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Resumo

A producéo de bioetanol vem se mostrando uma tendéncia mundial frente aos combustiveis
fosseis. O processo de pré-tratamento com microrganismos da biomassa lignoceluldsica
aumenta a digestibilidade do material e possibilitar o processo de recuperacdo dos
polissacarideos. Dentre as biomassas vegetais, a Furcraea Foetida, uma Agavacea, muito
utilizada na obtencéo de fibras naturais, tem potencial desconhecido para obtencéo de agucares
fermentesciveis. Visando facilitar a sacarificacdo enzimatica dos polissacarideos e a producdo
de enzimas por estirpes de fungos do género Ganoderma, Pleurotus e Fusarium, foram
realizadas a quantificagdo e caracterizagdo de enzimas degradadoras de celulose e
hemicelulose. A atividade de enzimas ligninoliticas por basidiomicetos, apresentou valores
20% maiores para o cultivo de Pleurotus, enquanto que a atividade de lacase no mesmo
periodo, apresentou diferencas de 129% em cultivos de P. ostreatus. Cultivos de
basidiomicetos apresentaram uma degradacdo entre 94% e 88% dos compostos fendlicos. O
processo de sacarificacdo pelo pool enzimatico Cellic-CTec2 gerou valores de 81,61 + 8,43
pumol/mL de agucares redutores em meios pré-tratados por basidiomicetos, uma melhora de
66,3%. Sacarificacdes realizadas sobre amostras pré-tratadas com Fusarium lateritium var.
Majus, apresentaram uma menor liberagao de agucares redutores, entre 28,27 + 3,61 pmol/mL
com aumento de 30,82%.
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Abstract

The production of bioethano has shown to be a worldwide trend in relation to féssil fuels. The
pretratment process of lignocellulosic biomass with microorganisms increases the digestibility
of the material and enables the processo of polysaccharide recovery. Among the plants biomass,
Furcraea Foetida, an agavacea, widely used to obtaining natural fibers, has unknown potential
for obtaining fermentable sugars. In order to facilitate the enzymatic saccharification of the
polysaccharides and the production of enzymes by strains of fungi from the genus Ganoderma,
Pleurotus and Fusarium, the quantification and characterization of cellulose and hemicellulose
degrading enzymes were carried out. The activity of ligninolytic enzymes by basidiomycetes,
showed 20% higher values for the cultivation of Pleurotus, while the lacase activity in the same
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period, showed differences of 129% in cultures of P. ostreatus. Basidiomycete cultures showed
a degradation between 94% and 88% of the phenolic compounds. The saccharification process
by the Cellic-CTec2 enzymatic pool generated values of 81.61 + 8.43 umol / mL of reducing
sugars in pre-treated media with basidiomycetes, an improvement of 66.3%. Saccharifications
performed on samples pretreated with Fusarium lateritium var. Majus, showed a lower release
of reducing sugars, between 28.27 £+ 3.61 pumol/mL with an increase of 30.82%.
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Introducéo

A producéo de biocombustiveis

O termo biomassa pode ser definido como qualquer matéria organica produzida a partir
da fotossintese ou até mesmo qualquer material derivado dos seres vivos. A biomassa vegetal,
principalmente, tem um potencial biotecnoldgico na producgdo de aglcares fermentaveis, que
podem ser utilizados para producdo de combustiveis. Nos Gltimos anos, a utilizagdo de
biocombustiveis visando a substituicdo parcial ou total de combustiveis fosseis, vem sendo o
foco das discussdes sobre a utilizacdo de biomassa (DE PAULA, 2009).

A biomassa celul6sica tem o potencial de contribuir para atender a demanda por
combustivel liquido, mas os requisitos de uso de terra e processos ineficientes representam
obstaculos para o uso em larga escala de tecnologias de biomassa em biocombustiveis (RUBIN,
2008).

A biomassa vegetal € a mais abundante no mundo o que leva o polissacarideo celulose
a ser, dentre os materiais naturais, o biopolimero com maior potencial biotecnoldgico
(LAUREANO-PEREZ et al., 2005). A abundéancia da celulose tem estimulado o uso dos
processos de fermentacdes celuloliticas pelo homem (ZHU et al., 2009), inclusive para
producéo de etanol.

Diferentes tipos de biomassas vegetais sdo estudadas como potencial fonte de
polissacarideos e seu uso na producédo de etanol. As principais fontes e de baixo custo séo as
biomassas remanescentes da agricultura, como o, sabugo de milho, casca de arroz, bagaco da
cana, entre outras, sdo muitas vezes utilizados com baixo valor agregado.

Contudo, um dos principais problemas com a producéo de bioetanol é a disponibilidade
de matérias-primas, questdo variante segundo a distribuicdo geografica e periodizacdo de
cultivos. O preco das matérias primas é também altamente voléatil o que pode afetar bastante os
custos de producdo deste biocombustivel, uma vez que as matérias primas normalmente
representam mais do que um ter¢o dos custos de producéo.

