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RESUMO

O etanol de segunda geracdo, produzido a partir de residuos
lignocelul6sicos, representa uma alternativa ao uso de combustiveis fdsseis,
que sdo finitos e danosos aomeio ambiente. Para se transformar em etanol 2G,
estes residuos devem ser submetidosa sacarificacdo (hidrolise) enzimatica,
muito frequentemente apds etapa de pré-tratamento, a fim de serem
convertidos em monossacarideos (aglcares) fermentesciveis. Atualmente,
este processo sO é viavel utilizando coquetéis enzimaticos comerciais, que
possuem alto custo. Como alternativa a este fator limitante,tem-se a producéo
e investigacdo de extratos enziméticos caseiros via fermentacdo em estado
solido (FES), utilizando residuos vegetais como substratos. Neste contexto,
esse trabalho investigou, pela primeira vez, o potencial do fungo Pochonia
chlamydosporiana producédo de celulases (exoglucanase, endoglucanase e -
glicosidase) e hemicelulases (xilanase e [B-xilosidase) por FES em trés
substratos: farelo de trigo, bagaco de cana-de-agUcar e sabugo de milho. Os
dados demonstraram destaque para a produgao de p-glicosidase em farelo de
trigo, com pico de producdo de 51 U/g em 168 horas de cultivo. Este coquetel
foi caracterizado e apresentou estabilidade em vérias faixas de pH (3,5-7,5) e
temperatura (30-50°C), com pH 6timo de 4,5 e temperatura 6tima de 50°C,
evidenciando seu potencial para aplicacdo em hidrélise enzimatica, etapa
realizada neste trabalho utilizando bagaco de cana e sabugo de milho brutos e
pré-tratados com organossolve, com pico de 1,022 g/L de ART no sabugo de
milho pré-tratado. Ademais, foi possivel observar um aumento de 402,4% e
89,8% de rendimento de acucares redutores totais (ART) na hidrdlise
utilizando o sabugo de milho e o bagaco de cana pré tratados, em comparagéo
ao rendimento dos substratos brutos. Os resultados obtidos sdo promissores,
visto que o coquetel enziméatico apresentou caracteristicas fisico-quimicas
adequadas para uso em sacarificacfes de biomassas lignocelulosicas e a etapa
de pré-tratamento se demonstrou altamente eficaz para maior liberacdo de
ART.

Palavras-chave: Pochonia chlamydosporia, fermentacdo em estado solido,

celulases,hemicelulases, sacarificagéo.



ABSTRACT

Second generation ethanol, produced from lignocellulosic waste,
represents an alternative to the use of fossil fuels, which are finite and harmful
to the environment. Totransform into 2G ethanol, these residues must undergo
enzymatic saccharification (hydrolysis), very often after the pre-treatment
step, to be converted into fermentable monosaccharides (sugars). Currently,
this process is only viable using commercial enzyme cocktails, which are
expensive. As an alternative to this limiting factor, there is the production and
investigation of homemadeenzyme extracts via solid state fermentation (SSF),
using agroindustrial residues as substrates. In this context, this paper
investigated, for the first time, the potential of the fungus Pochonia
chlamydosporia in the production of cellulases (exoglucanase, endoglucanase
and B-glucosidase) and hemicellulases (xylanase and B-xylosidase) by SSF in
three substrates: wheat bran, sugarcane bagasse and corn cob. The data
highlighted the production of B-glucosidase in wheat bran, with a peak
production of 51 U/g in 168 hours of cultivation. This cocktail was
characterized and showed stability invarious pH (3.5-7.5) and temperature
(30-50°C) ranges, with an optimum pH of 4.5 and an optimum temperature of
50°C, highlighting its potential for application in enzymatic hydrolysis, a step
carried out in this paper using both raw and pre-treated with organosolv
sugarcane bagasse and corncob, with a peak production of 1.022 g/L of TDS
in the pre-treated corncob. Furthermore, it was possible to observe an increase
of 402.4% and 89.8% in TDS in hydrolysis using pre-treated corncob and
sugarcane bagasse, comparedto the raw substrates. The results obtained are
promising, as the enzyme cocktail presented physicochemical characteristics
suitable for use in saccharification of lignocellulosic biomass and the pre-

treatment step proved to be highly effective for greater release of TDS.

Key-words: Pochonia chlamydosporia, solid state fermentation, cellulases,

hemicellulases, saccharification.



1.

INTRODUCAO

A expressiva expansdo populacional e industrial nas Gltimas décadas
fez com que a demanda energética também se elevasse de forma exponencial
em todo o planeta. Atualmente, a matriz energética mundial € majoritariamente
composta por produtos oriundos de fontes ndo renovaveis, com destaque aos
combustiveis com origem do petréleo e seus derivados (IEA, 2023). A
dependéncia a esses produtos é preocupante, visto que eles estdo se esgotando
de forma crescente (STEPHENS, et al., 2010; ZHONG, et al, 2023), além de

trazer diversas problematicas ambientais.

Diante dessa realidade, a busca por biocombustiveis de fontes
renovaveis mostra-se essencial. Para a producdo de biocombustiveis, podem
ser empregadas biomassas residuais (lignoceluldsicas), provenientes de
atividades agroflorestais e agroindustriais. Esse material refere-se a galhos,
folhas, cascas, palha e bagaco, colhidos junto ao produto comerciavel, que
além de ndo possuir valor comercial, representam um passivo ambiental
(HENDGES, 2019). A maior parte da biomassa residual disponivel resulta da
producdo de grandes culturas, como soja, milho e cana-de-agUcar, sendo esta
ultima predominante no Brasil (CROTMAN, 2024).

