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RESUMO

O etanol tem se destacado como uma alternativa promissora para reduzir o impacto
ambiental causado pelos combustiveis fosseis. A cana-de-agucar, sendo a principal
matéria-prima para a producéo de etanol no Brasil, torna-se uma fonte de energia
renovavel. Neste contexto, o etanol de segunda geracdo surge como um avanco
promissor, aproveitando de forma mais eficiente os residuos lignocelulésicos.
Portanto, a utilizacéo de pré-tratamentos fisicos, quimicos ou biolégicos nos residuos,
sdo necessarios para liberar os acucares para a producéo de etanol. O tratamento
biolégico utilizando enzimas produzidas por fungos tem se mostrado uma abordagem
eficiente e economicamente viavel. Nesse contexto, o presente estudo isolou quatro
linhagens de fungos filamentosos e trés de leveduras do bagaco de cana-de-acucar
em decomposicdo e, apds a etapa de selecdo de linhagens, trés desses fungos
filamentosos isolados, juntamente com trés linhagens de leveduras previamente
bioprospectadas pelo grupo de pesquisa, foram empregados em testes de
crescimento em meio enriquecido com bagaco de cana-de-acUcar, além de andlises
enziméticas (CMCase e FPase). Os resultados obtidos revelaram condi¢bes de
crescimento menos favoraveis em meio enriquecido com bagaco de cana-de-agucar
em comparacao com os meios controle. No entanto, as linhagens incubadas em meio
com bagaco demonstraram numeros positivos de producdo de FPase e
Endoglucanases, onde a linhagem L3 apresentou o melhor resultado analisado entre
as CMCase (0,47 U/mL), e a L2 obteve o melhor resultado para a FPase (0,25 U/mL).
Esses resultados indicam o potencial dessas linhagens isoladas para a producédo de
enzimas lignoceluloliticas a partir do bagaco de cana-de-acucar, 0 que é relevante
para a utilizacdo mais eficiente dos residuos lignoceluldsicos na producédo de etanol
de segunda geracéo.

Palavras-chave: bagaco; cana-de-acucar; lignocelulose.



ABSTRACTS

O ethanol has stood out as a promising alternative to reduce the environmental impact
caused by fossil fuels. Sugarcane, being the main raw material for ethanol production
in Brazil, becomes a source of renewable energy. In this context, second-generation
ethanol emerges as a promising advancement, making more efficient use of
lignocellulosic residues. Therefore, the use of physical, chemical, or biological
pretreatments on the residues is necessary to release sugars for ethanol production.
Biological treatment using enzymes produced by fungi has proven to be an efficient
and economically viable approach. In this context, the present study isolated four
strains of filamentous fungi and three strains of yeast from decomposing sugarcane
bagasse. After the strain selection step, three of these isolated filamentous fungi, along
with three yeast strains previously bio-prospected by the research group, were
employed in growth tests in a medium enriched with sugarcane bagasse, along with
enzymatic analyses (CMCase and FPase). The obtained results revealed less
favorable growth conditions in the medium enriched with sugarcane bagasse
compared to control media. However, the strains incubated in bagasse medium
demonstrated positive numbers for FPase and Endoglucanase production, with strain
L3 showing the best result among CMCase (0.47 U/mL), and strain L2 obtaining the
best result for FPase (0.25 U/mL). These results indicate the potential of these isolated
strains for lignocellulolytic enzyme production from sugarcane bagasse, which is
relevant for the more efficient utilization of lignocellulosic residues in second-

generation ethanol production.

Keywords: bagasse; sugarcane; lignocellulose.
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1 INTRODUCAO

O etanol tem se destacado no contexto energético global como um potencial
solucdo para mitigar o impacto ambiental provocado pela gasolina, gracas a sua
capacidade de reduzir as emissfes de carbono em comparagdo com outros
combustiveis fosseis (RIBEIRO e SCHIRMER 2017). Uma vez que, o etanol é uma
fonte de energia renovavel, com a cana-de-agucar sendo sua principal matéria-prima
para producao desse combustivel (GIMENEZ et al., 2018).

Com o avanco dos estudos nessa area, buscou-se aperfei¢coar a tecnologia do
etanol no Brasil, com o intuito de aumentar a produtividade agricola, reduzir o tempo
dos processos fermentativos e elevar a producdo anual de etanol. No entanto, ainda
sdo enfrentados desafios significativos relacionados ao etanol de segunda geracéo,
sendo este uma tecnologia notoéria no sentido energético e ambiental. H4 questdes
relevantes referentes aos pré-tratamentos da matéria-prima, aos processos
envolvidos na obtencéo de acglcares fermentesciveis, a conversdo desses agucares
em etanol e ao aprimoramento dos processos de producdo, bem como a utilizacédo de
novas enzimas (SANTOS, 2016).

Enquanto o etanol de primeira geracdo utiliza apenas um terco da cana-de-
acucar nos processos de producdo, no etanol de segunda geracao, por meio da
hidrolise enzimética microbiana, € possivel utilizar os residuos compostos por
lignocelulose da planta, representando dois tergos da mesma. Resultando em um
aumento de 40% na producdo de energia em comparagdo com a geragao anterior,
utilizando a mesma quantidade de matéria-prima (SANTOS et al., 2012).