Além das biomassas derivadas da agricultura tradicional, sdo buscadas outras fontes
vegetais para a demanda de carboidratos. Vegetais lignocelulésicos produzidos com Unico fim

aos biocombustiveis. Como no caso do uso do sorgo como fonte de celulose e hemicelulose



para producdo de bioetanol (DAMAY et al., 2018), e até mesmo Phalaris aquatica L. uma
planta herbacea nativa da regido do mediterraneo (CHRYSIKOU et al., 2018), sdo estudados
como biomassa para producéo de etanol.

Um vegetal com potencial para uso como fonte de carboidratos é a Furcraea foetida,
possui uma estrutura holoceluldsica de aproximadamente 75% (PIRES, 2009), planta com uso
ornamental, producdo do sisal, entre outras, ainda ndo foi estudado visando a obtencdo de

acucares fermentesciveis via sacarificagdo de polissacarideos.

Furcraea foetida

A Furcraea foetida, Agave foetida, ou Furcraea gigantea tem sua distribuicéo original
desde o sudeste da América Central até o norte da América do Sul, sendo nativa da regido
nordeste brasileira (ZAYAS, 1989). Apresenta caracteristicas como reproducao por brotamento
(HUECK, 1953; MOTOOKA et al., 2003), longos periodos de floracdo e frutificacao,
pioneirismo, adaptacdo a areas degradadas, eficiéncia no sucesso reprodutivo, além disso,
compete com outras plantas por nutrientes e espago fisico (MOTOOKA et al., 2003).

A F. foetida apresenta uma conformacéo estrutural em roseta foliar cujo comprimento
pode alcancar de 2,5 a 4,0 m de diametro, com folhas pontiagudas, fibrosas, suculentas,
dispostas em volta de uma base curta, as folhas podem conter espinhos espacados em suas
margens (MOTOOKA, 2003; PIRANI, CORDEIRO, 2002; YOKOSUKA 2009). Durante o
periodo de reproducdo essa planta desenvolve uma inflorescéncia de 6 a 8 m de altura no centro
da roseta com o formato de uma espiga ramificada (YOKOSUKA 2009). A utilizacdo da
espécie F. foetida foi comum na regido de Praia Mole, Ilha de Santa Catarina, até meados de
1940 e 1950 para a confeccdo de artefatos do cotidiano da populacdo da época, notando-se que
a utilizacdo mais encontrada esta relacionada a ornamentacéo e a construcao de cercas vivas
(SARMENTO, 2013).

A F. foetida apresenta um potencial ainda desconhecido para a producéo de bioetanol,
porém como toda biomassa vegetal tem uma estrutura lignoceluldsica complexa, necessitando
de pre-tratamento para desconstrucdo dessa estrutura e posterior sacarificacdo das porcdes
celuldsicas e hemicelulosicas.

Esses pré-tratamentos sdo importantes pois a hidrélise da celulose ou hemicelulose por
celulases e hemicelulases resulta na producdo final de monossacarideos. Essas enzimas,
porém, por serem proteinas, ndo conseguem penetrar com facilidade na estrutura
lignocelulosica, tendo barreiras como a lignina e até mesmo a estrutura cristalina dos

polissacarideos.



Pré-tratamentos

A utilizacdo da biomassa como uma fonte de carboidratos para produtos quimicos e
combustiveis tem sido severamente dificultada pela baixa eficiéncia da popula¢do microbiana
celulolitica. Além disso, a menos que um excesso muito grande de enzimas seja usado, a
digestibilidade enzimatica da celulose na biomassa nativa € baixa (< 20% de rendimento),
devido a caracteristica estrutural do material lignocelul6sico. Em vista disso, biomassas em
geral requerem um pré-tratamento para aumentar a digestibilidade e tornar a celulose e até
mesmo a hemicelulose mais acessivel as enzimas que convertam os carboidratos em agucares
fermentesciveis (FALKOSKI et al., 2013).

Um pre-tratamento eficaz é caracterizado por diversos critérios, tais como evitar a
necessidade de reduzir o tamanho das particulas da biomassa e limitar a formacg&o dos produtos
da degradacéo que inibem o crescimento dos microrganismos fermentativos.

A resisténcia da biomassa lignocelul6sica a hidrélise é causada em grande parte pela
sua cristalinidade, pela area de superficie acessivel, protecdo pela lignina, carater heterogéneo
das particulas da biomassa, e o fato da celulose estar revestida pela hemicelulose (VASQUEZ
etal., 2007; ARANTES e SADDLER, 2010).

Avaliando-se o potencial de fungos para estes processos, eles sdo capazes de se
desenvolver em meios com altas quantidades de substancias quimicas recalcitrantes, portanto
com grande capacidade de degradacdo da estrutura lignoceluldsica, principalmente aos fungos
do género Trichoderma e Fusarium, que tém apresentado resultados promissores (WANG
2012).