Quanto as suas caracteristicas, a biomassa lignoceluldsica é composta
predominantemente por celulose, hemicelulose e lignina (HAHN-
HAGERDAL et al., 2006; CHAUDHARY et al, 2024), sendo que a proporgao
de cada uma dessas macromoléculas pode variar dependendo da sua origem.
O bagaco de cana-de-agucar, por exemplo, possui 40-44% de celulose, 30-
32% de hemicelulose e 22-25% de lignina (SANTOS et al.,, 2012;
RODRIGUES et al., 2021), enquanto o farelo de trigo tem 30%de celulose,
50% de hemicelulose e 15% de lignina (SUN et al., 2002; DIAS et al., 2017).
Ja o sabugo de milho, pode apresentar cerca de 33, 35 e 20% destes
componentes,respectivamente (LOPES, 2015).

Na producdo de etanol de segunda geracdo (2G), biocombustivel
gerado a partir de biomassas lignocelulésicas, podem ser utilizadas enzimas
microbianas para promover a despolimerizagdodas macromoléculas, processo

conhecido como sacarificagdo (hidrélise) enzimatica, transformando-as em



acucares fermentesciveis (IDRIS et al., 2017). Na hidrélise enzimatica da
celulose, trés tipos de celulases sdo empregadas: as exoglucanases
(avicelases), que atuam na regido externa da celulose; as endoglucanases
(carboximetilcelulases), que clivam ligacdes internas nas regiées amorfas e as
B-glicosidases (celobiases), que hidrolisam oligossacarideos em glicose (DE
CASTRO, et al., 2010). A degradagdo daxilana, o principal polimero da fracéo
hemicelulésica, requer a a¢do de xilanases, [-Xilosidases e outras
hemicelulases acessorias. Em conjunto, elas quebram as ligac6es glicosidicas
desses polissacarideos, resultando em uma reducdo no grau de polimerizacao
e liberando oligossacarideos e monossacarideos fermentesciveis (POLIZELI
et al. 2005; RODRIGUES et al., 2021).

Atualmente, um dos principais gargalos da producdo de
biocombustiveis 2G é o custo elevado dos coquetéis enzimaticos comerciais.
Como alternativa, essas enzimas podem ser produzidas por microrganismos
cultivados por FES. Esta técnica consiste em cultiva-los em substratos solidos,
na auséncia de agua livre (RAHARDJO et al., 2006; KHASWAL et al, 2024),
utilizando residuos lignocelulésicos como fonte de carbono, sendo a
produtividade enzimatica definida pela linhagem microbiana e pelas
condicdes de cultivo (GOMES et al., 2016; ERGUN; UREK, 2017).

Os fungos filamentosos do filo Ascomicota como Penicillium,
Fusarium, Trichoderma e Aspergillus sdo os microrganismos mais utilizados
para a producdo de celulases e hemicelulases (TIWARI et al., 2017;
SCHNEIDER et al., 2018; RODRIGUES et al., 2020). Espécies de
Basidiomicetos dos géneros Pleurotus, Trametes e Ganoderma também vém
sendo estudadas na producdo de enzimas lignoliticas para posterior aplicacao
em hidrélises de biomassas residuais e producdo de biocombustiveis
(RODRIGUES et al., 2020; RAMANAIAH et al., 2021). Entretanto, abusca
por novas espécies produtoras dessas enzimas a partir de substratos de baixo
custo, como residuos agroindustriais, ainda tem sido amplamente investigada
(SCARPA et al.2019; TEIXEIRA et al. 2020).

O fungo endofitico Pochonia chlamydosporia ¢ muito utilizado na
agricultura no controle bioldgico de nematdides (Y1, etal., 2021). Esta espécie

também foi utilizadana geracdo de etanol empregando quitosana como



substrato (ARANDA-MARTINEZ, et al., 2017). No trabalho citado
anteriormente, P. chlamydosporia conseguiu produzir duas vezes mais
acucares redutores e cerca de trés vezes mais etanol que Metarhizium
anisopliae e Beauveria bassiana, além de possuir o melhor indice de
tolerancia ao etanol. P. chlamydosporia foi capaz de converter uma
concentragdo de 3 g/L de substrato em aproximadamente 0,275 g/L de ART,
enquanto as outras duas espécies converteram a mesma quantidade de
quitosana em 0,12 e 0,15 g/L de ART. Quanto a producao de etanol, Pochonia
chlamydosporia atingiu uma producdo de 8-9 g/L, enquanto os demais
permaneceram na faixa de 2-3 g/L. Esta espécie também mostrou capacidade
para producdo de enzimas extracelulares, tais como lipases, esterases,
proteases e quitinases utilizando diferentes substratos (ESTEVES, et al.,
2009). Entretanto, até o momento, ndo existem relatos na literatura a respeito
da sua utilizacdo na producdo de celulases e hemicelulases.

Assim, tendo em vista a necessidade de investigar e prospectar novas
espécies produtoras destas enzimas, este trabalho objetivou avaliar o potencial
de P. chlamydosporia para a producdo de celulases e hemicelulases,
utilizando residuos agroindustriais como substratos (farelo de trigo, bagaco de
cana-de-acUcar e sabugo de milho). Posteriormente, 0 extrato com maior
produgdo de B-glicosidase foi caracterizado com relacdo aos efeitos do pH e
temperatura e o potencial deste coquetel enzimatico foi investigado na
hidrélise de bagaco de cana (BC) e sabugo de milho (SM), através da liberacdo
de ART. Na sacarificacdo, foram empregadas amostras de BC e SM brutas e
pré-tratadas. O pré-tratamento de biomassas é fundamental em processos de
hidrolise, pois ajuda a segregar a lignina da fragdo celuldsica da biomassa,
diminuindo a resisténcia do substrato a acdo das enzimas, aumentando a
disponibilidade de ART ao fim do processo (PARK et al., 2018). Neste
trabalho, investigou-se o potencial de liberagdo de ART de BC e SM pré-
tratados pelo método organossolve, que consiste em utilizar uma combinacéao

de solventes organicos e dgua em alta temperatura (WEI-KIT et al., 2017).