De acordo com Castro e Pereira Jr (2010), com base nos dados do Sistema
IBGE de Recuperacdo Automatica - SIDRA (2009), em 2007, foram geradas
aproximadamente 147 milhdes de toneladas de bagaco de cana-de-agucar, e a soma
de todos os residuos lignoceluldsicos resultou em 606 toneladas apenas no Brasil.
Muitas vezes este residuo é utilizado como fonte de energia elétrica para as inddstrias
por meio da combustédo, gerando por fim, mais impacto ambiental (UNIFESP, 2023).
Esses residuos sdo compostos principalmente por lignina, celulose e hemicelulose,
que estao interligados em uma estrutura complexa de ligacbes covalentes e nao
covalentes, o que dificulta sua quebra (JEFFRIES, 1991).

Para superar essa dificuldade, sdo empregados pré-tratamentos fisicos,

quimicos, biolégicos ou combinacdes entre eles para aumentar a eficiéncia da
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hidrolise enzimatica dos compostos lignoceluldsicos, com o objetivo de obter agucares
fermentaveis necessarios para a producédo de etanol de segunda geracdo. Dentre
esses métodos, todos eles apresentam melhorias especificas no tratamento dos
materiais lignocelulésicos (RABELO, 2007). No entanto, o tratamento biologico
usando enzimas derivadas de microrganismos tem se mostrado eficiente, pois € um
processo economicamente viavel e o Brasil possui uma variedade de substratos
disponiveis, incluindo ndo apenas o bagac¢o da cana-de-acucar, mas também palhas,
cascas e outros residuos orgéanicos ricos em celulose (ROSA, 2014).

Para o tratamento desses materiais vegetais, fungos filamentosos, leveduras e
bactérias conseguem liberar enzimas celulases e xilanases, essas capazes de
degradar a lignocelulose (FLORENCIO, BADINO e FARINAS, 2017). Essas enzimas,
sendo compostas principalmente por endoglucanases, exoglucanases e [-
glicosidases, atuam em conjunto na hidrolise do polimero presente nos materiais
vegetais (LYND e ZHANG, 2002).

As endoglucanases, também chamadas de carboximetilcelulases (CMCases)
sdo enzimas que iniciam a hidrélise da molécula de celulose. Atuam atacando as
regides menos cristalinas das cadeias celulésicas, reduzindo o grau de polimerizacao
e fragmentando a celulose em oligossacarideos. As novas extremidades geradas
pelas endoglucanases sao cruciais para a atuacdo das exoglucanases, permitindo a
degradacéao da celulose em unidades menores (CASTRO E PEREIRA JR, 2010).

Diferentemente das endoglucanases, as exoglucanases possuem a
capacidade de atuar sobre as areas cristalinas nas moléculas de celulose, por meio
de &reas redutoras e nao redutoras (INFANZON-RODRIGUEZ et al., 2023). Por outro
lado, as B-glicosidases, necessitam do auxilio das enzimas anteriores para atuarem
nas regides cristalinas da celulose, no entanto, elas sédo responsaveis pela hidrélise
da celobiose e de oligossacarideos (FLORINDO et al., 2018).

O estudo de microrganismos produtores de enzimas degradadoras de
lignocelulose, pode ser uma estratégia de grande relevancia para a otimizacdo do
etanol de segunda geracdo. Dessa forma, estudos de bioprospeccdo podem
potencializar a industria biotecnolédgica, principalmente quando colocado em
perspectiva o vasto territdrio do Brasil. Segundo Lewinsohn e Prado (2005), especula-
se que o Brasil possui um numero sete vezes maior de espécies ainda nao
descobertas quando comparado com as que ja foram catalogadas, o que impulsiona

a busca por inovacgdes, especialmente na industria da biotecnologia.
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Além do cenario de bioprospeccdo, que visa a descoberta de novos
microrganismos com potencial industrial, € necessario realizar mais estudos para
avaliar a otimizacdo do processo de producdo enzimatica. Segundo Hansen et al.
(2015), é importante comparar as producfes de enzimas em substratos distintos, uma
vez que cada microrganismo possui melhores condi¢cdes de producgéo, as quais ainda
nao sao completamente compreendidas. Portanto, é evidente que a padronizacéo dos
meios de cultivo e das metodologias utilizadas em cada método de producgdo
enzimatica requer mais investigagdo (HANSEN et al., 2015).

Portanto, neste trabalho, foram bioprospectados microrganismos no bagaco de
cana-de-acucar na regido da UFSCar, Araras - Sdo Paulo. Apés a purificacdo das
cepas, realizou-se testes para averiguar os microrganismos coletados, junto de outros
ja existentes no estoque do grupo de pesquisa em Bioenergia, Biorremediacdo e
Biodegradacao (Gr3B), prosseguindo-se com ensaios visando apurar o crescimento
em meio de cultivo enriquecido com bagaco de cana-de-aclUcar e a sua producéo

enziméatica neste meio.
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2 OBJETIVOS
2.1  Objetivo geral

Bioprospectar fungos filamentosos e leveduras produtores de enzimas capazes

de degradarem a lignocelulose.
2.2  Objetivos especificos

e Isolar e selecionar linhagens bioprospectadas no bagaco de cana-de-
acucar.

e Avaliar o crescimento de fungos pela incorporacédo do bagaco de cana-de-
acucar no meio de cultivo.

e Quantificar a produtividade de FPases e Endoglucanases (CMcase),

através da analise de atividade enzimatica.



