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Resumo

O emprego do etanol celuldsico ¢ uma potencial alternativa para um abastecimento continuo de
combustiveis renovaveis. Pesquisas voltadas para a selecdo de microrganismos produtores de
enzimas celuloliticas capazes de degradar a biomassa vegetal, constituem-se essenciais para a
viabilizagdo da producdo e comercializagdo de etanol de segunda geragdo. O presente estudo teve
por finalidade detectar a produgdo de enzimas celuloliticas, através da utilizagdo de fungos
filamentosos endofiticos para degradacdo da celulose e consequente produgdo de etanol celulésico.
Trés fungos filamentosos endofiticos foram avaliados quanto ao comportamento na degradagao da
celulose, para isto primeiramente foi realizado o preparo do meio de cultura e inoculagdo no meio
de cultura tendo como substrato a celulose do papel e posteriormente foi realizado através de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio a deteccdo de etanol celuldsico. Constatou-se por
indicios através da observacdo e da alteracdo na cor da mistura uma maior producdo de etanol
celulosico pelo Fungo 2. O papel foi parcialmente degradado, indicando a atividade celulolitica do
fungo. A producao de etanol celuldsico foi evidenciada, confirmando que € possivel produzir etanol
de segunda geracao utilizando fungos filamentosos endofiticos.
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Introduciao

O crescimento continuo da demanda
mundial por energia aliada ao decorrente
aumento no consumo de combustiveis fosseis
impulsionam a procura por fontes renovaveis
para producdo de energia, como O0s
biocombustiveis, englobando os combustiveis
de segunda geracdo derivados de biomassa
lignocelulosica (NANDA et al., 2014).

Diante desse cenario, o emprego do
etanol de segunda geragdo (2G) ¢ uma
potencial alternativa para um abastecimento
continuo de combustiveis renovaveis (YUE et
al., 2014), sem concorréncia direta com
cultivos alimentares e a possibilidade do
aumento da produtividade em etanol sem a
necessidade de aumento de darea cultivada
(BRETHAUER, STUDER, 2015; PEREIRA,
2012).

A geracdo de bioetanol celuldsico,
embora possua inimeras vantagens ambientais,
a degradacdo enzimatica eficiente da celulose
em glicose se apresenta como o principal
gargalo a ser solucionado para a viabilizagdo
deste biocombustivel (KLEIN-
MARCUSCHAMER et al., 2011).

No ambito da producdo de etanol 2G, as
enzimas de degradacdo de material vegetal, a
exemplo as celulases, s3o insumos que
impactam significativamente no custo final do
processo (LIU et al., 2016). Com o propdsito de
contornar este problema, um dos focos para a
viabilidade da producdo de etanol celuldsico
esta na fabricacdo de enzimas lignoceluloliticas
de baixo custo. Desta forma, faz-se necessario a
selecdo de microrganismos produtores de
enzimas capazes de degradar a biomassa
vegetal (FACHINNI et al., 2011).

A degradacao da biomassa
lignoceluldsica advém de enzimas secretadas e
produzidas por microrganismos, incluindo
leveduras, bactérias e fungos filamentosos.
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Dentre esses microrganismos, a fonte principal
destas enzimas sdo os fungos filamentosos,
pois sao apropriados para a producdo em
concentracoes altas (VALENCIA,
CHAMBERGO, 2013; GUPTA et al., 2016).
As celulases ou enzimas celuloliticas, sdo
enzimas que atuam no polimero da celulose e
sdo essenciais para o processo de sacarificagao
da biomassa lignocelulésica (FLORENCIO et
al., 2017).

Dentre os fungos filamentosos, Os
fungos endofiticos estdo entre os mais
relevantes para a producao de biocatalizadores
enzimaticos. Configuram um conjunto de
organismos muito variados e estdo presentes
na maior parte das plantas de ecossistemas,
sem ocasionar sintomas externos (CORREA et
al., 2014). Sao vistos como uma 6tima fonte de
compostos naturais bioativos novos (GUO et
al., 2008) e, recentemente, tem provocado
interesse devido ao fato de serem produtores
de enzimas celuloliticas.

Deste modo, tais fungos representam
uma excelente fonte de material bioldgico a ser
pesquisada para a producdo de enzimas
lignoceluloliticas (CORREA et al., 2014).

Neste contexto, o presente trabalho
teve por objetivo detectar a produgdo de
enzimas celuloliticas através da utilizacdo de
fungos  filamentosos  endofiticos  para
degradagdo da celulose e consequente
producao de etanol celuldsico.

Metodologia

A. Preparo do meio de cultura

Para o preparo do meio de cultura foi
necessario cozer 100 g de batata inglesa
previamente descascados e cortados em
rodelas finas que foram colocadas em um 1L
de 4dgua destilada por 20 minutos,
procedimento  esse realizado em uma
autoclave, a 121 °C a 1 atm.
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Posteriormente para servir como fonte de
celulose, foram picados 400 g de papel. Foi
distribuido 2 g de papel picado em 20 frascos
de Erlenmeyer.

Apds o cozimento da batata, foi realizado
uma filtracdo do material, com papel filtro, para
eliminagdo de possiveis residuos solidos, foi
entdo completado com agua destilada até chegar
um total de 2 L. Com o auxilio de uma proveta,
foi acrescentado 100 mL da mistura em cada
Erlenmeyer e vedados com papel aluminio.