Sacarificacao

O processo de sacarificacdo consiste no uso de enzimas hidroliticas que atuam em
polissacarideos (celulose e hemiceluloses) obtendo assim 0s seus mondmeros constituintes na
forma de acUcares fermentaveis, passiveis de serem utilizados na producdo de biocombustiveis.
A conversao da celulose em monémeros de glicose € feita empregando-se enzimas celuloliticas
tais como as celobiohidrolases (CBHSs), também chamadas de exo-1,4-B-glucanases, as endo-
1,4-B-glucanases (EGs) e as B-glicosidases (BGs). Estas atuam em diferentes sitios da cadeia
celuldsica de forma sinérgica: as CBHs atuam clivando ligagGes glicosidicas nas extremidades
da cadeia, obtendo-se como produto as unidades de celobiose; as EGs clivam regides amorfas
internas da cadeia celulosica e as BGs clivam a celobiose (VALADARES 2013)

As celulases podem ser produzidas por diversos fungos e bactérias. O fungo
Trichoderma reesei € 0o microrganismo mais utilizado industrialmente para a produgdo de

celulases, entretanto, como desvantagem, a sua producdo de B-glicosidase é relativamente



pequena. Assim, a aplicacdo de extrato enzimatico proveniente de T. reesei para a degradacédo
da celulose gera altas concentracfes de oligbmeros. Outro fungo com potencial producéo de
celulases é o Fusarium, com diversas citaces na literatura (MEDVE, 1998; PANAGIOTOU
2004).

Hemiceluloses e Hemicelulases

As hemiceluloses sdo polimeros complexos, ramificados, compostos de
monossacarideos e derivados, dentre os quais podemos citar a glicose, xilose, manose,
arabinose, acido 4-O-metilglicurénico e é&cido 4-O-metilgalacturénico. Além de seus
constituintes, as hemiceluloses diferem da celulose por possuirem um menor grau de
polimerizacdo e com presenca de ramificacdes na cadeia principal. Esta cadeia principal €
formada por mondmeros de pentoses ou hexoses unidos, em geral, por liga¢des glicosidicas -
(1-4) com pontos de ramificagdes unidos a cadeia principal por ligagdes glicosidicas -(1-2), -
(1-3) e/ou B-(1-6) (SHALLOM; SHOHAM, 2003). As hemiceluloses sdo classificadas de
acordo com sua composi¢do, como [-mananas, galacto-glicomananas, arabinanas,
arabinogalactanas.

Dentre as hemiceluloses, as mais abundante s&o as xilanas. Em comum, as xilanas séo
compostas por uma cadeia principal de residuos de xilose unidos por ligacdes glicosidicas -
(1-4) nas plantas terrestres, no entanto, cadeias com ligagdes glicosidicas -(1-3) unindo 0s
residuos de xilose foram caracterizadas em algas, como também foi encontrado cadeias com os
dois tipos de ligacdes em Palmeria palmata (SUBRAMANIYAN; PREMA, 2002).

A degradacdo da hemicelulose impde varios desafios aos mais diversos tipos de
microrganismos. O polimero é de alto peso molecular, insoltvel ou associado com celulose e
lignina. A hemicelulose também é altamente varidvel na sua estrutura, portanto, diversas
enzimas sdo necessarias para sua completa hidrolise. A degradacdo da xilana, por exemplo,
necessita da agdo sinérgica de diversas enzimas. Endo-p-1,4-xilanase (EC 3.2.1.8), exo-f-
xilosidase (EC 3.2.1.37), a-Larabinofuranosidase (EC 3.2.1.55), a-glucuronidase (EC 3.2.1),
acetil xilano esterase (EC 3.1.1.6), (acido ferulico e &cido p-cumarico) esterase (EC 3.2.1).
Além desta gama de enzimas envolvidas na degradagdo da xilana, se olharmos apenas para as
endo-B-1,4-xilanases, por exemplo, veremos como a complexidade das hemiceluloses

acarretaram numa gama de endo-p-1,4-xilanases diferentes (FAIK, 2010)



Enzimas fangicas

Em geral, os fungos que decompdem substancias celulsicas sé@o encontrados no solo,
colonizando vegetais, suas raizes e residuos, com importante funcdo de reciclagem de
nutrientes. A atividade fungica depende do conteudo de matéria orgénica no solo, a qual
determina sobremaneira a ocorréncia e a distribuicdo desses organismos (RUEGGER, TAUK-
TORNISIELO, 2004).

Os fungos, em funcdo de suas caracteristicas de reproducéo e crescimento, adaptam-se
a diversos substratos, entre os quais efluentes de industrias processadoras de alimentos, residuos
agricolas e agroindustriais (TAVARES et al., 1998). Assim, sdo capazes de degradar a celulose
e hemicelulose e utiliza-las como fonte de carbono e energia; inclusive os fungos filamentosos,
considerados uma classe de microrganismos de grande significado comercial e amplamente
distribuidos na natureza, encontrados em solos, em vegetais e animais, podendo ter habitos
saprofitos ou parasitas (GRIMM et al., 2005).