15

3 MATERIAL E METODOS

Nesta secdo sdo apresentados os procedimentos realizados neste estudo.

3.1 Coleta de amostras

Foram coletadas amostras com potencial de conter microrganismos
degradadores de lignocelulose no campus da Universidade Federal de Sao Carlos
(UFSCar), localizado em Araras, Sdo Paulo (22°18'53.23"S 47°22'56.72"0), como
mostra o marcador com a localizacdo na Figura 1. As coletas ocorreram durante os

meses de dezembro de 2022 (periodo chuvoso) e abril de 2023 (periodo de estiagem).

Figura 1 - Area de coleta das amostras

Local de coleta " Legenda
22°18'563.23"S 47°22'56.72"0 : ® 22°18'53.19'S 47°22'56.61"0

: . @ Laboratorio de Microbiologia Agricola e Molecular
! 9 Universidade Federal de S3o Carlos, Campus Araras

<

Google Earth

Fonte: Google Earth, 2023.

As coletas foram realizadas em amontoados de bagaco de cana-de-acucar em
decomposicao, que ja estavam separados para descarte, ficando expostos aos efeitos
climaticos, embora tenham uma certa protecao proporcionada pelo prédio adjacente,
como demonstrado na Figura 2, onde é fotografado o local de coleta em um dia
chuvoso. A duracdo exata em que as amostras permaneceram nesse local de
descarte varia, e ndo tem-se especificamente estes dados para andlise. No entanto,
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foi constatado que o0 bagaco permaneceu nesse local por quase um més em ocasioes

consecutivas.

Figura 2 - Amontoado de bagaco de cana-de-agUcar separado para descarte

Fonte: Autoria propria, 2023.

O bagaco em questéo € colhido tanto no territorio da Universidade de Séo
Carlos, campus Araras, como também tem sua origem de todo o territério de Sao
Paulo. Dessa forma, Foi levado em consideragdo os dados climaticos do territério de
Sé&o Paulo, mas a discussédo foram pautadas somente na regido de Araras, levando
em consideracao a exposicao do amontoado de bagaco de cana-de-acgucar que deu
origem aos biolégicos coletados.

Os dados climéaticos destes meses foram avaliados com base nas informacdes
fornecidas pelo Centro Integrado de InformacGes Agrometeorolégicas (CIIAGRO,
2022 e 2023), conforme apresentado nas Figuras 3 e 4. Esses dados levantados sao
de extrema relevancia, pois permitem tracar padrdes e diferencas entre 0s meses em
que as coletas foram realizadas. Consequentemente, contribuindo na formulacéo de
discussbes mais profundas sobre os fungos coletados e suas relacbes com as
caracteristicas ambientais.
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Figura 3 - Condi¢bes pluviométricas totais (mm) nos meses de dezembro de 2022 (a) e abril de 2023

(b)

Precipitagdo Pluviométrica
Total (mm)

B 50a150

150 a 200

I 200 a 250

I 250 a 300

I 300 a 350

I > 350

Total (mm)
B 30a 100
B 100 a 150
. - 150

Precipitagéo Pluviométrica &

Fonte: CIIAGRO (2022; 2023).

(b)
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Figura 4 - Diferenca de Temperatura Maxima Média do Ar (°C) nos meses de dezembro de 2022 (a) e
abril de 2023 (b)

Temperatura Maxima
Média do Ar (°C)
P 25a28
. 28 a 30
30a32
i 32a34

(@)

Temperatura maxima
média do ar (°C)
<28
N 28a30
I 30a33

Fonte: CIIAGRO (2022; 2023).

3.2 Isolamento dos fungos bioprospectados

Apés a coleta das amostras, o pré-cultivo teve inicio com a selecdo e
apuramento do material coletado no laboratorio de microbiologia, onde raspagens
manuais utilizando-se de espatulas de laboratério foram executadas nas amostras
visando a obten¢do do material bioldgico. A partir desta preparacao inicial, ocorreu
uma suspensdo de 10,0 mL de material raspado em 225,0 mL de &gua destilada,
deixando de repouso pela duracdo de 24 horas em temperatura ambiente (GOMES,
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2007). Prosseguindo de uma transferéncia de 0,5 mL de potenciais indculos para 0s
frascos Erlenmeyer de 100,0 mL, juntamente com 20,0 mL de meio nutriente caldo
dextrose batata, ocorrendo a vedacgédo com rolhas de algodao e armazenando-as em
estufa a 30°C, sob agitacdo de 100 rpm, por 48 horas. Em seguida, 0,1 mL serd
transferido com o auxilio de uma pipeta para o centro de uma placa de Petri contendo
meio nutriente de agar dextrose batata (BDA), finalizando com a incubacédo 30°C por
96 horas (ROSA, 2014). Este procedimento prosseguiu com a técnica de esgotamento
spread plate em diluicdo de até 107, Tal procedimento foi realizado até a obtencéo de
culturas puras, armazenando no estoque de microrganismos do Grupo de Pesquisa

de Bioenergia, Biorremediacédo e Biodegradacao (Gr3B).

