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Resumo

A cadeia de producdo e uso do dendé (Elaeis guineensis) tem buscado se alinhar a légica de
biorrefinaria, visando a sustentabilidade e competitividade do setor. Nesse contexto, o
aproveitamento integral de residuos para a gera¢do de outros produtos de maior valor
agregado ganha relevancia. Os cachos vazios sdo abundantes residuos lignocelulésicos dessa
cadeia. Na natureza, os basidiomicetos degradam eficientemente os componentes estruturais
da parede celular vegetal, em fun¢do do arcabougo enzimdtico, enquanto alguns fungos
filamentosos sdo eficientes em determinado componente. O presente estudo objetivou
verificar a capacidade lignolitica e hidrolitica de extratos enzimaticos de basidiomicetos
(colegdo Embrapa Agroenergia — FPB), combinados com extratos de dois ascomicetos
Trichoderma reesei ATCC60787 (Tr) e Aspergillus aculeatus F-50 [NBRC108796] (Aa), sobre o
cacho vazio de dendé pré-tratado (autohidrdlise). Os basidiomicetos FPB’s 26; 28; 102; 104;
109; 115 e 116 foram cultivados sobre o cacho vazio (fermentagdo estado sélido), para
obtencdo dos extratos. Os Ascomicetos T. reesei ATCC 6087® e A. aculeatus F-50
[NBRC108796]™ foram cultivados em condicdo submersa em meio Mandels Weber (1969),
suplementado com 2,5 % de borra (sélido obtido no tridecantador de 6leo de dendé), para
também obtencdo de extratos. A hidrdlise foi realizada em placas tipo Deep Well contendo
0,45g de fibra e 6 mL da mistura constituida por extratos, tampdo e dgua destilada por poco.
Os resultados evidenciaram maiores teores de glicose nas misturas contendo extratos de T.
reesei e A. aculeatus e FPB’s 109; 115e 116, levando a producdo de (2,73 g. L), (2,38 g. L) e
(2,58 g. L"), respectivamente.
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Introducao

A agricultura tem buscado suprir a demanda da sociedade cada vez mais
exigente. Com isso, durante o processamento de matérias-primas, as cadeias
produtivas acabam se deparando com residuos, resultantes de uma ou mais etapa de
beneficiamento. Em virtude dessa e de outras problemadticas, nasceu o conceito de
bioeconomia, que consiste em um modelo de desenvolvimento sustentavel em que a
utilizacdo dos recursos naturais deve ocorrer de forma ciclica e com responsabilidade
de gerar tecnologias ambientalmente corretas como a bioenergia (PHILP, 2015).

Nesse cendrio, encontra-se a cadeia produtiva da palma de odleo (Elaeis
guineensis), uma cultura oleaginosa altamente produtiva que supera a produtividade
de outras oleaginosas tradicionais, como a soja, o girassol e a canola (MALAYSIAN
PALM OIL BOARD, 2017). Apesar do alto rendimento de éleo, a industria do dendezeiro
(fazendas e agroindustrias) produz milhdes de toneladas de biomassa lignocelulésica
anualmente.

Os cachos vazios do dendé EFB (Empty Fruit Bunch), resultantes da extra¢do dos
frutos para obtencdo do éleo, é uma das fracdes da cadeia produtiva do setor, e que
apresenta caracteristicas para obtencdo de acucares soliveis e fermentesciveis a
etanol e outros produtos de polissacarideos lignoceluldsicos (CHIESA; GNANSOUNOU,
2014). O fator limitante de sua utilizacdo é a lignina, constituinte altamente
recalcitrante da parede celular (PARK et al., 2013), o que pode ser contornado com
pré-tratamentos da biomassa.

O método de auto-hidrdlise ou hidrotérmico consiste numa técnica que
envolve a mistura de dgua e biomassa lignoceluldsica em reator de alta pressdo a altas
temperaturas, isso promove a ruptura do material lignoceluldsico, permitindo o acesso
a celulose pelas enzimas hidroliticas. No entanto, apds o procedimento, parte da
lignina soluvel fica adsorvida nas fibras de celulose, dificultando o aproveitamento
destas (SINGH et al., 2016).

Os fungos de podriddo-branca ou basidiomicetos tém a capacidade de degradar
materiais lignoceluldsicos (SAHA et al., 2016). Isso é possivel em virtude da eficiéncia
dos seus sistemas enzimaticos extracelulares, por apresentarem compostos de baixa
massa molar (ligninases e oxidases) que infiltram a parede celular e agem sobre os
componentes macromoleculares. Em seguida, ocorre a quebra de polissacarideos com
a acdo das hidrolases (AGUIAR; FERRAZ, 2011; DASHTBAN et al.,, 2010), ja os
ascomicetos como Trichoderma reesei e Aspergillus aculeatus, possuem
predominantemente em seu arcabouc¢o enzimatico a presenca de hidrolases, o que
justifica os estudos para producdo em grande escala visando a utilizacdo em
biorrefinarias (GUPTA et al., 2014).