As enzimas celuloliticas fangicas tém sido estudadas devido ao seu potencial
biotecnoldgico (NG, 2004). Entre os produtores de celulases e hemicelulases estdo os géneros:
Aspergillus, Penicillium e Trichoderma (LYND et al., 2002). Os fungos do género Trichoderma
sdo considerados grandes secretores de celulases e hemicelulases, sendo geneticamente os mais
estudados. Os fungos produzem um grupo complexo de celulases capazes de clivar as ligacoes
B-(1—4)-glicosidicas presentes na celulose e derivados de celulose (ORTEGA et al., 2001).

O Género Fusarium grupo é um grande taxon polifilético de fungos do Filo
Ascomycota, encontrado no solo e capaz de crescer em uma ampla gama de substratos, em
associacdo, muitas vezes patogénicas, com plantas. Sdo isolados em diversas condicGes
climaticas, sendo predominantes em ambientes temperados e tropicais (TEETOR-BARSCH,;
ROBERTS, 1983; COLEMAN et al., 2011; SUMMERELL e LESLIE, 2011).

Esse género tem em seu historico ataques a diversas culturas de grande relevancia
econbmica, como tomate, banana, pimenta, berinjela, feijdo, girassol, trigo, milho. Muitas cepas
do género Fusarium vem sido referenciadas como grandes produtoras enzimaticas de celulases
e hemicelulases, sendo capaz de se desenvolver em ambientes com alta presenca de substancias
recalcitrantes (PERALDI et al., 2011, FORTUNATO et al., 2012).

Estudos tém mostrado que, além das celulases, a presenca de enzimas acessorias é muito
importante para a formulacdo de um bom coquetel enziméatico. Associa¢des de celulases e
hemicelulases contribuem para uma hidrdlise mais eficiente da biomassa, e uma maior
producdo de monossacarideos. O uso de xilanases em sinergismo com celulases, tem
apresentado bons resultados, reduzindo a adi¢do de celulases e levando a liberagéo quase total
da glicose da biomassa (HU et al. 2011).



A eficiéncia da sacarificacdo enzimatica tambeém pode ser influenciada pela inibicdo das
endoglicanases e exoglicanases pelos produtos finais de hidrolise, a celobiose e glicose (DUFF;
MURRAY, 1996). Este fato, entretanto, pode ser amenizado pela suplementacdo de [3-
glicosidase ao coquetel enzimético ou entdo promovendo as etapas de sacarificacdo e
fermentacao simultaneamente (OLOFSSON et al., 2008).

Desta forma, a busca por diferentes tipos de biomassas com potencial biotecnolégico na
producdo de combustiveis, além de estudar formas de pré-tratamentos eficientes e
ambientalmente seguras e a producdo de enzimas capazes de hidrolisar os carboidratos da
biomassa na sacarificacdo, sdo pontos chaves na producédo do etanol celulésico de forma viavel

economicamente.

Material e Métodos

Pré-tratamento biol6gico com fungos

As folhas usadas da Furcraea foetida foram picadas e secas em estufa de circulagédo
forcada a 50°C. As amostras foram entdo trituradas em moinho de pas adquirindo uma
composicao fina ideal para o cultivo. As biomassas foram entdo pré-tratadas com fungos da
podriddo branca Pleurotus ostreatus e Ganoderma lucidum, isoladamente. O cultivo utilizando
o Fusarium lateritium var. majus foi utilizado como forma de pré-tratamento e aproveitar o seu
potencial como produtor de enzimas para uso na sacarificacdo. Os fungos P. ostreatus e G.
lucidum foram inoculados para fermentacdo em estado solido a partir de discos miceliais com
10 mm de diametro, com 10% do peso nas diferentes fibras. As cepas de F. Lateritium foram
inoculadas a partir de suspensdes de esporos 10°. As amostras foram mantidas estaticas, no
escuro a 37° C, em frascos erlenmeyer de 0,125 L com 10 g de fibra, suplementado com meio
de Vogel (VOGEL, 1956), glicose 0,5% e extrato de levedura 0,2%, com umidade final
variando de 65 a 82%, sendo extraidas ap0s o pré-tratamento ap6s adi¢do de 0,025 L de agua
destilada. Filtrou-se os materiais insolUveis de cada um dos frascos sendo a biomassa restante
seca a 50° C em estufa de circulacdo forcada até peso constante. Os materiais soltveis foram
utilizados para outras analises. Em relacéo aos tempos de cultivo, foram realizados testes com
diferentes dias de pré-tratamento, variando de 15 e 45 dias, observando o crescimento do fungo

sobre a fibra e a degradacéo da lignina, além do rendimento de agUcares redutores.

Determinacéo das atividades enzimaticas
Os materiais soluveis foram utilizados para determinacdo das atividades das principais

enzimas ligninoliticas e celuloliticas.