2. METODOLOGIA

A producéo de celulases (celulase total, endoglucanase, exoglucanase



e P-glicosidase) e hemicelulases (xilanase e B-xilosidase) pelo fungo
Pochonia chlamydosporia foi investigada via FES nos residuos farelo de trigo
(FT), bagaco de cana-de-agucar (BC) e sabugo de milho (SM). Apds a FES,
0 extrato com maior produgio de B-glicosidase foi caracterizado e utilizado
na sacarificacdo de SM eBC em forma bruta e pré-tratados pelo método
organossolve (ARAUJO, 2022), para liberacio de ART. Os protocolos de
cultivo dos microrganismos, producdo de enzimase hidrolise enzimatica
foram realizados de acordo com RODRIGUES et al., (2020).

2.1. PREPARO DO INOCULO

O fungo P. chlamydosporia foi fornecido pela empresa Biosag
(H.T.M. Comércio e Servicos Agricolas Ltda) e inoculado em placas contendo
meio de cultura BDA (Batata, Dextrose, Agar) a 28°C. Apds sete dias, 0
crescimento microbiano foi avaliado e foram retirados cinco discos miceliais
com cerca de 0,5cm? de didmetro, comauxilio de bisturi estéril ou a parte
traseira de uma ponteira estéril de 1000pl. Os discosforam ressuspendidos e
homogeneizados em 5 mL de solucdo nutriente e a suspenséo de esporos foi
inoculada em cada frasco de fermentacdo. A solucdo nutriente estéril foi
composta por: 0,35% de sulfato de aménia ((NH4)2S04), 0,3% de fosfato de
potassio monobasico (KH2PO4), 0,05% de sulfato de magneésio

heptahidratado (Mg2S04.7H20) e 0,05% de cloreto de célcio (CaCl2).

A Figura 1 mostra o crescimento do fungo P. clamydosporia em meio

de culturaBDA, para retirada dos discos miceliais.

Figura 1 - Crescimento de P. clamydosporia em
meio de cultura BDA, ap6s 14 dias. Fonte: autor.



2.2. BIOMASSAS LIGNOCELULOSICAS PARA PRODUCAO
ENZIMATICA

O bagaco de cana-de-acgucar foi obtido da Usina Aroeira, localizada em
Uberaba,MG, lavado com agua destilada e seco em estufa a 45°C por 48 horas.
Posteriormente, foimoido e homogeneizado. O farelo de trigo foi obtido de uma
cerealista local e submetidoao mesmo tipo de lavagem e secagem. O sabugo de
milho foi cedido pela empresa JC Ragdes e Insumos Siderurgicos, lavado e seco
a 45°C por 48 horas. BC e SM foram previamente pré-tratados por método
organossolve (em etanol:agua 1:1) em um estudo anterior do grupo de pesquisa
(ARAUJO, 2022). As composicbes quimicas das biomassas brutas foram
também obtidas em estudos prévios do nosso grupo de pesquisa e sSao
apresentadas na Tabela 1. O BC pré-tratado continha 56,11% de celulose,
12,87% de hemicelulose e 20,95% de lignina, enquanto SM pré-tratado
apresentou 55,27, 18,40 e 17,33% desses componentes, respectivamente
(ARAUJO, 2022).

Tabela 1: Composicdo quimica dos substratos lignocelulésicos brutos utilizados no
presente trabalho. Fonte: autor.

Composicdo Quimica (%) Bagacodecana  Farelodetrigo  Sabugo de milho

Celulose 41,25 45,2 33,18

Hemicelulose 29,30 28,8 35,15

Lignina Klason total 27,02 19,3 19,54

Protein N.A. 15,8 N.A.
Autor Araujo (2022) Correaetal. (2023)  Araujo (2022)

* N.A.: Ndo analisado.

2.3. FERMENTAGCAO EM ESTADO SOLIDO (FES)

As FES foram conduzidas em frascos tipo Erlenmeyer contendo 5 g de
substratopreviamente esterilizado em autoclave por 20 minutos, e o volume
completado com solugdo nutriente para 14 mL, para atingir cerca de 60% de

umidade. Os frascos contendo os substratos (ja inoculados com cinco discos
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miceliais cada) foram incubadosem duplicata a 28°C por sete dias, totalizando
14 frascos. Foram realizadas trés fermentacdes: Fermentacdo 1 (com farelo de
trigo como substrato), Fermentacdo 2 (combagaco de cana-de-aglcar) e
Fermentacdo 3 (com sabugo de milho). A cada 24 horas, 0s extratos
enzimaticos foram obtidos através da adigdo de 50 mL de &gua destilada em
cada frasco, homogeneizados suavemente, seguido de agitacdo a 150 rpm por
60 minutos, para solubilizacdo das enzimas extracelulares produzidas. As
amostras foram filtradas utilizando duas camadas de tecido voil e o filtrado foi
centrifugado a 6000 rpmpor 10 minutos para a separagdo do micélio. O extrato
enzimatico bruto foi utilizado imediatamente ou estocado a -20° C. Este

processo foi repetido até o final da fermentacéo.

2.4. QUANTIFICACOES ENZIMATICAS

2.4.1. Exoglucanase (Avicelase)

A atividade de avicelase foi determinada com 10 pL do extrato
enzimatico bruto,90 uL de avicel (Sigma) 1,0% em tampdo acetato 0,1 M,
como substrato, em banho maria a 40°C. Ap6s 10 minutos, a reacdo foi
interrompida pela adicdo de 100 pL de &cido 3,5- dinitrosalicilico (DNS,
Sigma). O volume resultante foi colocado em banho de ebulicdo por 10

minutos e em seguida, acrescido de 800 pL de &gua destilada

(RODRIGUES et al., 2017). A quantidade de glicose liberada foi medida por
espectrofotometria a 540 nm (MILLER, 1959). Uma unidade de atividade
enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necesséria para liberar
1 umol de glicose porminuto de reagédo, determinado a partir de uma curva

padréo de glicose.