3.3 Conservacao das cepas

Segundo Costa, Mota e Cardoso (2020), a conservagdo por agua destilada
estéril demonstrou-se como o melhor método dentre os analisados (conservacao por
agua destilada estéril; conservacédo com 6leo mineral estéril; conservacao a partir de
repiques continuos em Agar Sabouraud e Agar Mycosel), devido ao baixo custo,
facilidade de manutencao, baixa necessidade de espaco para estocagem e auséncia
de contaminantes. Neste contexto, foi transferido 1,0 mL de agua destilada para cada
um dos microtubulos esterilizados, em seguida, foram transferidos 0,5 por 0,5 mm2 de
amostras de agar dextrose batata inoculados com material biolégico apds 96 horas de
crescimento a 30°C, sendo por fim, armazenados na geladeira em temperaturas
médias de 2°C (podendo diferir em 2+1°C). Foram realizados repiques e manutencdes

a cada 150 dias.
3.4  Obtencdo e preparacao do bagaco de cana-de-acucar

O bagaco/ utilizado para coleta de amostras dos indculos em potencial diferiu
do bagago de cana-de-acgUcar utilizado nos experimentos laboratoriais. Para garantir
a padronizacéo dos flocos, obteve-se o bagaco por meio de uma doacédo do “Recanto
da Garapa” localizado no Parque das Arvores, em Araras — SP. Em seguida, o bagaco
passou por um processo de preparacdo que incluiu lavagem, secagem a 80°C por
guatro dias e moagem em moinho de facas. Desta forma, visou obter uma
granulometria uniforme (0,595 mm), facilitando a manipulagéo e distribuicdo nos
meios de cultivo. Em seguida, o bagaco moido foi armazenado em sacos plasticos e

estocado no freezer do laboratoério para preservar sua integridade até o momento de
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utilizacao nos experimentos.

3.5 Formulacdo dos meios de cultivo enriquecidos com bagaco de cana-de-
acucar

Para o meio sélido, o meio nutritivo enriquecido foi preparado com as seguintes
propor¢des: 2,4 g de agar dextrose batata (BDA), 10,69 g de bagaco e 4,0 g de agar
(o dobro da quantidade indicada para uma preparacdo padrdo de agar dextrose
batata) para 150,0 mL de 4gua destilada. Essa propor¢éo foi obtida a partir de testes
experimentais, nos quais foram testadas diferentes quantidades de bagaco.
Inicialmente, utilizou-se 10,0% de bagaco em relacdo ao volume de agua destilada,
porém, foi necessario adicionar uma proporcédo maior de agua (50,0 mL) para alcancar
a consisténcia adequada do meio.

Quanto aos meios liquidos, eles foram preparados em Erlenmeyer de 125,0
mL, onde ocorreu a inoculacdo das cepas. O meio nutritivo foi formulado com as
seguintes proporc¢des: 50,0 mL de agua destilada, 0,6 g de caldo dextrose batata e
5,0 g de bagaco.

3.6  Crescimento em meio de cultivo sélido enriquecidos com bagaco de cana-de-
acucar

Foram conduzidos experimentos em triplicata para avaliar a taxa de
crescimento dos microrganismos selecionados em meio de cultivo solido enriquecido
com bagaco de cana-de-acucar. Para os fungos filamentosos, o tamanho do in6culo
foi padronizado em 1 cm, enquanto para as leveduras, 0 mesmo nimero de linhas de
esgotamento foi utilizado em todas as repeti¢coes.

As coletas de dados foram realizadas a cada 12 horas ao longo de dois dias.
Posteriormente, a area ocupada pelos microrganismos foi analisada no software
"ImageJ". Esse software foi responsavel por calcular a area das colénias que
ocupavam as placas de Petri (100x15mm), diferenciando a area das colénias do fundo

em termos percentuais.
3.7 Obtencao do extrato enziméatico

Nos experimentos piloto, estabeleceram-se os tempos ideais para a coleta de
amostras, com base no crescimento das colonias. Verificou-se que 48 horas foram
adequadas para as leveduras, enquanto 72 horas foram necessarias para os fungos

filamentosos alcangarem o estagio ideal de crescimento.
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O processo de cultivo comecgou com a inoculacdo dos fungos filamentosos e
das leveduras nos meios de cultivo enriquecidos com bagaco, bem como nos meios
de controle. Os cultivos foram mantidos a uma temperatura de 30°C, com agitagcéao a
140 rpm. ApGs o periodo de crescimento de 48 horas para as leveduras e 72 horas
para os fungos filamentosos, coletaram-se 15,0 mL de amostras dos meios de cultura.