B. Inoculagdo dos fungos no meio de cultura

Apbs o cozimento da batata, foi realizado uma
filtragdo do material, com papel filtro, para
eliminagdo de possiveis residuos solidos, foi
entdo completado com agua destilada até chegar
um total de 2 L. Com o auxilio de uma proveta,
foi acrescentado 100 mL da mistura em cada
Erlenmeyer e vedados com papel aluminio.

Foram utilizados no experimento trés
fungos filamentosos diferentes, denominados
de Fungo 1. Fungo 2 e Fungo 3, por motivos de
confidencialidades ndo serda citado a espécie
dos fungos. Estes foram individualmente pré-
inoculados em placas de Petri contendo meio
PDA e mantidos a 28 °C, por 7 dias, para a
obtengdo dos discos de inoculo de 8 mm de
diametro.

Para a inoculagdo dos fungos no meio de
cultura tendo como substrato a celulose
encontrada no papel picado, foi acrescentado em
uma camara de fluxo laminar, com o fungo ja
inoculado, foi repicado em quatro partes e
acrescentados em cada Erlenmeyer juntamente
com o meio de cultura. Para motivos de
comparacao foi separado também um Elermenyer
apenas com o meio de cultura, sem estar
inoculado. As misturas inoculadas no meio de
cultura foi mantidas sob agitacdo, em uma
agitador orbital, durante duas semanas a 160 rpm.

C. Detec¢do da presenga de etanol

Foi realizado a coleta do caldo da cultura
para a verificagdo da presenga de etanol através
de RMN 'H (Ressonancia Magnética Nuclear
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de Hidrogénio). Para isto, transferido para o
eppendorf a mistura de substrato com o
microrganismo na centrifuga por 3 minutos
para realizar a separacao.

Apbs esse procedimento a mistura foi
transportada para a camara de fluxo laminar
horizontal ja anteriormente esterilizada, a
pepeta, tubos de ressonancia, ponteiras, filme
de PVC e o eppendorf com o meio de cultura.
Foi acrescentado no tubo de ressonancia 60 pL
de agua deuterada (D,O) e 500 uL do filtrado
da cultura.

Posteriormente o tubo com a mistura de
agua deuterada e filtrado da cultura foi levado
ao Laboratério de Ressonancia Magnética
Nuclear, situado na Universidade Federal de
Alagoas, onde foi colocado em um
espectrometro Bruker UltraShield 400 MHz,
onde através de um software do equipamento
gera curvas no computador, onde ¢ possivel
determinar a quantidade de etanol na amostra,
através de curvas especificas para essa
substancia.

Resultados e Discussoes

Os resultados obtidos comprovam através
da observagdo, indicios de degradacdo de
celulose, ou seja, esses microrganismos
produzem enzimas celuloliticas que foram
capazes de degradar a celulose presente no
papel, além da hidrélise enzimatica, esses
fungos se mostraram capazes de realizar
fermentagcdo alcoolica, que fica evidenciado
através do acompanhamento do
comportamento destes microrganismos.

A Figura 1, apresenta o Fungo 2 apos trés
dias inoculado no meio de cultura, percebe-se
pela redug¢dao do tamanho do papel o inicio da
produgdo enzimatica dos fungos filamentosos
com a celulose.
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Figura 1.
Caldo de cultura inoculado apds 3 dias.
Fonte: Autor, 2018.

Os indicios de degradacdo da celulose
podem ser visualizados melhor quando
observamos o papel apés duas semanas em
contato com os fungos endofiticos, como
podemos observar na Figura 2, nota-se a
degradacdo do papel pela acdo das enzimas
liberadas pelo fungo 2.

LY s Kal )
Figura 2. Caldo de cultura inoculado.
Fonte: Autor, 2018.

O Fungo 2 quando comparado com os
Fungos 1 e 3 apresenta maior degradacdo da
celulose, como pode ser observado na Figura
3,. A celulose presente no meio de cultura do
Fungo 2 estd com a granulometria inferior
quando comparado aos demais, ja o Fungo 1
demonstra poucos indicios de fermentagao
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alcoolica.

Figua 3. Comparagdo entre os trés fungos.
Fonte: Autor, 2018.

A producdo de etanol foi verificada no
espectrometro Bruker UltraShield 400 MHz.
Entretanto, devido a erros no equipamento nao
foi possivel analisar a presenca e a quantidade
de etanol da amostra.

Entretanto, por indicios através da altera¢do
na cor da mistura, nota-se uma maior produ¢do
de etanol celuldsico pelo Fungo 2. O papel foi
parcialmente degradado, indicando a atividade
celulolitica do fungo.

Conclusao

Considerando o exposto pelo presente
trabalho, os resultados sao satisfatorios. A
producdo de etanol celuldsico foi evidenciada,
confirmando que € possivel produzir etanol de
segunda geragao utilizando fungos
filamentosos endofiticos através da hidrolise
enzimatica e fermentacao alcoolica.

Portanto, a presente pesquisa evidencia a
importancia de estudos relacionados a
exploragdo dos fungos endofiticos como fontes
de enzimas celuloliticas para a producdo de
etanol celuldsico, juntamente fermentacdo
alcoolica.
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