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RESUMO

As exigéncias cada vez maiores de produtos industrializados exigem que o mercado trabalhe incessantemente, ndo
levando em conta o tempo que, um local que teve seus recursos utilizados para a producdo, leva para repor toda aquela
matéria, afetando assim toda a vida e ciclos de um ecossistema. Estima-se que ao se utilizar materiais lignocelulésicos
provenientes de processos da agroindustria, é possivel obter até 442 bilhdes de litros por ano, de etanol de segunda
geracdo, e que utilizando residuos de culturas e colheitas, podemos obter uma producdo equivalente a 439 bilhdes de
litros por ano de etanol de segunda geragao, este valor é dezesseis vezes. Estes residuos apresentam alto valor energético
agregado e baixo custo de conversdo. O objetivo deste trabalho foi isolar microrganismos lignoceluldsicos que atuem na
hidrélise de acicares fermentdveis para potencializagdo da producdo de etanol de segunda geracdo. O screening dos
microrganismos foi realizado conforme Ghose (1987). Os ensaios de atividade celulolitica foram executados de acordo
com Mandels & Weber (1969), Ghose (1987) e Miller (1959). Dentre os cinco isolados fiingicos testados, os isolados 6
e 9 apresentaram maior atividade endocelulolitica. O isolado 6 mostrou uma atividade enzimdtica de endoglucanase
(CMCase) igual a 0,001 UI/mL aos 7 dias de incubagdo, sua atividade também ndo alterou-se aos 14 dias, apresentando
uma atividade de 0,001 UI/mL e, apés com 21 dias, notou-se uma aumento significativo na mesma, com uma valor de
0,09 UI/mL. Porém o isolado 9, nos mostra uma atividade significativa desde os 7 primeiros dias de incubagdo,
apresentando um decréscimo aos 14, continuando um uma progressdo descendente aos 21 dias, apresentando valores de
0,06, 0,01 e 0,01 UI/mL, respectivamente.

PALAVRAS-CHAVE: Fungos Celuloliticos; Etanol de Segunda Geragéo, Bioenergia.

INTRODUCAO

A sustentabilidade comecgou a ser discutida em meados da década de 60, com movimentacdes de diversos grupos ao
redor do globo, a fim de questionar a aplicabilidade e eficiéncia dos processos de desenvolvimento aplicados até entdo
(SILVA, 2001).

As exigéncias cada vez maiores de produtos industrializados exigem que o mercado trabalhe incessantemente, nao
levando em conta o tempo que, um local que teve seus recursos utilizados para a producdo, leva para repor toda aquela
matéria, afetando assim toda a vida e ciclos de um ecossistema. Grande parte da preocupacdo mundial € voltada a
agricultura, principalmente no contexto socioecondmico onde estamos inseridos, no caso, o Sudoeste Goiano.

As preocupacdes que estdo sendo discutidas neste aspecto sdo quanto a condicdes fisico-quimicas do solo,
desmatamento, assoreamento de rios, contaminagcdo de 4guas superficiais e subterrineas, entre outras. Todos estes
aspectos sao resultados de um manejo inadequado, onde o principal objetivo € o retorno econdmico, ndo se importando
com o meio ambiente. Porém, quando nio h4 preocupagdo com estes aspectos, até mesmo os mais fortes dos intuitos
capitalistas se rendem a vontade da natureza, pois, o solo jd ndo é mais tdo favordvel, devido ao desmatamento, as
condig¢des hidricas, por exemplo, ndo sido benéficas (TEIXEIRA, 2006).

De modo a mitigar toda a problemdtica do desenvolvimento agroindustrial, podemos citar a Revolugdo Verde, que
ocorreu em meados de 1920, onde comegaram a ser discutidas maneiras de conciliar a producdo adequada, respeitando
os limites da natureza, com um retorno econdmico satisfatério. Desse modo surge o termo sustentabilidade (IBAMA,
2001).

O consumo de energia e as fontes que proverdo essa energia tornam-se um problema latente visto que as matrizes
energéticas utilizadas no presente momento, em sua grande maioria, sdo provenientes de fontes ndo renovdveis. A
diversificacdo das matrizes energéticas atuais mostra uma maneira efetiva para mitigar tal problema (VICENTE et al.,
2009). O emprego de novas medidas biotecnolégicas apresenta-se como um viés para a prospeccdo e posterior
aprimoramento de alternativas para o estudo de novas metodologias quanto ao abastecimento energético populacional.
Um exemplo pode ser os bicombustiveis provenientes, em sua maioria, milho e outras culturas de base que estdo sendo
utilizados como substitutos diretos dos combustiveis fosseis atuais (LADISLAO & GOMEZ, 2008).