Lacase
A atividade da lacase foi determinada para os cultivos de Pleurotus ostreatus e
Ganoderma lucidum, sendo realizada a 40°C usando ABTS como substrato. A mistura de reacéo
foi preparada com 200 pl de ABTS (10mM), 100 pl do filtrado em 1,7 ml de tampao acetato de
sodio 50mM (pH 4,0). O aumento da absorbancia foi monitorado a 420 nm (SHIN; LEE, 2000).

Manganés peroxidase

As atividades de Manganés Peroxidase foram determinadas para as cepas de Pleurotus
ostreatus e Ganoderma lucidum. A mistura de reacéo continha 0,2 mL de MnSO4 10mM, 0,2
mL de H2020,5 mM e 0,2 mL do extrato enzimatico em tampao malonato 50mM, pH 4,5. Os
ions manganicos gerados pela acdo da enzima formam um complexo com o malonato que
absorve em 270 nm (WARIISHI et al., 1992)

Beta-glicosidase

A atividade de B-gicosidases foram determinadas para os cultivos de Pleurotus ostreatus
e Ganoderma lucidum utilizando-se os substratos sintéticos o-nitrofenil-beta-glicopiranosideo,
incubando-se este substrato em tampao citrato 50 mM, pH 5,4 com o filtrado a 50° C durante
10 min. A reacdo foi parada com adicdo de tetraborato de sodio, em seguida medido
espectrofotometricamente a 410 nm (LENARTOVICZ et al., 2003).

Amilase, xilanase e celulase
A Atividade dessas enzimas foram determinadas para todos os cultivos fangicos,
utilizando-se os substratos amido, xilano e carboximetilcelulose, respectivamente pelo
surgimento de acucares redutores utilizando o método do acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS)
(MILLER, 1959).

Determinacdes de fendlicos

Os fendlicos totais presentes nos materiais foram avaliados pelo método de Singleton et
al. (1999) para todos os cultivos, utilizando vanilina como padrdo. As fibras pré-tratadas com
os fungos, e os residuos lignoceluldsicos controles sem pré-tratamento, foram submetidas a
sacarificacdo. A sacarificacdo foi realizada utilizando dois pools enzimaticos comerciais
contendo enzimas celuloliticas (Cellic-CTec2) e hemiceluloliticas (Cellic-HTec?2), fornecidos

pela empresa Novozymes. Além disso, foi utilizado o pool enzimatico produzido a partir do



crescimento do F. Lateritium sobre as fibras de F. Foetida, na forma de extrato bruto com alta

presenca de xilanases.

Sacarificacao

As sacarificagdes foram realizadas com 0,5 g de F. foetida pré-tratadas e sem pré-
tratamentos, em tampdo citrato de sodio 50 mM (pH 5,0), a 37° C, com volume final de 10 mL,
agitacdo de 150 rpm por 72 horas, utilizou-se de 1 mL do pool enzimético comercial e 9 mL do
pool enzimético do F. Lateritium. O processo de sacarificacdo utilizando o pool HTec2 e o pool
FLM foi realizado em fibras de Furcraea foetida pré-tratadas ou nédo pelo cultivo de Fusarium
lateritium var. Majus. A sacarificagdo com o pool CTec2 foi realizado nas fibras de F. foetida
ndo tratadas e pré-tratadas com a cepa de Pleurotus ostreatus. Apo6s 72 horas de sacarificacdo
foram realizadas as analises de acUcares redutores presentes, para avaliar o rendimento dos
cultivos. Os acgucares redutores liberados na sacarificacdo foram quantificados pelo método do
DNS (MILLER, 1959).

Anélise estatistica dos dados experimentais
Os experimentos foram realizados pelo menos em triplicata. Os resultados serdo
expressos como a média, * erro padrao da média. A analise da significancia da diferenca entre

duas médias sera feita através do teste t de Student.

Resultados e Discussao

Crescimento dos microrganismos e dosagens enzimaticas

A biomassa de F. Foetida tem sua utilizag&o pautada principalmente na ornamentacéo,
cercas vivas e até para producdo de fibras de Sisal, porém a utilizada da holocelulose como
potencial para producdo de combustiveis ainda ndo foi explorada. Como toda fibra
lignocelul6sica ha a necessidade de um pré-tratamento que facilite 0 acesso para as enzimas
celuloliticas e hemiceluloliticas a fibra, assim foi realizado pré-tratamentos bioldgicos
utilizando fungos, além disso avaliou-se a produgdo de enzimas como potencial para
sacarificacdo enzimatica da fibra pré-tratada.

Os fungos basidiomicetos Ganoderma lucidum e Pleurotus ostreatus, além do
ascomiceto Fusarium Lateritium var. majus foram cultivados sobre as folhas de Furcraea
Foetida. Apds o periodo de cultivo de 45 dias para os basidiomicetos e 15 dias para o
ascomiceto, foram interrompidos para analises enziméticas e uso da biomassa para

sacarificacao.
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Os tempos de 15 dias para o F. Lateritium foram suficientes para o crescimento
completo na fibra, porém para os basidiomicetos P. ostreatus e G. lucidum, o crescimento foi

mais lento, necessitando de um periodo de pré-tratamento maior (45 dias).