Para separar o bagaco e o material biologico do restante do meio, foram coadas
15,0 mL das amostras, utilizando papel filtro qualitativo Unifil (11 cm de diametro; 80,0
g/m? de gramatura), e o filtrado foi armazenado em tubos Falcon de 50,0 mL. Em
seguida, os tubos foram submetidos a centrifuga e centrifugados por 15 minutos a
uma velocidade de 8800 rpm a 5°C. Posteriormente, o sobrenadante foi coletado e
utilizado como extrato enzimatico para as andlises enziméaticas, seguindo o método

descrito por Rosa (2014).
3.8 Determinacéao da atividade enziméatica

A metodologia empregada para determinar as atividades enziméaticas foi
adaptada de Rosa (2014), ja as quantificacbes dos acUcares redutores liberados,
seguiu-se o protocolo de Miller (1959) em leituras de 540,0 nm no espectrofotdmetro,
seguindo-se de procedimentos a partir da curva padréao de glicose (ANEXO A). Desta
forma, os experimentos foram executados em triplicata, analisando a atividade
enzimatica em dois dias de cultivo para as leveduras e em trés dias de cultivo para os

fungos filamentosos.
3.8.1 Atividade em papel de filtro (FPase)

Segundo Rosa (2014) a medicdo da atividade de FPase foi realizada utilizando
uma reacao composta pelos seguintes componentes: 0,9 mL de tampéao acetato 0,1
M, pH 5,0, uma fita de papel filtro de 1,0 cm x 6,0 cm e 0,1 mL de solucédo enzimatica.
A reacao ocorreu a 55°C, sob agitacdo de 150 rpm.

Apo6s 60 minutos de reacéo, a reacéo foi interrompida por meio de um banho
de gelo. Em seguida, foi realizada a quantificacdo dos agucares redutores liberados a
partir da adigdo do reagente ADNS (&cido 3,5-dinitrossalicilico). Para determinar uma
unidade de atividade enzimatica, foi feita uma comparacdo direta da quantidade
enzimatica necessaria para liberar 1,0 umol de acucar redutor por minuto a partir de

uma curva padrao de glicose.
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3.8.2 Endoglucanase (CMCase)

A medicao da atividade de endoglucanase (CMCase) foi determinada utilizando
uma reacdo composta por 0,1 mL da solucdo enzimatica e 0,9 mL da solucéo
substrato carboximetilcelulose (40,0 g/L) em um tampé&o acetato 0,10 M, pH 5,0. A
reacao foi mantida a uma temperatura de 55°C por 10 minutos (ROSA, 2014).

Apo6s os 10 minutos de reacao, a reacao foi interrompida pela adicdo de 1,0 mL
do reagente ADNS (acido 3,5-dinitrossalicilico), e os acucares redutores liberados
foram quantificados. Para determinar uma unidade de atividade enzimatica, foi feita
uma comparacao direta da quantidade enzimatica necessaria para liberar 1,0 umol de

glicose por minuto em uma leitura a 540 nm, a partir de uma curva padrado de glicose.

3.9 Analise estatistica

Testes t de Student foram empregados nos dados coletados da andlise de
crescimento em meio de cultivo enriquecido ap6s as analises utilizando o software
“ImageJ”. Possibilitando dessa forma averiguar a diferenga estatistica entre os meios

controle e os que foram enriquecidos com bagaco de cana-de-acUcar.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo sdo apresentados os resultados e discussdes realizadas neste

estudo.

4.1 Isolamento e selecdo dos fungos e leveduras

No total, foram realizadas quatro coletas, resultando no isolamento de quatro
fungos filamentosos e trés leveduras (total de linhagens encontradas), conforme
Tabela 1.

Tabela 1 - Isolamento dos fungos pela data de coleta

Isolado Data de coleta
F1 01/12/2022
M1 01/12/2022
F2 02/12/2022
F3 02/12/2022
F4 13/04/2023
M2 14/04/2023
M3 14/04/2023

Sendo os "F" fungos filamentosos e os "M", leveduras encontradas nesta busca,
todos foram adicionados ao estoque do Gr3B, fornecendo material biolégico para esta
pesquisa e futuros estudos e experimentos. Em sua pesquisa, Rosa (2014) isolou 32
linhagens de fungos a partir de nove coletas em amostras de compostagem, bagaco
de cana, materiais em decomposicao, amostras de solo, favo de mel, restos de racao
e gordura animal, obtendo um numero meédio entorno de seis (6,4) isolados por
substrato. Da mesma forma, Bortolazzo (2011) isolou fungos a partir de amostras
industriais de cana-de-acgUcar, resultando em 14 linhagens isoladas com potencial
lignoceluloliticas. Demonstrando dessa forma que os padrdes de nimero de coletados
foram semelhantes aos encontrados neste estudo (sete isolados coletados utilizando
somente uma fonte de coleta).