Atualmente, etanol € produzido de duas principais fontes, cana-de-agtcar no Brasil, e amido, proveniente de milho, nos
Estados Unidos da América. Porém, este processo de obtencdo de etanol, a partir destas fontes de acicar, ndo é
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interessante, desde que, estas competem com a industria alimenticia por campos agricultdveis. Etanol €, hoje, a fonte
liquida de combustivel mais abundante no planeta. A importincia da diversificacdo da matriz energética e utilizacio de
bicombustiveis provenientes de biomassa, tais como o etanol, etanol de segunda geragdo e biodiesel, decorrem de uma
perspectiva de reducdo de impactos ambientais negativos.

O crescente interesse quanto a temdtica de fontes de energias alternativas, vem, também, sendo fomentadas devido a
suas faceis metodologias para obtencdo, possibilidade de produ¢do in loco, e um custo/beneficio positivo. A capacidade
de producdo pode ser potencializada se utilizados produtos lignocelulésicos como matéria-prima para a produgdo de
etanol de segunda geracdo. Ainda, no caso da cana-de-acticar se utilizar os residuos de sua producdo, pode aumentar-se
o rendimento etanol/drea, além disso, reduzindo a utilizacdo de campos cultivdveis, que poderiam ser utilizados para
producdo de alimento (FURLAN et al, 2012).

Estima-se que ao se utilizar materiais lignocelulésicos provenientes de processos da agroindustria, é possivel obter até
442 bilhdes de litros por ano, de etanol de segunda geracdo, e que utilizando residuos de culturas e colheitas, podemos
obter uma producdo equivalente a 439 bilhdes de litros por ano de etanol de segunda geragdo, este valor € dezesseis
vezes maior do que a produ¢do mundial atual. Estes residuos apresentam alto valor energético agregado e baixo custo de
conversdo (KIM & DALE, 2004).

Essas biomassas vegetais sdo constituidas por trés principais fragdes poliméricas: lignina, hemicelulose e celulose, que
sdo unidas entre si por ligagdes covalentes, formando uma rede complexa resistente a ataques de fungos, bactérias e
leveduras (LYND et al, 2002).

O principio chave para a ciclagem de carbono global € a hidrélise da celulose nas paredes celulares vegetais. A celulose
é a fonte de carbono mais abundante em toda a natureza. A meia vida da celulose é estimada em milhares de anos,
devido a recalcitrincia de seus constituintes, neste cendrio, entram em foco 0s microrganismos, que atuam como
catalisadores destas reacdes. Microrganismos sdo os principais responsdveis pela degradacdo do material organico
encontrado no solo, e, atuam neste processo bactérias, leveduras e, em sua grande maioria, fungos. A utilizacdo de
fungos filamentosos produtores de celulases, em suas diversas composi¢des e estruturas, inoculados em substratos da
producgdo agricola, em viés de obter a degradacdo das camadas lignoceluldsicas, dessa forma, facilitam a obtengdo de
etanol a partir destas fontes de substrato (MALHI, 2002).

A parte de carboidratos da lignocelulose € composta principalmente por celulose ((C6H1005)n) que é um
homopolimero linear, constituido de compostos de D-glicose, com ligacdes - 1, 4 de glicose em cadeias repetidas que
formam, por sua vez, celobiose. A celulose é extremamente insolivel em 4gua. Hemiceluloses ((C5H804)n) sdo
polimeros heteroglicanos ramificados compostos por polissacarideos de baixa massa molecular, em grande abundancia
temos pentoses e hexoses. Apresentando curtas ramifica¢des tais como D-xilose, D-glicose, L-arabinose e D-galactose.
A lignina por sua vez, funciona como um cimento entre essas duas camadas de celulose e hemicelulose. A lignina é uma
macromolécula polifendlica, constituida por unidades bdsicas de 3-5-dimetoxi-4-hidroxifenilpropano, 3 metoxi-4-
hidroxi-fenilpropano e 4-hidroxi-fenilpropano (SUN& CHENG, 2002; FENGEL & WEGENER, 1989).

