização das pentoses e hexoses. 

Enquanto o hidroximetilfurfural é produto de formação das celuloses, o furfural é 

produto de hemiceluloses. A presença de inibidores impede a fermentação, uma vez que 

estes compostos, em contato com a célula microbiana, prejudicam o metabolismo 

intracelular, uma vez que afetam as enzimas da via glicolítica (JONSSON et al., 2013; 

RAN et al., 2014)   

Embora detectados em concentrações muito baixas em relação aos valores 

encontrados para os carboidratos e ácidos orgânicos, o furfural obteve a concentração 

mais alta a 19 °C, no ensaio controle. O mesmo foi observado a 23 °C. Para o 

hidroximetilfurfural, os maiores valores foram detectados a 23 °C, nos ensaios 3, 4 e no 

Controle. A 19 °C, o maior valor encontrado foi no ensaio Controle, seguido do ensaio 

4. Isto pode ser explicado pela ausência do inóculo do microrganismo Penicillium 

brevicompactum CCDCA 11400 neste ensaio, bem como pela ausência do extrato bruto 

de lacase. Neste ensaio, havia apenas o bagaço de cana e água destilada e, 

possivelmente, a presença de outras enzimas no meio foi capaz de hidrolisar o bagaço 

de cana e, no caso, de hidrolisar a celulose em hidroximetilfurfural e a hemicelulose em 

furfural.  

Nos ensaios 3 e 4, onde também foram detectados estes compostos, a presença 

do extrato bruto de lacase e de outras enzimas no meio pode, de certa forma, ter 

contribuído para despolimerização não somente da lignina, seu principal alvo, mas 

também da celulose e da hemicelulose. Entretanto, ainda são necessárias mais análises 

para, de fato, concluir  

Assim sendo, considera-se que o bagaço de cana sofreu transformações 

bioquímicas através do ataque de enzimas, confirmado pelos dados obtidos pela 

cromatografia líquida. Contudo, para afirmar que esta conversão tenha sido realizada 

pela lacase de P. brevicompactum CCDCA 11400, é preciso obter mais dados 
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relacionados aos produtos de formação da lignina e a caracterização química dos 

polímeros formadores do material lignocelulósico (lignina, celulose e hemicelulose).  
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4 CONCLUSÃO 

O potencial biotecnológico de Penicillium brevicompactum CCDCA 11400 foi 

observado através da capacidade de utilização de fontes alternativas de carbono, como o 

bagaço de cana e a atrazina, e da produção de lacase. O microrganismo demonstrou a 

capacidade de síntese enzimática na fermentação em estado sólido low scale e em 

biorreator, principalmente em meio ácido (pH 4) e a 19 °C.  Além disso, observou-se 

após os 14 dias de fermentação, uma redução considerável do substrato (bagaço de 

cana), sobretudo quando combinado com a atrazina. Com relação à conversão do 

material lignocelulósico, possivelmente a lacase teve efeito positivo na oxidação da 

lignina.  

Diante dos resultados expostos, o fungo P. brevicompactum CCDCA 11400 pode 

ser considerado um microrganismo promissor, com potencial para aplicação na indústria 

de enzimas. A multifuncionalidade desta espécie, caracterizada pela sua fisiologia e 

pelos fatores que influenciam a síntese de metabólitos, como a temperatura, o pH e a 

atividade de água, estimula a busca por novas aplicações biotecnológicas.   

Ademais, poucos trabalhos utilizando este microrganismo para produção de 

enzimas foram encontrados na literatura e, portanto, este estudo servirá como base para 

trabalhos futuros.  
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