Figura 1. Atividade das enzimas Xilanase e Celulase nos cultivos do G. Lucidum, P. Ostreatus e Fusarium Lateritium
var. Majus extraidos dos respectivos cultivos sobre a Furcraea foetida. Cultivos realizados pelo menos em triplicata.
Letras iguais indicam resultados estatisticamente iguais para cada pool enzimatico utilizado, segundo teste
ANOVA (P <0.05).
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Ao analisar a producdo de xilanase e celulase nos trés tipos de cultivo, observou-se uma
maior producado dessas enzimas pelo F. Lateritium (Figura 1). Uma maior producao de enzimas
celuloliticas e hemiceluloliticas nos ascomicetos é esperado em compara¢do com 0S
basidiomicetos. A producdo dessas enzimas esta relacionada a grande proporcéao de celulose e
hemicelulose presente na F. Foetida. A Furcraea Foetida apresenta proporcdes de
aproximadamente 75% de holocelulose, com 22% de hemicelulose e 52% de celulose, e ainda
8% de lignina (PIRES, 2009).

Os fungos do género ascomiceto como o F. Lateritium e microbiotas parecidas como o
Trichoderma reesei sdo organismos conhecidos por melhor atuarem em sistemas celulésicos e
hemiceluldsicos, pela sua produgdo razodvel de celulases e hemicelulases (ELISASHVILI,
1993). A producéo destas enzimas pelos ascomicetos ja foi contrastada frente a fungos da ordem
dos basidiomicetos, onde o padréo de producdo dessas enzimas em cultivos feitos na cana de
acucar, em periodos de tempo semelhantes, se mostrou superior (MAMEDE, et al., 2008).

A producdo aumentada de xilanase e celulase pelo F. Lateritium na biomassa de F.
Foetida apos 15 dias de cultivo, mostra que o pool enzimatico produzido tem potencial para
uso na sacarificacédo, discutido posteriormente no tépico 5.3. Sacarificagdo enzimatica.



Tabela 1. Atividade das enzimas B-Xilosidase, -Glicosidase, Manganés Peroxidase e Lacase nos
cultivos de G. Lucidum e P. Ostreatus extraidos dos respectivos cultivos sobre a Furcraea foetida.
Cultivos ao menos em triplicata. Letras iguais indicam resultados estatisticamente iguais para

cada pool enzimatico utilizado, segundo teste t.

Enzimas (U/L)

Ganoderma lucidum

Pleurotus ostreatus

B-xilosidase 119,15 + 9,672 129,25 + 24,59°
B-glicosidase 135,18 + 11.57° 114.84 + 9.60°

Manganés Peroxidase 180,61 + 25,86¢ 174,55 + 13,13¢
Lacase 159,94 + 16,54° 366,77 + 30,15'

Analises das enzimas P -xilosidase, B-glicosidase, Mn Peroxidase e Lacase foram
realizadas para os cultivos do P. ostreatus e G. lucidum na F. Foetida ap0s 45 dias (Tabela 1).
As enzimas [ -xilosidase, B-glicosidase e Mn Peroxidase apresentaram suas produgdes
constantes comparando G. lucidum com P. ostreatus. Enzimas peroxidases parecem apresentar
uma expressdo menor nestes tipos de cultivos (MAMEDE, et al., 2008).

Uma diferenga encontrada foi em relagao a B-glicosidase, com maior producdo pelo
fungo G. lucidum, com um aumento de cerca de 20%. Os valores de enzimas encontrados sdo
considerados baixos, mostrando que esses fungos ndo séo grandes produtores dessas enzimas.

Por outro lado, dosagens enzimaticas da enzima Lacase apresentaram diferencas entre
os cultivos de P. ostreatus e G. lucidum, sendo a atividade apresentado pelo extrato enzimatico
resultante do tratamento com P. ostreatus cerca de 2,29 vezes maior que o tratamento com G.
lucidum. (Tabela 1).

Os mecanismos para a degradacdo de lignina sdo variados entre os fungos, gerando
diversos possiveis mecanismos para a degradacdo desses compostos (HATAKKA, 1994). O
fungo P. ostreatus é conhecido por degradar lignina, sendo elevada a atividade de Lacases
expressas por tais fungos em longos periodos de crescimento em meios de cultivo sélidos, é
uma espécie que apresenta um mecanismo adaptativo para a degradacdo da lignina em

diferentes condicdes.

Expressao de fenolicos totais nas biomassas pre-tratadas

A dosagem de fendlicos totais revelou uma queda consideravel com relacdo a biomassa
integra da Furcraea Foetida utilizada no cultivo, sendo a cepa de P. ostreatus a mais eficiente
nesse quesito, apresentando uma reducdo de 93,51% dos compostos fendlicos presentes no
meio, seguida pelo G. lucidum com uma reducéo de 88,46%, e pelo F. Lateritium de 80,19%
(Figura 2). Estes resultados mostram a eficiéncia do pré-tratamento na reducdo e possivel

degradacéo de tais compostos fendlicos como relatado por Rouches et al. (2015).