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), o Brasil produz mais de 12 milhdes de
toneladas de arroz, anualmente, tornando-se assim uma importante fonte de biomassa residual advinda da cultura do
arroz. O arroz € uma Monocotiledoneae, pertence a familia Poaceae e ao género Oryza, de ampla utilizagdo na
alimentacdo humana. E um dos mais importantes graos em termos de valor econdmico. A composi¢io quimica do arroz
apresenta em média 32,1% de celulose, 24,7 de hemicelulose, 16,8% de lignina, 18,1% de cinza e 10,9% de extrativos
(ISMAIL & WALLIUDDIN, 1996; FAO, 2009).

A celulose é o componente que apresenta maior quantidade dentro do contexto estrutural quimico da casca de arroz.
Segundo levantamento da CONAB (2013) a drea plantada no Brasil com cultura de arroz referente a safra de Marcgo de
2013 foi da ordem de 2,42 milhdes de ha.

O objetivo dos pesquisadores deste trabalho foi potencializar processos de obtencdo de etanol de segunda geracdo
através da inoculacdo, em compostos lignocelulésicos, com microrganismos (fungos) oleaginosos. Fungos que irdo
metabolizar as camadas de celulose, hemicelulose e lignina, utilizando-as como fonte de substrato, liberando, através de
processos de hidrélise enzimadtica, acicares fermentaveis, facilitando e potencializando a obtencdo de etanol de segunda
geracdo dos compostos lignoceluldsicos, € a0 mesmo tempo, obter biodiesel da biomassa dos fungos.

Objetivos

O objetivo dos pesquisadores deste projeto foi isolar microrganismos flingicos, os quais atuem sobre produtos ou
residuos de processos agroindustriais, de cardter lignoceluldsico, com vistas a promocao da hidrélise enzimdtica, com a
liberag@o de acucares fermentdveis com vistas a producao de etanol de 2* geragdo.

METODOLOGIA

A palha de arroz foi previamente moida e peneirada com granulacio maxima de 1 mm. Foi utilizada uma estufa a
temperatura de 60 °C para a secagem das amostras de parte aérea até obtencio de pesos constantes.
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Foi utilizado 1g das amostras. Estas foram pesadas em erlenmeyers de 125 mL, contendo meio basal indicado por
Mandels & Weber que possuia (g L-1): KH2PO4, 2,0 g; CaCl2, 0.3 g; MgSO4.7H20, 1 g; NH4NO3, 2 g; e (mg L-1)
FeSO4.7H20, 5 mg; MnS04.4H20, 1,6 mg; ZnS04.7H20, 3,45 mg; e CoCI2.6H20, 2 mg), autoclavado a 1 atm a 121
°C, por 20 minutos. Cinco isolados flingicos oleaginosos (teor de lipidios > 20%), pertencentes a cole¢do do Laboratdrio
de Microbiologia Agricola da institui¢do, foram testados quanto a capacidade de produ¢@o de enzimas lignoceluloliticas,
tendo palha de arroz como principal fonte de carbono.

Os isolados foram inoculados nos frascos, em triplicata. Em seguida, foi realizada a incubagao por 21 dias, a 28 °C, sob
agitacdo de 150 rpm. O micélio para inoculagdo foi obtido de placas BDA com 7 dias de cultivo, a 28 °C. Em intervalos
regulares de 7 dias, amostras de 4 mL do extrato enzimdtico foram retiradas de cada frasco e entdo centrifugadas a 3000
rpm, durante 5 minutos. O sobrenadante foi utilizado para a determinacdo das atividades enzimaiticas.

Foi utilizado o protocolo de Ghose (1987), utilizando-se Carboximetilcelulose como substrato, para a determinacdo da
atuacdo de enzimas, de acordo com Miller (1959), utilizando 4cido 3,5-diinitrosalicilico.

O preparo do reativo DNS foi realizado da seguinte forma: 300 g de ((CHOH)2.COONa.COOK)), com 16 g de NaOH
dissolvido em &gua destilada. Em seguida, adicionou-se 10 g de dcido 3-5 dinitrosalicilico (C7H4N207). Por fim,
completou-se o volume para 1 L com 4gua destilada.