2.4.2. Endoglucanase (carboximetilcelulase)

A atividade de carboximetilcelulase (CMCase) foi determinada com
10 pL do extrato enzimatico bruto, 90 uL de CMC (Sigma) 1,0% em tampéao
acetato 0,1 M, como substrato, em banho maria a 40°C. Apds 10 minutos, a
reacdo foi interrompida pela adi¢do de 100 pL de &cido 3,5- dinitrosalicilico

(DNS, Sigma). O volume resultante foi colocado em banho de ebulicdo por
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10 minutos e em seguida, acrescido de 800 pL de agua destilada (adaptado de
RODRIGUES et al., 2017). A quantidade de glicose liberada foi medida por
espectrofotometria a 540 nm (MILLER, 1959). Uma unidade de atividade
enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar
1 pmol de glicose por minuto de reacdo, determinado a partir de uma curva

padréo de glicose.

2.4.3. p-Glicosidase

A atividade de B-glicosidase foi determinada com 50 pL do extrato
enzimatico bruto, 250 puLL de tampdo acetato 0,1 M e 250 pL de p-nitrofenil-
Dglicopiranosideo (PNPG, Sigma) a 4 mM, por 10 minutos em banho maria
a 40°C. A reacdo foi interrompida com 2 mL de carbonato de sodio (NaCO3)
2 M e o p-nitrofenol liberado quantificado a 410 nm (RODRIGUES et al.,
2017). Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade
de enzima necessaria para liberar 1 umol dep-nitrofenol por minuto de reagédo

a partir da curva padréo de p-nitrofenol.

2.4.4. Celulase total (FPase)

A atividade de celulase total por unidades de papel de filtro (FPU) foi
determinada a 50°C em uma mistura de reacdo contendo 1 mL de tampéo
citrato 0,05M,pH 4,8, 0,5 mL de extrato enzimatico e uma fita de papel de
filtro de 1 cm de largura por 6 cm de comprimento, pesando aproximadamente
50 mg (GHOSE, 1987). A reagdoocorreu por 60 minutos e foi interrompida
pela adi¢cdo de 3 mL de DNS e o volume finalfoi homogeneizado e levado ao
banho de ebulicdo por 5 minutos. Apés esse periodo, ostubos contendo as
amostras foram levados ao banho de gelo e 20 mL de agua destilada foram
adicionados. A guantidade de glicose liberada foi medida a 540 nm, a partir
de uma curva padrdo de glicose. A FPAse foi quantificada somente no melhor

extrato selecionado previamente para -glicosidase.

2.4.5. Xilanase

A atividade de xilanase foi determinada com 10 pL do extrato
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enzimaético bruto, 90 pL de xilana (Sigma) 1,0% em tampd&o acetato 0,1 M,
como substrato, em banho maria a 40°C. Apds 10 minutos, a reagdo foi
interrompida pela adicdo de 100 pL de &cido 3,5- dinitrosalicilico (DNS,
Sigma). O volume resultante foi colocado em banho de ebulicdo por 10
minutos e em seguida, acrescido de 800 L de &gua destilada (RODRIGUES
et al, 2017). A quantidade de glicose liberada foi medida por
espectrofotometria a 540 nm (MILLER, 1959). Uma unidade de atividade
enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar
1 pmol de glicose por minuto de reacdo, determinado a partir de uma curva

padréo de glicose.

2.4.6. B-Xilosidase

A atividade de B-xilosidase foi determinada com 50 pL do extrato
enzimatico bruto, 250 uL de tampao acetato 0,1 M e 250 uL de p-nitrofenil-p
Dxilopiranosideo (PNPG, Sigma) a 4 mM, por 10 minutos em banho maria a

40°C. A reagcdo foi interrompida com 2 mL de carbonato de sodio (NaCO3) 2
M e o p-nitrofenol liberado quantificado a 410 nm (RODRIGUES et al.,

2017). Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade
de enzima necessaria para liberar 1 pumol dep-nitrofenol por minuto de reacéo

a partir da curva padrdo de p-nitrofenol.

2.5. CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA

Para caracterizacao fisico-quimica, escolheu-se o extrato mais rico em
B-glicosidase, tendo em vista que esta enzima desempenha papel central na
degradacédo de residuos lignocelulésicos, sendo a enzima que atua na etapa
final do processo de decomposicéao da celulose, pela hidrolisacdo dos residuos
de celobiose, liberando monossacarideos fermentesciveis (DE CASTRO, et
al., 2010). Apos a selecdo do melhor substrato, foi realizada a caracterizagao
fisico-quimica. Foram avaliados: pH oOtimo, temperatura 6tima, pH de
estabilidade e termoestabilidade em amplas faixas de pHs e temperaturas, de
acordo com RODRIGUES et al. (2017). Os ensaios foram realizados em

duplicata.
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2.5.1. pH 6timo

O pH otimo foi determinado avaliando a atividade enzimaética do
extrato bruto em diferentes faixas de pH, entre 3,5 e 7,5, variando de 0,5 em
0,5.

A atividade de B-glicosidase foi determinada com 50 pL do extrato
enzimatico bruto, 250 pL de tampao (3,5-7,5) e 250 uL de p-nitrofenil-
Dglicopiranosideo (PNPG, Sigma) a 4 mM, por 10 minutos em banho maria
a 40°C. A reacdo foi interrompida com 2 mL de carbonato de sodio (NaCO3)
2 M e o p-nitrofenol liberado quantificado a 410 nm (RODRIGUES et al.,
2017). Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade
de enzima necessaria para liberar 1 umol dep-nitrofenol por minuto de reagéo

a partir da curva padréo de p-nitrofenol.

Os tampdes utilizados foram: tampéo citrato de sédio 0,1 M (3,5 a 6,0)
e tampdo Tris-HCI 0,1 M (7,0 e 7,5).