Figura 2. Comparacdo da concentracdo de compostos fendlicos totais solUveis, extraidos dos extratos de Furcraea
foetida integra e pré-tratada com os diferentes fungos. Letras iguais indicam resultados estatisticamente iguais para
cada pool enzimatico utilizado, segundo teste ANOVA (P < 0.05).
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As folhas de F. Foetida possuem alta expresséao de fenolicos totais soltveis (MATHEW,
ARORA, 2012). E esta alta quantidade de fenolicos encontradas na Furcraea foetida esta
relacionado ao seu sistema de defesa, bem conhecido por essas espécies de plantas, no qual é
confirmado pela dificuldade de qualquer crescimento fangico sobre as mesmas em ambiente
natural (MATHEW, ARORA, 2012). Em nossos cultivos as reducbes foram consideraveis,
demonstrando que os fungos estudados foram capazes de se adaptar e crescer em um meio rico
em fendlicos.

A maior degradacdo de fendlicos ocorreu no cultivo do Pleurotus ostreatus, 0 mesmo
cultivo no qual apresentou a maior producédo de Lacase, podendo esta enzima estar relacionada
a forte diminuigdo dos compostos fenoélicos, utilizado como um recurso adaptativo para permitir
o crescimento do fungo, pois a enzima Lacase é uma polifenol oxidase, pertencente a classe de
enzimas oxidorredutase (MAYER, STAPLES, 2002).

Sacarificacdo enzimatica
A sacarificacdo enzimética é parte importante para a producdo de agucares, pois a
celulose e a hemicelulose precisam ser degradas em agucares fermentaveis. Na sacarificacdo

utilizam-se principalmente de celulases, B-glicosidases, xilanases, 3-xilosidases entre outras.



Para avaliar o pré-tratamento bioldgico com uso de fungos foi realizada a sacarificacéo
utilizando o pool enzimatico da Cellic-CTec2 e Cellic-HTec2, com presencas predominantes
de enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas, respectivamente. Além disso, foi utilizado o pool
enzimatico produzido pelo fungo F. lateritium var. majus sobre as folhas da Furcraea foetida,

esse pool enzimatico foi utilizado em extrato bruto com predominancia de xilanase.

Figura 3. Acucares redutores liberados apds 72 horas de sacarificagdo com o pool enzimatico CTec2. Biomassa
de Furcraea foetida controle sem pré-tratamento (FF controle CTec2) e a Furcraea foetida pré-tratada com
Pleurotus ostreatus durante 45 dias (FF pré-tratada PO CTec2). Letras iguais indicam resultados estatisticamente
iguais para cada pool enzimatico utilizado, segundo teste t (P < 0.05).
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A avaliacdo do pré-tratamento utilizando o Pleurotus ostreatus por 45 dias sobre a F.
Foetida foi utilizado o pool enzimético da CTec2 (Figura 3). A sacarificacdo com a F. Foetida
controle apresentou 49,08 + 8,62 umol/mL de acUcares redutores, em contraste a F. Foetida
pré-tratada que apresentou liberacdo de 81,61 + 8,43 pumol/mL. Portanto, o pré-tratamento
biolégico com P. ostreatus proporcionou uma melhora de 66,3% em relagdo ao controle,
demonstrando ser uma forma de pré-tratamento eficiente.

Ao compararmos com sacarificacOes feitas em Lantana Camara, uma espécie invasora
da regido dos tropicos americanos da familia das verbenaceas, a mesma foi submetida a um pré-
tratamento &cido para deslignificacdo e posterior sacarificacdo enzimatica, e se obteve um
aumento no rendimento da sacarificagcdo de aproximadamente 77,7% (RAMESH et al 2010).
Outros processos apresentaram melhoras de 67,6%, 80,0% e 70,0% para pré-tratamentos com
clorito no bagacgo de cana (ADSUL et al., 2005), P. Juliflora (JEYA et al., 2009), e tratamento



alcalino para palha de arroz (GUPTA et al., 2009), respectivamente. Isso demonstra que um
pré-tratamento bioldgico de longo prazo, possibilitando a degradacéo de diversos componentes
da parede celular da planta, apresenta uma melhora no processo de sacarificagdo comparavel a
métodos &cidos ou alcalinos de pré-tratamento. O tempo de cultivo estendido, pode consistir de
uma boa estratégia para a degradacdo desses compostos frente a tratamentos quimicos gerais,
gerando biomassas mais propicias para o posterior tratamento enzimatico.