Em tubos de ensaio, foram adicionadas tiras de papel filtro Whatman N° 1 com 1,0 por 6,0 cm, pesando
aproximadamente 50 mg e adicionado 1,0 mL de tampao citrato de sédio (0,05 M) e 0,5 mL da amostra centrifugada
(enzima bruta). Para o branco amostra, procedeu-se da mesma forma, porém sem o substrato. J4 para o branco reagente,
colocou-se somente 1,5 mL do tampao citrato.

O material foi incubado em banho-maria a 50 °C, durante 1 hora. Apds o periodo de incubacdo acrescentou-se 3,0 mL
de reativo DNS, a fim de paralisar a reacdo. As amostras foram fervidas a 100 °C, durante 5 minutos para a producdo de
cor e, posteriormente, colocados em banho frio. Apds a fervura, foram adicionados 20 mL de 4gua. A leitura foi
realizada em espectrofotdmetro (540 nm).

De acordo com Ghose (1987), foram realizadas dilui¢des, em triplicata, para obter amostras que liberem acima e abaixo
de 2,0 mg de actcar por 0,5 mL. Ao detectar as dilui¢Ges, e com o auxilio da reta padrio, foi identificada a concentracio
que liberava 2,0 mg de acticar por 0,5 mL de solu¢do.

Foi elaborada uma curva padrao de liberagdo de acticar, utilizando glicose como substrato, dentre as concentragcdo de
2,5 a 0,25 mg/0,5 mL, obtendo-se a curva de calibracdo Abs = 0,5819*Glicose (mg/0,5 mL) + 0,0772; R2 = 0,9955.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre os cinco isolados fiingicos testados, os isolados 6 e 9 apresentaram maior atividade endocelulolitica. O isolado 6
mostrou uma atividade enzimdtica de endoglucanase (CMCase) igual a 0,001 Ul/mL aos 7 dias de incubag@do, sua
atividade também ndo alterou-se aos 14 dias, apresentando uma atividade de 0,001 UI/mL e, ap6s com 21 dias, notou-se
uma aumento significativo na mesma, com uma valor de 0,09 Ul/mL. Um dos possiveis motivos para a atividade
CMCase ndo apresentar valores significativos nos 14 primeiros dias de incubag@o pode ser atribuido a alta concentracio
de lignina na estrutura da palha de arroz. A lignina apresenta diversos compostos aromaticos em sua estrutura, o que
confere cardter toxico a atividade fiingica. Além disto, a mesma possui uma estrutura condensada e apolar, dificultando
o0 acesso das enzimas. Porém, aos 21 dias, observamos um salto na producdo de enzimas. Isso pode ser descrito por uma
atividade tardia dos microrganismos, no caso do isolado 6, pois 0 mesmo necessitou de mais tempo para conseguir se
consolidar no meio e degradar a lignina, plenamente, possibilitando, assim, acesso as estruturas da hemicelulose e
celulose, com a conseqiiente producdo de acucares (KIM & DALE, 2004; LYND et al, 2002; SUN& CHENG, 2002;
ZANZI, 2001).

Porém o isolado 9, nos mostra uma atividade significativa desde os 7 primeiros dias de incubacdo, apresentando um
decréscimo aos 14, continuando um uma progressdo descendente aos 21 dias, apresentando valores de 0,06, 0,01 e 0,01
Ul/mL, respectivamente. Isso pode ser descrito, devido a atividade fungica apresentar uma boa descomplexagdo da
lignina aos primeiros dias, e, de acordo com que essa substancia vai sendo degradado, o microrganismo tem acesso as
estruturas de hemicelulose e celulose, consumindo-as em um ritmo acelerado. (BORTOLAZZO, 2011; LYND et al,
2002; SUN & CHENG, 2002; ZHENG, 2004).
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Figura 1. Atividade CMCase de isolados fiingicos oleaginosos em palha de arroz aos 7, 14 e 21 dias de
incubacio.

CONCLUSAO

Foram obtidos isolados fungicos origindrios de palha de arroz (O. sativa spp), com atividade endoglucolitica (CMCase)
significativa, o que evidencia o uso de produtos/residuos de processos agroindustriais enquanto fonte abundante e de
baixo custo de microorganismos celuloliticos; bem como ilustra as possiveis aplicacdes da microfauna do Cerrado
Brasileiro na produgdo de etanol de 2° gerag@o.
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