2.5.2. Temperatura 6tima

A temperatura Otima foi avaliada nas mesmas condi¢cBes para a
determinacdo do pH étimo, porém, utilizando o pH 6timo em temperaturas de
30a 70 °C, variando de 5 em 5° C.

2.5.3. pH de estabilidade

A estabilidade frente a variacdes de pH foi analisada através da
incubacéo do extrato enzimaticos durante 24 horas a temperatura ambiente em
tampdo, variando o pHde 3,5 a 7,5, com 0s mesmos tampdes ja descritos. A
atividade residual (%) foi determinada nas respectivas condi¢Ges 6timas de
pH e temperatura, multiplicando o valor encontrado de atividade enzimatica
em cada pH por 100 e dividindo pela atividade enzimatica do pH 6timo.

2.5.4. Termoestabilidade

A termoestabilidade foi investigada incubando o extrato enzimatico

14



bruto em tampéo no pH 6timo de cada enzima, por 1 hora em diferentes
temperaturas de 30 a 70°C. A atividade residual (%) foi determinada nas
respectivas condi¢cdes Otimas de pH e temperatura, multiplicando o valor
encontrado de atividade enzimatica em cada temperatura por 100 e dividindo

pela atividade enzimatica da temperatura 6tima.

2.6. HIDROLISE ENZIMATICA

As fragdes solidas (polpas pré-tratadas) de BC e SM foram hidrolisadas
com o extrato caseiro produzidos por FES que apresentou a maior atividade
de B-glicosidase. Foram realizadas quatro hidrdlises com os seguintes
substratos: BC e SM brutos e BCe SM pré-tratados por organossolve. Os
ensaios foram conduzidos em frascos do tipo erlenmeyer de 50 mL com 10%
de solidos totais em tampao citrato de sodio, 0,05 mol/L,pH 4,8, carga de -
glicosidase de 30 CBU/g de biomassa, e volume final de 10 mL (MEIGHAN
etal., 2017). As hidrdlises foram realizadas em triplicatas sob agitacdo a 150
rpm e 50°C por 72 horas. Os hidrolisados foram centrifugados a 10000 rpm
por 10minutos, filtrados e posteriormente utilizados para a quantificacdo de
acucares redutorestotais ou congelados.

2.7. QUANTIFICACAO DE ACUCARES REDUTORES TOTAIS

Os acucares redutores totais (ART) foram determinados pelo método
do &cido 3,5dinitrosalissilico - DNS (MILLER, 1959). As reacdes foram
realizadas com 100 pL dehidrolisado e 100 pL de DNS por 10 minutos no
banho-maria em ebulicdo. Apds esse periodo, foram adicionados 800 pL de
agua destilada. Todas as dosagens foram realizadas em triplicatas. A
qguantidade de ART liberada foi medida por espectrofotometria a 540 nm
(MILLER, 1959). Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol de glicose por minuto de

reacdo, determinado a partir de uma curva padrao de glicose.

RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO
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A Figura 2 mostra o crescimento do fungo emfrasco erlenmeyer,
contendo farelo de trigo (Fermentacdo 1). Observa-se que o fungo cresceu
homogeneamente sobre o substrato solido. Nas figuras 3 e 4, observa-se o
crescimento do fungo em bagaco de cana-de-acucar (Fermentacédo 2) e sabugo
de milho(Fermentagédo 3) e nota-se que o crescimento nédo foi tdo expressivo
quanto em FT, devido ao fato dele possuir naturalmente um maior teor de
celulose, hemicelulose e proteinas que os demais utilizados neste trabalho
(CORREA et al., 2023).

Figura 2 - Crescimento de P. clamydosporia por fermentacao
em estado solido em farelo de trigo, ap6s 96 horas.

Figura 3 - Crescimento de P. clamydosporia por fermentacdo em estado
solido em bagago de cana-de-agUcar, ap6s 96 horas. Fonte: autor.
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Figura 4 - Crescimento de P. clamydosporia por fermentagdo em estado
solido em sabugo de milho, ap6s 96 horas. Fonte: autor.

3.2. FERMENTACAO 1 (FARELO DE TRIGO)

Na fermentacéo utilizando FT como substrato, o pico de atividade das
enzimas foi de 3,95 U/g para Avicelase, 3,26 U/g para CMCase, 51,43 U/g
para B-glicosidase, 8,49 U/g para Xilanase e 33,31 U/g para B-xilosidase,
conforme Figuras 5, 6, 7, 8 e 9, respectivamente. A FPase (celulase total)
também foi dosada para o extrato com a maior atividade de enzimas, que foi
referente ao extrato de 168h, com 51,43 U/g de B-glicosidase. Estes resultados
indicam uma producdo superior de B-glicosidase (51,43 U/g em 168h de
cultivo) em relacéo as demais enzimas investigadas.

Devido ao fato de ndo haver dados na literatura envolvendo a producgéo
dessas enzimas por esta espécie, os resultados obtidos foram comparados com
estudos previos que relatam a produgdo por outras espécies fungicas. Por
exemplo, FREITAS (2018) também observou pico de 51 U/g de B-glicosidase
pelo fungo Byssochlamys spectabilis,e BANSAL (2012) atingiu um pico de
33 U/g utilizando Aspergillus niger, ambos ap6s96h de cultivo, utilizando
condicBes analogas e 0 mesmo substrato.

RODRIGUES et al. (2020) utilizaram bagago de cana-de-agUcar e
farelo de trigo como substratos (1:1) para producdo de enzimas pelas espécies
A. niger e A. fumigatus e atingiram picos de producdo de B-glicosidase de
50,36 e 37,85 U/g, ap6s 108 e 48h de cultivo, respectivamente.