Além da utilizagdo da porcéo celuldsica das biomassas para producdo de combustiveis,
como o etanol de segunda geracdo, a porcao hemicelulésica também pode ser explorada,
principalmente na utilizacdo das pentoses. Atualmente, se trata de um grande desafio o uso da
hemicelulose para o processo fermentativo, devido a boa parte dos pré-tratamentos existentes
constituirem de sua remoc¢do, porém o uso de microrganismos produtores de tais enzimas
capazes de hidrolisar as variadas estruturas que a hemicelulose pode assumir, demonstra uma
alternativa sustentavel para o0 mesmo (GIRIO et al. 2010). O uso desse tipo de pré-tratamento
ainda abre a opcdo da engenharia genética, para a producdo e expressdo de enzimas
responsaveis pela lise destas estruturas e pelas vias de fermentacdo dos acucares gerados, em
especial as pentoses como a xilose (VLEET et al 2009)

Na andlise do pré-tratamento realizado pelo fungo F. lateritium, com um cultivo de
apenas 15 dias, ndo observou-se melhora estatistica na liberacdo de acglcares em relacdo ao

controle sem pré-tratamento, tanto nas analises do pool enzimatico HTec2 quanto do pool FLM.

Figura 4. Aglcares redutores liberados ap6s 72 horas de sacarificagdo utilizando os pools enzimaticos HTec2 e
Pool FLM. Biomassa de Furcraea foetida controle sem pré-tratamento com o pool HTec2 (FF controle HTec2);
biomassa de Furcraea foetida pré-tratada com Fusarium lateritium var. majus durante 15 dias com o pool HTec2
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(FF pré-tratada FLM HTec2); biomassa de Furcraea foetida controle sem pré-tratamento com o pool FLM (FF
controle Pool FLM); e biomassa de Furcraea foetida pré-tratada com Fusarium lateritium var. majus durante 15
dias com o pool FLM (FF pré-tratada FLM Pool FLM). Letras iguais indicam resultados estatisticamente iguais
para cada pool enzimético utilizado, segundo teste t (P < 0.05).

O pool enzimatico HTec2 apresenta uma quantidade consideravel de hemicelulases,
assim observa-se que a liberacao de 44,49 + 4,26 umol/mL e 51,84 £ 3,92 umol/mL no controle
sem pré-tratamento da F. foetida e no pré-tratado pelo F. lateritium, respectivamente, refere-se
basicamente a agucares da por¢do da hemicelulose da F. Foetida.

Ao testar o pool enzimatico, retirado do extrato bruto do pré-tratamento de F. lateritium
na F. Foetida observou-se uma menor eficiéncia do que o pool enzimatico da HTec2, resultado
este explicado pois 0 pool enziméatico da Novozymes apresenta um concentrado de altas taxas
de hemicelulases e em propor¢Ges maiores do que os utilizados no pool enziméatico do F.
lateritium.

A liberacdo de acUcares apresentou valores de 28,27 + 3,61 pumol/mL e 21,61 + 1,81
pmol/mL, na F. Foetida pre-tratada com F. lateritium e na F. Foetida controle,
respectivamente. Apesar de ndo haver mudanca estatistica entre os valores, € uma forma de
tratamento no qual aproveitou-se 0 mesmo extrato bruto do pré-tratamento bioldgico para uso
na sacarificacdo, caminho promissor quando se espera maior eficiéncia dos processos
industriais.

A baixa liberacdo de acUcares redutores pela F. Foetida mesmo com baixa presenca de
lignina, leva a possibilidade que o maior entrave na utilizacdo da F. Foetida como potencial
para producao de etanol celuldsico € a complexidade da estrutura da holocelulose, e nossa forma
de pré-tratamento bioldgico mostrou-se parcialmente satisfatério. A celulose, principalmente,
é uma estrutura de dificil degradacdo pois possui uma complexidade estrutural, além das
cristalizagbes que os polimeros que compdem a mesma podem apresentar. Outro ponto é a
grande variacdo em termos de composicdo, requerendo o uso de uma diversidade de enzimas
endo e exoglucanases da quais 0s microrganismos utilizados nesses tipos de cultivos podem ser

deficitarios ou terem baixa expressdo (SANTOS et al, 2012).

Conclus6es

A Furcraea foetida tem potencial para produgéo de etanol, por ser uma biomassa com
alta proporcéo de polissacarideos. O pré-tratamento bioldgico da biomassa lignoceluldsica
utilizando-se de fungos mostrou-se competitivo frente a outros métodos de deslignificagéo,
mesmo com a alta presenca de fendlicos.

Os rendimentos com a sacarificacdo enzimatica foram superiores comparando as

biomassas pré-tratadas e controles sem pré-tratamento com uso do pool enzimatico da CTec?2.



No entanto ao utilizar o pool enzimatico da HTec2 e do extrato bruto do F. lateritium var. majus
ndo houve diferenca na liberacdo de aclcares antes e ap0s 0s pré-tratamentos. Porém, o pool
enzimaético do pré-tratamento da F. Foetida com F. lateritium var. majus chegou a valores de
quase 50% da liberacdo de acucares redutores do pool enziméatico comercial da HTec2.

Além disso, o fungo Fusarium lateritium var. majus mostrou ser um bom produtor de
xilanases, com possibilidade do uso das mesmas para sacarificacdo da porcdo hemiceluldsica

da biomassa da F. foetida.
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