A escolha dos microrganismos foi fundamentada na adaptacgé&o aos testes piloto

em meios enriquecidos com bagaco de cana-de-acUcar. Essa abordagem resultou na
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selecéo de trés fungos filamentosos isolados neste trabalho: F1, F2 e F3, conforme
Figura 5. Além desses fungos filamentosos, foram utilizadas trés linhagens de
leveduras (L1, L2 e L3), Figura 6, coletadas do solo de plantac6es de cana-de-agUcar
no campus da UFSCar, Araras, SP. Essas cepas ja estavam presentes no estoque do
Gr3B em estado de colbnias em cultura pura, além de terem apresentado resultados
positivos em relacdo ao crescimento em meio enriquecido com bagaco nos testes

piloto.

Figura 5 - Fungos filamentosos selecionados (da esquerda para direita, F1, F2 e F3)

4 V4

(F1) (F2) (F3)
Fonte: Autoria propria, 2023.
Figura 6 - Leveduras selecionadas (da esquerda para direita, L1, L2 e L3)
|
,‘\\
(L2) (L2) (L3)

Fonte: Autoria propria, 2023.

Dessa forma, no decorrer do estudo utilizou-se a nomenclatura das linhagens
como ilustrados pelas Figuras 5 e 6. Ao empregar as linhagens ao crescimento
enriquecido com bagaco, utilizou-se das nomenclaturas ja determinadas quando
utilizado o meio controle, ja as linhagens crescidas no meio enriquecido apenas

adicionou-se “- b” para facilidade de visualizagéo.
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Os dados de coleta foram apurados, utilizando informacées do Centro
Integrado de Informacdes Agrometeorolégicas (CIIAGRO 2022; 2023), o que
possibilitou levantar informagBes sobre as condicdes pluviométricas e de
temperaturas do estado de S&o Paulo nos periodos correspondentes as coletas.

Durante esses meses, observou-se uma grande diferenca na precipitacao
pluviométrica total (mm), com um indice superior a "350" em dezembro de 2022,
engquanto na regidao de Araras, onde os experimentos foram realizados, os valores
variaram de "30 a 100"

Essa variacdo climatica nas coletas realizadas em diferentes épocas foi
notavel. No entanto, ao contrario da precipitacédo pluviométrica, a temperatura maxima
média do ar ndo apresentou diferencas significativas, mantendo-se dentro da faixa de
28 a 30°C.

A pluviometria total € crucial para avaliar a disponibilidade de &agua no
ambiente, influenciando diretamente o crescimento e a reproducéo dos fungos, bem
como sua diversidade e abundancia. Por outro lado, a diferenca de temperatura
maxima e média do ar pode impactar o metabolismo e o desenvolvimento dos fungos,
afetando seus ciclos de vida e comportamento (GOULART, 2005).

A temperatura, pH e disponibilidade de agua exercem influéncia na proliferacao
de microrganismos, afetando seu crescimento e reproducao. Conforme observado por
Rosa (2014), as metodologias empregadas na bioprospeccdo de microrganismos
variam de acordo com os diferentes nichos onde se busca identifica-los, o que muitas
vezes resulta na falta de detalhes especificos para cada tipo de microrganismo e suas
particularidades encontradas na literatura. Maheshwari, Bharadwaj e Bhat (2000)
demonstram a suscetibilidade de crescimento dos fungos em diferentes temperaturas,
desde 20°C até temperaturas mais elevadas.

Ao avaliar o impacto climatico sobre as coletas, ndo foi observado um efeito
significativo nos microrganismos coletados. O numero de fungos filamentosos
prospectados (quatro) foi proximo ao numero de leveduras (trés), diferindo apenas por

uma estirpe adicional de fungo filamentoso em relacéo as leveduras.
4.2  Crescimento em meio de cultivo enriquecido com bagaco

Todas as seis linhagens cresceram nos meios enriquecidos com bagacgo de
cana-de-agucar, exibindo as fases de germinacdo, crescimento e esporulacdo em

nivel macroscopico em ate 48 horas de cultivo.
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Todos os fungos filamentosos apresentaram um crescimento gradual nas
primeiras 24 horas, demonstrando taxas mais elevadas quando observado o intervalo
entre 36 e 48 horas. J& as leveduras demonstraram um crescimento mais rapido em
comparacdo com os fungos filamentosos, atingindo taxas proximas de seus
respectivos tamanhos maximos entre 24 e 36 horas.

Em todos os casos, as médias das linhagens crescidas em meio controle
demonstraram &reas maiores ocupadas em placas do que quando crescidas em meio

enriquecido com bagaco de cana-de-acucar; como demonstrado na Figura 7.

Figura 7 - Crescimento microbiano em meio de cultivo sélido enriquecido com bagaco de cana-de-
agucar

90,00
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40,00 1
30,00 - B
20,00 I} i T
10,00 T I — 1
1 1
oo M - - _E - i 0 [ ] o 0 =
F1 F1-b F2 F2-b F3 F3-b L1 L1-b 2 L2-b 3 3-b

Isolados cultivados em BDA e em meio enriquedico com bagago

Area ocupada da placa em porcentagem
=

S

W12horas m24horas ®36horas W48 horas

Fonte: Autoria propria (2023).