Nesse sentido, percebe-se que o tratamento da biomassa lignoceluldsica
proveniente dos cachos vazios do dendé ¢é algo necessario para melhor
aproveitamento do conteudo de celulose e consequente producdo de bioetanol e
outros produtos de valor agregado. Dessa forma, o propdsito deste trabalho foi
observar os extratos brutos enzimaticos de basidiomicetos da biodiversidade Cerrado
Brasileiro em conjunto com enzimas de fungos filamentosos ja consolidados na
literatura, de forma a compor um coquetel enzimatico capaz de sacarificar o cacho
vazio do dendé.
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Material e métodos

Cachos vazios de dendé foram triturados e submetidos a secagem a 45 °C por 3
dias e, em seguida, a 60 °C por mais 3 dias. Posteriormente, o material foi
acondicionado em saco plastico fechado e armazenado em local seco e protegido da
luz.

Foram selecionadas sete espécies de basidiomicetos pertencentes a colegao
FPB (Embrapa Agroenergia), a partir de cultivos in vitro sobre o cacho vazio triturado e
borra do decantador do dleo de dendé. Entdo, foram cultivados em potes de 200 mL
contendo a fibra do cacho vazio de dendé (FC) (30g) ou em uma mistura composta de
fibra do cacho vazio mais borra do decantador (FCB) (9:1). A umidade foi ajustada para
aproximadamente 70% com adicdo de dgua destilada. Na sequéncia, os potes foram
fechados e autoclavados a 121 °C durante 1 hora. Apds resfriamento, os frascos foram
inoculados assepticamente em camara de fluxo vertical com 10 discos miceliais de 7
mm de cada fungo e, posteriormente, mantidos a 28 °C por 30 dias em cadmara de
crescimento até completa colonizagao.

A biomassa colonizada pelos basidiomicetos foi lavada com uma solugao de
Tritox X-100 0,1% na proporgdo de 1:10. O extrato foi filtrado com gaze, centrifugado a
10.000 rpm, 4 °C, durante 10 minutos, e o sobrenadante denominado extrato
enzimatico, recolhido em tubos Falcons de 50 mL. Para obtencdo dos extratos dos
ascomicetos Aspergillus aculeatus F-50 [NBRC108796] e Trichoderma. reesei
ATCC®60787™, os mesmos foram cultivados em meio de cultura liquido (MANDELS;
WEBER, 1969) (modificado — suplementado com 2,5% de borra do decantador de
dendé moida) (ROMERO-PELAEZ, 2017). Foram utilizados seis discos miceliais de 7 mm
de T. reesei e A. aculeatus separadamente para o cultivo submerso, que teve duracao
de 7 dias. Decorrido esse tempo, os cultivos foram filtrados com gaze e centrifugados a
10.000 rpm, 4 °C, durante 10 minutos, e os sobrenadantes recolhidos e armazenados
em geladeira até utilizacdo no preparo da mistura. Para realizacdo dos ensaios, foi
determinado o teor de proteinas sollveis totais de cada extrato de cada fungo pelo
método BCA (Pierce™ BCA Protein Assay Kit Thermo scientific ™) (SMITH et al., 1985).

Para hidrélise, a fibra do cacho vazio de dendé foi pré-tratada pelo processo
fisico-quimico de auto-hidrdlise (hidrotérmico) em reator de alta pressao (Parr lllinois
EUA), com relagdo sélido/liquido de 1:10, temperatura de 180 °C durante 40 minutos.
Em seguida, utilizando placas de 24 células tipo Deep Well, pesou-se 0,45 g de fibra
pré-tratada por auto-hidrélise em cada pogo, o que corresponde a 5% de biomassa
solida juntamente com um volume de 6,460 mL da mistura enzimatica constituida de
extratos de basidiomicetos (20 mg de proteina) juntamente com extratos de
Trichoderma reesei (13 mg de proteina), de Aspergillus aculeatus (7 mg de proteina),
tampado acetato de sddio/ acido citrico 0,3 M pH 5,0 e dgua destilada. As placas foram
seladas com filme adesivo e mantidas em shaker a 250 rpm, 50 °C, durante 24 h. A
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concentracdo de glicose foi determinada pelo método glicose oxidase (Kit BIOCLIN ®)
(NATIONAL COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY STANDARDS, 1995).