Utilizando o substrato bruto fibra de mesocarpo de dendé, ROMERO-
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PELAEZ et at. (2017) obtiveram 0,1 U/g de p-glicosidase com Trichoderma
reesei apos 312h de cultivo. Tais dados evidenciam o potencial promissor de
P. clamydosporia para a producdo dessa enzima.

Quanto as hemiceluloses, CORREA et al. (2023) observou uma
atividade de 19,39 U/g de PB-xilosidase, utilizando FT como substrato e
associacdo dos fungos Trametes villosa e Trichoderma asperellum, apds 48h
de cultivo, enquanto AGUILAR(2024) obteve um pico de 11,24 U/g ap0ds
168h, utilizando o mesmo substrato e a espécie fangica A. awamori,
demonstrando que o valor de B-xilosidase obtido por P. clamydosporia do
presente estudo é satisfatorio e sobressai aqueles dispostos na literatura
recente.

Essa elevada produgédo de B-xilosidase, e principalmente B-glicosidase,
por P. clamydosphorya no presente estudo, pode estar associada as
caracteristicas do substrato, visto que FT é rico em celulose,
favorecendo.maior producdo de celulases (Tabela 1), e rico em proteinas,
contribuindo para melhor crescimento e colonizacdo fingica, dado que as
proteinas em suas formas hidrolizadas (peptideos e aminoécidos) sao
essenciais para o crescimento e diferenciacdo celular dos seres vivos (de
SOUZA, 2014).

As demais enzimas ndo tiveram atividade significativa considerando

este substrato.
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Figura 5 - Curva de producéo de Avicelase (exoglucanase) em fungdo do tempo no substrato
farelo de trigo por P. clamydosporia. Fonte: autor.
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Figura 6 - Curva de producdo de CMCase (endoglucanase) em funcéo do tempo no substrato farelo
de trigo por P. clamydosporia. Fonte: autor.
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Figura 7 - Curva de produgao de B-glicosidase em funcéo do tempo no substrato farelo de trigo
por P. clamydosporia. Fonte: autor.
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Figura 8 - Curva de producéo de Xilanase em fungdo do tempo no substrato farelo de trigo por P.
clamydosporia. Fonte: autor.
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Figura 9 - Curva de producéo de B-xilosidase em funcéo do tempo no substrato farelo de trigo por
P. clamydosporia. Fonte: autor.

3.3. FERMENTACAO 2 (BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR)

A segunda fermentacdo, utilizando bagago de cana-de-agticar como substrato,
apresentouresultados inferiores a anterior. O pico de atividade das enzimas foi de 2,65
U/g para Avicelase, 1,79 U/g para CMCase, 0,64 U/g para B-glicosidase, 3,51 U/g
para Xilanase e 0,84 U/g para B-xilosidase, conforme figuras 10, 11, 12, 13 e 14. A

principal diferenca de producdo enzimatica desse substrato, se comparado a
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fermentagdo utilizando farelo de trigo, estd nas atividades de B-glicosidase e -
xilosidase, que foram muito baixas. Esta baixa producdo de enzimas pode estar
relacionada a maior concentracdo de lignina neste substrato (Tabela 1), que dificulta
0 acesso a celulose e hemicelulose (TIAN, 2017).

Novamente, ndo foram encontrados dados na literatura reportando a producao
dessas enzimas por esta espécie flngica em bagaco de cana. Comparando com outras
espécies, BANSAL et al. (2012) avaliaram a linhagem A. niger NS-2 na producéo de
enzimas, também utilizando BC como fonte de carbono, e obtiveram cerca de 3,0 U/g
de B-glicosidase e 5,0 U/g de CMCase ap6s 96h de cultivo.

Com essa mesma espécie e substrato, ALVES (2017) apresentou uma atividade
de aproximadamente 38 U/g de CMCase e 18 U/g de B-glicosidase, ambos em 48h de

cultivo.

RODRIGUES et al. (2017), por sua vez, atingiram 30,52 U/g de B-glicosidase
em 96h de cultivo, 1.647,20 U/g de xilanase em 24h de cultivo neste substrato, por A.
fumigatus. Estes dados indicam que, para este substrato, P. clamydosporia ndo obteve
um rendimento expressivo, fazendo-se necessario o aprimoramento de condicGes e/ou

associagdes com outros fungos e substratos para obtencdo de melhores atividades

enzimaticas.
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Figura 10 - Curva de produgao de Avicelase em funcéo do tempo no substrato bagaco de cana-de-
acucar por P. clamydosporia. Fonte: autor.
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Figura 11 - Curva de producdo de CMCase em fung¢do do tempo no substrato bagago de cana-de-
acucar por P. clamydosporia. Fonte: autor.
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Figura 12 - Curva de produgéo de B-glicosidase em funcéo do tempo no substrato bagaco de cana-
de-acucar por P. clamydosporia. Fonte: autor.
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Figura 13 - Curva de produgdo de Xilanase em fungdo do tempo no substrato bagago de cana-de-

acucar por P. clamydosporia. Fonte: autor.

B-Xilosidase

TIVIDADE ENZIMATICA [U/g)

0 24 4B 72 o6 120
TEMPO (HORAS)

Figura 14 - Curva de producéo de B-xilosidase em funcéo do tempo no substrato bagaco de cana-

de-acucar por P. clamydosporia. Fonte: autor.

3.4.FERMENTACAO 3 (SABUGO DE MILHO)

Na terceira fermentagéo, o pico de atividade das enzimas foi de 1,34

U/g para Avicelase, 3,8 U/g para CMCase, 6,53 U/g para p-glicosidase, 56,91
U/g para Xilanase e 4,07 U/g para B-xilosidase, conforme figuras 15, 16, 17,

18 e 19. O destaque foi paraxilanase, que apresentou um pico de producao de

56,91 U/g apds 144 horas de cultivo,indicando o potencial deste fungo para

producdo desta hemicelulase, possivelmente decorrente do maior teor de
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hemicelulose neste substrato, em comparagdo com os demais (Tabela 1). O
pico de atividade de B-glicosidase foi de 6,53 U/g ap6s 72 horas de cultivo.