A andlise dos dados foi realizada utilizando o teste t de Student, como
demonstrado na Tabela 2, onde sdo comparadas as médias de crescimento de cada
linhagem em meio de cultivo controle com as crescidas em meio enriquecido com
bagaco de cana-de-agucar, considerando o periodo de 48 horas. Esse teste estatistico
€ comumente utilizado para comparar duas médias e verificar se existe uma diferenca
significativa entre elas. Nesse contexto, ele foi aplicado para determinar se 0 meio
enriguecido com bagaco de cana-de-acucar teve um efeito significativo no

crescimento das linhagens em relagcdo ao meio de cultivo controle.



Tabela 2 - Teste t de Student com intervalo de 5% de confianca
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Isolado Valor teste f Valor teste t
F1 0,279438494 0,2820499
F2 0,380339313 0,017716987
F3 0,135336884 0,104774021
L1 0,574609445 0,027928252
L2 0,615384615 0,009536233
L3 0,433839479 0,000006366

Todas as comparagbes demonstraram a caracteristica de variancia
supostamente iguais perante os testes f empregados, devido os valores maiores do
que 0,05. Dessa forma, apés a mensuracdo dos dados e validacdo dos valores
inferiores ou superiores a 0,05, apenas as linhagens F1 e F3 ndo demonstraram ter
diferenca estatistica significativa (superior a 0,05) entre os dois meios de cultivo. As
demais linhagens, cresceram de forma otimizada nos meios controle, quando
comparados com 0s meios enriquecidos com bagaco de cana-de-acucar. E relatado
na literatura a utilizacdo de pré-tratamentos quimicos no material lignoceluldsico
visando facilitar o acesso das enzimas (CABRAL et al., 2017; PASSARINHO, 2018),
dessa forma, liberando com maior facilidade os acuUcares fermentaveis. Entretanto,
neste trabalho ndo foram utilizadas tais metodologias, podendo ter resultado em
dificuldade para as linhagens em ter um acesso completo ao bagaco inserido no meio
de cultivo.

Foi observado que a diminuicdo da concentracdo de dextrose nos meios
enriquecidos com bagaco, cuja formulagéo foi de metade de caldo dextrose batata e
a adicdo do bagaco de cana-de-acucar, influenciou na diminuicdo nos crescimentos
de todas as linhagens. Essa correlacéo entre suplementacdo do meio de cultura foi
constatada por Donini et al. (2005), em que Pleurotus. ssp cultivadas in vitro tiveram
sua massa micelial aumentada quando suplementag¢des similares (capim elefante,
palha de soja, cana-de-acgucar, sabugo de milho) foram aplicadas com dextrose.

Entretanto, esses autores mantiveram as formulag¢des originais dos meios de cultura
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junto da suplementacdo com materiais lignoceluldsicos, diferentemente do presente

estudo, onde visou-se avaliar o bagaco-de-cana como fonte de carbono.
4.3  Andlise enzimatica

Os trés fungos filamentosos foram cultivados por trés dias, enquanto as
leveduras foram cultivadas por dois dias, utilizando a taxa de crescimento diéria
mencionada na secao 4.2. Durante o cultivo dos isolados em meios liquidos, foi
adicionado 5% de bagaco de cana-de-acucar para obter 0 extrato enziméatico de cada
linhagem quando expostos a este substrato. Essa adi¢ao favoreceu a producéo de
enzimas lignoceluloliticas, como descrito por Pandey et al. (2000), o bagaco de cana-
de-acucar é composto por aproximadamente 50% de celulose, enquanto a metade
restante é composta por hemicelulose e lignina, além de uma pequena parcela de
cinzas, correspondendo a cerca de 2,4% da composicao total.

Os resultados enziméticos obtidos em cada meio de cultivo estado apresentados
na Tabela 3. A unidade de producéo da atividade enzimatica (U) foi descrita como a
guantidade de producédo de enzimas em pmol por minuto liberado, e os dados séo
apresentados em U/g de substrato bruto.

As leituras demonstraram as melhores producbes de endoglucanases
(CMcase) sendo representadas pelas linhagens L3 - b (8,46 U/g), F3 - b (5,76 U/g) e
L1 - b (5,58 U/g). Ja no caso da FPase, a linhagem L2 - b (4,5 U/mL), seguida pelas
linhagens F3 - b (3,24 U/mL) e L3 - b (3,24 U/mL).

Tabela 3 - Atividade enzimatica de CMCase e FPase em U/mL das linhagens em 72 (fungos
filamentosos) e 48 (leveduras) horas de cultivo

Isolados CMCase FPase
F1 ND ND
F1-b 3,42 1,98
F2 ND ND
F2-b 2,34 0,9
F3 0,9 ND
F3-b 5,76 3,24
L1 ND 0,72

L1-b 5,58 2,34
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Isolados CMCase FPase
L2 0,36 0,54
L2-b 3,78 4,5
L3 0,32 0,54
L3-b 8,46 3,24

Rosa (2014) relatou producées de 97,7 U/g em fermentacdo em estado sélido,
em 336 horas de fermentacéo, utilizando farelo de trigo, bagaco de cana-de-agucar e
palha de milho, em propor¢des de 1:1:1. NUumeros exponencialmente maiores dos que
foram observados neste estudo.