Resultados e discussao

Os resultados mostraram que a mistura de extratos de basidiomicetos
juntamente com os extratos dos ascomicetos teve efeito positivo na hidrélise da
celulose do cacho vazio de dendé, uma vez que a soma da concentragdao de glicose
gerada nas hidrélises usando Tr + Aa ou os extratos brutos dos basidiomicetos
separadamente foi menor do que quando combinados

As adicOes dos extratos FC 109, FC 115 e FC 116 tiveram efeito positivo quando
combinadas com Tr e Aa, levando a liberacdo de 2,73 g L-1, 2,38 gL-1e 2,58 g L de
glicose respectivamente. Os menores teores de glicose observados foram produzidos
pelos tratamentos FC 26 e FCB 115 (0,64 g L) (Gréfico 1). Também foi observado que
os fungos FCB 102, FC 104 e FCB 116, juntamente com T.reesei e A aculeatus,
apresentaram baixa liberacdo de glicose quando comparados com o controle,
indicando que esses fungos nao tiveram efeito positivo na mistura.
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Figura 2. Teores de Glicose liberados apds 24 horas de hidrdlise enzimatica utilizando misturas de
enzimas Tr (Trichoderma reesei ATCC60787) com Aa (Aspergillus aculeatus F-50 [NBRC108796] mais
extratos brutos de basidiomicetos (FPB). Legenda: FC (Fibra do cacho), FCB (Fibra do cacho mais Borra
do decantador). Os nimeros que sucedem as siglas correspondem aos cddigos dos fungos utilizados.
Letras diferentes evidenciam diferencgas estatisticamente significativas pelo teste de Tukey (p<0,05)
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Os fungos filamentosos como Trichoderma reesei sdao muito estudados e
utilizados na industria para producdo de enzimas (celulases); contudo, o pool de
enzimas obtido a partir de seu cultivo submerso é pobre em alguns componentes. Com
base nisso, algumas pesquisas tém buscado a melhoria dessas enzimas por meio de
cocultivos com outras espécies de fungos (AHAMED; VERMETTE, 2008; BERLIN et al.,
2007).

A producdo de enzimas capazes de auxiliar na quebra da lignina tem
incentivado a identificacdo e caracterizacdo de outras espécies de basidiomicetos com
potencial para producdo de enzimas lignoliticas bem como de enzimas acessdrias que
agem sinergicamente com celulases e hemicelulases (MORGENSTERN et al., 2014). A
lignina que fica adsorvida sobre a fibra apds a explosdo a vapor, é fator que pode
dificultar a acdo de enzimas celuloliticas, sugerindo um incremento de ligninases ou
oxidases nos coquetéis enzimaticos. Com base nisso e nos resultados obtidos no
presente trabalho, observamos que houve um efeito sinérgico entre os extratos de
alguns basidiomicetos quando combinados com extratos de T. reesei e A aculeatus,
sugerindo uma interacdo positiva entre enzimas hidroliticas desses fungos e enzimas
oxidativas ou acessérias daqueles.

Um recente estudo evidenciou a importancia da utilizacdo de diferentes
coquetéis enzimaticos para diferentes biomassas lignoceluldsicas. A atuacdo
diferencial de enzimas acessérias como as LPMOs, enzima que faz parte do arcabouco
de muitos basidiomicetos sugere que o tipo de residuo lignoceluldsico também é fator
limitante na hidrdlise por meio de misturas, fato que ainda precisa ser elucidado
(CHYLENSKI et al., 2017).

Também é preciso reportar o fato de que o tipo de biomassa lignocelulésica
pode proporcionar diferencas na expressdo de genes nos basidiomicetos levando a
producdo/supressdo de enzimas que atuam sobre a degradacdo da celulose,
hemicelulose e lignina (WYMELENBERG et al., 2011). Os resultados obtidos reforcam
em parte essa afirmacdo, pois, como pode ser observado, os extratos agiram de modo
diferente, o que levanta a hipdtese de que a formulacdo (com ou sem borra do
decantador) ou a relagdo espécie/substrato pode ter ocasionado diferencas na
composicdao de enzimas. Mas, para que isso se confirme, sdo necessarias abordagens
de transcriptébmica, metabolomica e protedmica para elucidar as alteracbes e efeitos
sinérgicos observados nos extratos utilizados.

Conclusoes

A adicdo de alguns extratos obtidos a partir da fermentacdo em estado sdlido
em fibra do cacho vazio de dendé apresentou efeito positivo na liberacao de glicose
pela quebra da celulose, quando combinados com extratos de A. aculeatus e T. reesei.
Isso indica uma possibilidade para desenvolvimento de coquetéis para o pré-
tratamento de fibra do cacho do dendé e de outras biomassas lignocelulésicas.
Contudo, sdo necessarios mais estudos a fim de obter misturas enzimaticas que
alcancem rendimentos expressivos de acucares fermentdveis, o que levaria, por
exemplo, a geracao de produtos de maior valor agregado na cadeia produtiva do
dendé.
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