Da mesma forma que nas fermentagdes 1 e 2, ndo foram encontrados
relatos naliteratura descrevendo a producdo dessas enzimas por esta espécie
utilizando sabugo demilho. Assim, os resultados obtidos foram comparados
com outras espécies. FREITAS(2018) encontrou 1,1 U/g de B-glicosidase
apos 96h de cultivo do fungo Byssochlamysspectabilis em sabugo de milho e
SANTOS (2021) observou que a producdo desta enzima ndo atingiu valores
consideraveis cultivando Penicillium sp, também em sabugode milho. Este
mesmo autor, no entanto, encontrou uma atividade de cerca de 12 U/g de
CMCase ap6s 240h de cultivo. ISMAIL (2022) observou uma atividade de
xilanase de53,3 U/g em 240h de cultivo utilizando Aspergillus flavus AW1, no
mesmo substrato. Os resultados obtidos demonstram estar alinhados com os
da literatura, considerando condi¢des analogas de producao enzimatica, ndo
descartando também a necessidade de outros estudos para aprimoramento da

aplicacdo do sabugo de milho para obtencdo de celulases e hemicelulases.
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Figura 15 - Curva de producéo de Avicelase em funcdo do tempo no substrato sabugo de milho por
P. clamydosporia. Fonte: autor.
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Figura 16 - Curva de produgdo de CMCase em fun¢do do tempo no substrato sabugo de milho por
P. clamydosporia. Fonte: autor.
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Figura 17 - Curva de produgéo de B-glicosidase em funcdo do tempo no substrato sabugo de milho
por P. clamydosporia. Fonte: autor.
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Figura 18 - Curva de producdo de Xilanase em fungdo do tempo no substrato sabugo de milho por
P. clamydosporia. Fonte: autor.
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Figura 19 - Curva de producdo de B-xilosidase em fungéo do tempo no substrato sabugo de milho
por P. clamydosporia. Fonte: autor.

3.5.COMPARACAO ENTRE SUBSTRATOS

A Tabela 2 resume os resultados obtidos comparando os trés substratos e
indica que, o farelo de trigo foi mais favoravel para o crescimento do fungo P.
clamydosporia e, consequentemente, para produgdo das enzimas, em especial, a f3-
glicosidase, provavelmente devido & composigdo rica em celulose e proteinas deste
substrato. Estes dados sdo promissores, visto que essa enzima €& extremamente

importante no processo de sacarificacGes enzimaticas de
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biomassas lignocelulésicas, pois é responsavel pela hidrélise de dimeros de celobiose
em moléculas de glicose fermentesciveis (RODRIGUES et al., 2021).

Tabela 2: Pico de atividade enzimatica por substrato. Fonte: autor.

Pico de atividade enzimatica em cada substrato (U/g)

Enzima
Bagaco de cana-de- Sabugo de
Farelo de trigo actcar milho

Avicelase 3,81+0,74 2,65+ 0,36 1,34 £ 0,49

CMCase 3,26 £ 0,11 1,76 £ 0,09 3,8+1,17
B-glicosidase 51,43 £ 3,79 0,64 +0,13 6,53 £ 0,22

FPase 1,51 - -

Xilanase 8,49+ 1,03 3,51+0,69 56,91 + 3,24
B-xilosidase 33,31+0,79 0,83+0,14 4,07 £0,37

3.6.CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

O extrato bruto obtido na fermentacdo 1 com farelo de trigo ap6s 168
horas de cultivo foi selecionado paraa caracterizacéo fisico-quimica daenzima
B-glicosidase. Osparametros analisados foram pH 6timo, temperatura 6tima,
pH de estabilidade e termoestabilidade (Figuras 20, 21, 22 e 23).
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Figura 20 - Determinagdo de pH 6timo da B-glicosidase de P. clamydosporia (extrato F1 de 168h).
Fonte: autor.
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Figura 21 - Determinagdo da temperatura 6tima para B-glicosidase de P. clamydosporia (extrato F1

de 168h). Fonte: autor.

pH de estabilidade

120
100 g—t—%— e

80

ATIVIDADE RESIDUAL (%)
o
(&}

20

[}

> N B

Figura 22 - Determinagéo de pH de estabilidade da B-glicosidase de P. clamydosporia (extrato F1

de 168h). em diferentes faixas de pH ap6s 24h. Fonte: autor.

28



ATIVIDADE RESIDUAL (%)

100

Termoestabilidade
! T 2 T
¥ A
T .
"
iyt
0o 9
25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75
TEMPERATURA (&)

Figura 23 - Determinacao da termoestabilidade da B-glicosidase de P. clamydosporia (extrato F1 de
168h), em diferentes faixas de temperatura por um periodo de 1h. Fonte: autor.

O pH 64timo encontrado foi de 4,5, quando a atividade enzimaética
atingiu um pico de 46,64 U/g, indicando que esta enzima apresenta carater
aciddfilo. Esta naturezaacidofila também foi descrita para B-glicosidase de A.
niger (Rodrigues et al, 2017) e de Trametes villosa (Correa et al. 2023). A
temperatura Otima, analisada nas condicdes 6timas de pH, foi de 60°C,
atingindo 61,42 U/g. Em relagdo ao pH de estabilidade, a enzima demonstrou
ser altamente estavel em todas as faixas de pH analisadas. Quanto a
termoestabilidade, a atividade residual observada frente as mudancas de
temperatura foi satisfatoria, apresentando 82% ap6s 60 minutos de incubacéo
a 50°C.