Dos Santos et al (2011a) relataram nUumeros crescentes de producdo de
atividade enzimatica em U/mL quando observada a producdo entre os dias,
correlacionando também a disponibilidade de &gua na fermentacdo submersa.
Concluiram que as melhores condi¢des para a linhagem de Rhizopus sp. apresentam
seus melhores indices de producao de CMCase em 96 horas com um nivel de 90,0%
de agua (5,070 U/g). Enquanto, para a FPase, os melhores resultados foram
observados em 72 horas com uma quantidade de 95,0% de teor de agua (8,211 U/qg).
Os resultados desse estudo foram observados em tempos de cultivo inferiores aos
descritos por eles (DOS SANTOS et al., 2011b).

El-Naggar et al. (2014) relataram que o rendimento maximo de endoglucanase
foi obtido com 1,0% de bagaco de cana-de-acUcar, sugerindo que a concentracéo
ideal para a producédo enzimatica de Streptomyces albogriseolus foi observada com
1,0% de concentracao, obtendo resultados piores gradualmente conforme o aumento
de concentracdo de bagaco-de-cana no meio. No entanto, nesta pesquisa, testou-se
uma concentracdo de 5,0% de bagaco nos meios indutores de producédo enzimatica.

HANSEN et al. (2015) relataram a diferenca de liberacdo enzimatica quando
submetidas linhagens a diferentes substratos, enfatizando a importancia da apuracao
de melhores condi¢des de cultivo visando a producdo enzimatica.

Dessa forma, a concentracdo de bagago no meio, juntamente com a auséncia
de dextrose, pode apresentar relevancia notoria para o crescimento e producao

enzimatica de endoglucanases e FPases, como demonstrado em demais estudos.
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5 CONCLUSOES

No presente estudo, a bioprospeccédo de fungos filamentosos e levedura no
bagaco de cana-de-acUcar mostrou-se promissora com as novas linhagens obtidas,
as quais foram adicionadas ao estoque do grupo de pesquisa. Embora os meios
enriquecidos com bagago nédo tenham favorecido o maior crescimento das colonias
em placa quando comparados aos meios controle, os experimentos de analise
enzimatica demonstraram o melhor desempenho das linhagens em meio de cultivo
enriquecido.

O isolado L3 destacou-se especialmente, apresentando a maior liberacao de
glicose por minuto na producao de endoglucanases (8,46 U/g). J& para os testes de
FPase, o isolado L2 mostrou o melhor desempenho (4,5 U/mL). Embora esses
resultados sejam inferiores aos valores relatados na literatura quando comparado
cultivos em fermentacao em estado sélido, quando comparados com cultivo submerso
foi possivel relatar dados semelhantes, mesmo quando cultivados em menores
tempos de incubacédo e valores reduzidos de dextrose, caracteristicas relevantes
conforme demonstrado na literatura. Dessa forma, o potencial desses isolados para
futuras aplicacdes biotecnoldgicas na degradacdo de biomassa lignocelulésica nédo
deve ser subestimado, especialmente ap0s mais estudos de otimizacdo serem
realizados.

Sendo assim, € essencial a realizacdo de estudos adicionais para aprimorar a
compreensao dos mecanismos envolvidos na producao enzimatica e nas interacfes
entre 0S microrganismos e o bagaco de cana-de-acucar. Recomenda-se também
explorar outras condi¢des de cultivo, otimizando-se os parametros de cultivo quando
posto materiais compostos por lignocelulose para enriquecer o substrato, gerando
como consequéncia o aumento da liberac@o enzimatica.

Os resultados deste estudo contribuem para o conhecimento sobre a utilizacao
de residuos agroindustriais, como o bagaco de cana-de-aguUcar, como fonte de
carbono para a producdo de enzimas lignoceluliticas. Essas enzimas tém um grande
potencial em diversas aplicacdes industriais, como na producdo de biocombustiveis,
na inddstria alimenticia e na biorremediacdo ambiental.

Em conclusdo, as linhagens prospectadas em materiais lignoceluldsicos
demonstraram interag&o positiva com os meios enriquecidos com bagaco de cana-de-

acucar, evidenciando leituras positivas para FPase e CMCase. Esses resultados
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indicam um potencial biotecnolégico promissor na producdo de etanol de segunda
geracao, através de futuros estudos com as linhagens isoladas, que demonstraram a
capacidade de excretar enzimas degradadoras de residuos agroindustriais sob as
condi¢cbes testadas. Estudos posteriores, otimizando as condi¢des de cultivo e
inducdo enzimatica, poderiam se beneficiar dos dados encontrados nesta pesquisa,
aprimorando as condi¢cdes de busca, crescimento fungico e inducdo enzimatica ao

utilizar o bagaco de cana-de-agucar como promotor dessas caracteristicas.
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ANEXO A — Grafico da curva padrao de glicose

Nesta curva de calibragéo utilizando o amido como substrato, observou-se a
relacdo da absorbancia com a concentracédo de amido em g/L. Obtendo-se a Equacao
1, representada por Ccon Sendo a concentracdo de amido (g/L) e Aabs ¢ @ absorbancia.

Ccon=0,6723 X Aabs - 0,0298.
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Fonte: Autoria propria (2023).