Estes dados estdo de acordo com CORREA et al. (2023) que também
obtiveram atividade 6tima para B-glicosidase de T. villosa (F4) nopH4,5¢ea
65°C, bem como estabilidade entreos pHs 4,5-5,5 e 45-65 °C, demonstrando
propriedades acidofilicas e termotolerancia. RODRIGUES et al. (2017)
também observaram quedas bruscas na atividade da B-glicosidase de A. niger
guando a enzima foi incubada por 1 hora em temperaturas superiores a 55° C.

Estes resultados sdo promissores, dada a importancia dessas duas
variaveis no processo de hidrolise enzimatica para obtencdo de aglcares
fermentesciveis. Alteracdes nos valores de pH e temperatura podem ocasionar

desnaturacéo proteica das enzimas, gerando alteragdes (sobretudo perdas) em
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suaatividade (NELSON; COX; 2014). Portanto, a estabilidade da enzima
analisada frente a variagfes no pH mostra um grande potencial para sua
aplicacdo. Quanto a temperatura, observou-se queda acentuada na atividade
residual da enzima em faixas acima de 50°C, o que é comum, visto que enzimas
microbianas tendem a apresentar melhor desempenhonas entre 30 e 50°C,
sendo pouco resistentes a temperaturas elevadas (NELSON; COX;2014). O
ideal, para essa enzima, é que ela seja utilizada em processos de hidrélise com
temperatura igual ou inferior a 50°C (RODRIGUES et al. 2017).

3.7. HIDROLISE ENZIMATICA

Apoés a hidrolise enzimatica nos substratos brutos e pré-tratados,
utilizando o extrato de P. clamydosphorya com maior concentragdao de f3-
glicosidase (F1 apds 168 h), observou-se diferentes perfis de liberacdo de
ART (Figura 23). Os resultados indicam que a producdo de ART foi maior
em ambas as biomassas pré-tratadas, reforcando a importancia de uma etapa
de pré-tratamento para potencializar a sacarificacdo enzimatica. O pré-
tratamento da biomassa é importante pois auxilia na remoc¢édo da lignina e
hemiceluloses, diminuindo a recalcitrancia e complexidade do material,
fazendo com que o acesso das enzimas a celulose seja facilitado, melhorando
a liberacdo de acucares fermentesciveis (HONGZHANG CHEN; LAN
WANG, 2017, PARK et al., 2018). Os dados obtidos mostram ainda que a
hidrolise com SM liberou mais ART do com BC, provavelmente devido a
menor porcentagem de lignina e maiorconcentracdo de polissacarideos, no

sabugo de milho pré-tratado (Figura 23).
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Figura 24 - Concentracdo de ART ap6s sacarificacéo de bagago de cana e sabugo de milho, utilizando
extrato enzimatico caseiro de P. clamydosporia (extrato F1 de 168h). Fonte: autor.

De acordo com a Figura 24, observou-se um aumento de 89,8% de
ART ap6s a hidrolise utilizando PT BC, passando de 0,303 para 0,575 g/L,
enquanto em PT SM esse aumento foi de 402,4%, indo de 0,254 para 1,022
g/L, demonstrando o impacto positivo da etapa de pré-tratamento na producao
de ART. Estes dados estdo de acordo com ARAUJO (2022), que obteve
aumentos de 91,6% e 320%, para estas biomassas emrelacdo as brutas,

respectivamente.

Quanto aos valores de ART encontrados, pode-se inferir que foram
resultados positivos para um extrato enzimatico caseiro produzido por apenas
uma espécie fangica, sobretudo nos ensaios utilizando os substratos que

passaram pelo pré-tratamento, que renderam 0,575 e 1,022 g/L de ART.

Até 0 momento, ndo foram encontrados estudos prévios utilizando
coquetéis de enzimas caseiras aplicados na sacarificacao de bagaco de cana e
sabugo de milho pré-tratados por organossolve, especificamente. Como
exemplo em outras biomassas, BRANDAN et al. (2010) encontraram 0,05 e
0,3 g/L de ART aplicando coquetéis enzimaticos caseiros produzidos por
Ganoderma lucidum e Lentiluna edodes a eucaliptotriturado e pré tratado com
etanol (organossolve), com proporcdes de celulose, hemicelulose e lignina

muito similares aos utilizados neste trabalho.
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Desta forma, os resultados do presente estudo demonstram relevancia
cientifica por trazerem novas condicGes de hidrdlise, utilizando um coquetel
enzimatico caseiro de P. clamydosporia, produzido por FES, de custo
relativamente baixo em relacdo a enzimas comerciais, em biomassas preé-

tratadas por organossolve.
CONCLUSAO

A fermentacdo em estado solido utilizando o fungo Pochonia
clamydosporia foieficiente na producdo de enzimas do complexo hemi-
celulolitico, em especial B- glicosidase. Entre os substratos investigados, o
farelo de trigo se destacou na producdo de B-glicosidase, com pico de
atividade de 51,43 U/g, ap6s 168 horas. A caracterizacdo dessa enzima
demonstrou propriedades acidofilas e termotolerancia, além deestabilidade
em ampla faixa de pH (3,5 a 7,5) e em temperaturas de até 50°C.

Na hidrdlise enzimética, as biomassas pré tratadas se destacaram
quanto a liberacdo de acucares redutores totais (ART), em relacdo as
biomassas brutas. Este aumento foi de 89,8% de ART ap6s a hidrolise
utilizando bagaco de cana-de-acgucar prétratado, passando de 0,303 para 0,575
g/L, enquanto em sabugo de milho pré tratadoesse aumento foi de 402,4%, indo
de 0,254 para 1,022 g/L, demonstrando a importancia da etapa de pré-
tratamento para os processos de hidrolise enzimatica.

Os resultados obtidos sdo promissores e reforcam a importancia de
investigar e testar novas espécies para a producdo de enzimas degradadoras
de celulose e hemicelulose, visto a necessidade do avango dessa tecnologia
frente ao desafio energético e os custos elevados de coquetéis enzimaticos

comerciais, que limitam a producéo de etanol 2G em larga escala.
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