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Resumo o \

Estudou-se a atuagdo de basidiomicetos na sintese de enzimas para hidrélise de materiais hgnoceluléslcos Cinco’
espemes foram estudadas: Fomitopsis nivosa, Lentinula boryana, Polyporus udus, Perenniporia sp., Flaviporus
venustus, todas provenientes da cole¢do de macrofungos da Embrapa Florestas. Os isolados foram ‘submetidos a
uma fermentagfio submersa por sete dias visando a.produgdo de enzimas. Em seguida o extrato foi filtrado e
adicipnado aos substratos para a etapa de hidrdlise enzimatica por 24 horas. O substrato foi a madeira de
Eucalyptus benthamii, submetido a trés pré-tratamentos diferentes: NaOH + etanol; Licor Verde; Licor Verde +
etanol, também um controle (sem pré-tratamento). O objetivo dos pré-tratamentos foi facilitar o acesso das
enzimas na celulose do material, removendo a lignina ¢ a hemicelulose. A anélise dos monossacarideos apés a
hidrélise enzimatica' da celulose foi feita através da quantificagdo. de agiicares redutores gerados pelo método
DNS. Foi possivel também observar a porcentagem de conversdo de celulase em agticares redutores em cada
substrato. Porém, as taxas de conversdo néo ultrapassaram 3’ % para experimentos realizados. '

" Abstract

EVALUATION OF ISOLATED BASIDIOMYCET ES IN THE HYDROLYSIS OF F OREST PRE-TREATED
s BIOMASS
It was studied the performance of basidiomycetes in the enzymes productions for the hydrolysis of
lignocellulosic materials. Five different species were studied: Fomitopsis nivosa, Lentinula boryana, Polyporus
udus, Perenniporia sp., Flaviporus. venustus, all belonging to the Embrapa'Florestas fungi collection. The
isolates were subjected to submerged fermentation for seven days in order to produce enzyme. Then, the extract
was filtered and added to the substrates for the enzymatic hydrolysis step during 24h. Wood of Eucalyptus
benthamii was used as substrate and subjected to three dlfferent pre-treatments - NaOH and ethanol; green

liquor; green liquor and ethanol; and also a control (without pre-treatment) The purpose of pre-treatments was to -
facilitate the access of cellulose to enzymes through removing the lignin and the hemicellulose. The '

quantification of monosaccharides after cellulose enzymatic hydrolysis was performed calculatlng the reducing
sugars using the DNS method. It was also possible to evaluate the percentage .of cellulose conversion info -
reducing sugars in each substrate. Unfortunately, the conversion coefficient.did not exceed 3%.

INTRODUCAO

A produgﬁo de etanol atualmente é baseada principalmeﬁté na férménfac;éo de produtos agricolas como
acana de agiicar, milho, trigo, mandioca entre outros (GOLDEMBERG, 2008). A maior parte deste combustivel

¢ produzida no Brasil a partir da cana de agticar, ¢.nos Estados Unidos a partu: do - mitho, que juntos |

correspondem a 72 % da produgio mundial (UNICA, 2008; EIA,2008).
. Entretanto, no Brasil, o aumento da demanda de etanol do mercado interno e- tambem para exportagdo
gera uma preocupagiio quanto a sustentabilidade do método atual de produgao Os impactos negativos das
. mudangas no uso da terra em areas de grande biodiversidade incluindo o desmatamento o mau uso do solo € a
compethao entre produgfio de alimentos e biocombustiveis (GOLDEMBERG 2008), levam a busca de outras
- tecnologias de produggio de etanol.
* Uma alternativa é a produgio de etanol a partir da hidrélise de materlal llgnoceluloswo Este método a
partir de biomassa lignocelulésica tem um’ grande potencial ambiental, econdmico ‘e social. Em’ particular,
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material 'llgnoceluloswo de biomassa lenhosa & visto como uma fonte de energia promissora porque é renovével
€ possui carboidratos em abundéncia (SUN e CHENG, 2002).

Entretanto, biomassa lignocelulésica possui uma estrutura complexa contendo prlnc1pa‘1mente celulose,
hemxcelulose lignina e extrativos. Esta estrutura dificulta a agdo de enzimas, sendo necessario um pré-
tratamento da biomassa. A remogdo de lignina e hemicelulose, a redugio da cristalinidade d4 celulose e o
aumento da porosidade nos processos de pre-tratamento podem melhorar 51gmﬁcat1vamente a hidrdlise
(MCMILLAN, 1994).

- O aproveitamento da blomaséa llgnoce]uléswa na produgdo de etanol via hldréhse enzimatica ainda
depende de tecnologias que reduzam o custo de produgdo e/ou aumentem a at1v1dade das enzimas hldrolmcas
assim como a-obtengdo de pré-tratamento eficiente e de baixo custo. . :

Na natureza, a degradagdo dos residuos lignocelulésicos ¢ realizada basicamente por microrganismos
como bactérias e fungos, que produzem uma série de enzimas hidroliticas e oxidativas capazes de degradar. as
estruturas poliméricas em seus componentes monoméricos (ERIKSSON et al.,.1990). Neste contexto os fungos
filamentosos tém especial interesse, ¢ os basidiomicetos, sdo os de melhor desempenho, devido as suas
propriedades fisiolégicas, enzimaticas € bioquimicas. Esta.classe fiingica apresenta caracteristica de produzir
enzimas extracelulares com destaque para celulases e ligninases. -

o ObjetIVO deste trabalho foi observar a produgio e agdo de enzimas h1dr011t1cas de alguns 1solados de -
basidiomicetos em -diferentes ‘substratos lignocelulésicos submetidos a pré-tratamentos. Ele estd inserido no
projeto de “Florestas Energetu;as na Matriz de Agroenergia Brasileira” ¢ foi iniciado em abril de 2010. E um
projeto que estd apenas no seu inicio, porém existem grandes expectatlvas tanto no aspecto biotecnolégico
quanto no ambiental ¢ econémico.

MATERIAL E METODOS .,

O trabalho foi reahzado a partlr de cinco 1solados (Tabela 1), da colegdo de macrofungos da Embrapa
Florestas, mantidos em método castellani. Foram transferidos para placas de Petri com meio PDA a 25+1 °C
onde se desenvolveram durante 7 dias. Apés o crescimento, foram transferidos para placas de Petri contendo o
meio basico- Socarean onde permaneceram por mais- sete dlas 2 25+1 °C. O meio basico-Socarean f01 composto
por: NaNO;: 3,0 gL' K,HPO,: 1,0 gL' MgSO4 :0,5gL™"; KCI: 0,5 gL; FeSO, .7H,0: 0,01 gL’; 4gar: 30,0
gL™

Tabela 1 - Isolados de basidiomicetos avaliados para produgfo de enzimas hidroliticas. Bési_diomycetes isolates
evaluated for hydrolytic enzymes production. -

Isolado - Espécie

0011 : Fomitopsis nivosa
024-3 Lentinula boryana
0035 Pobypiorus udus
{ , 0043b Perenniporia sp.
0053 Flaviporus venustus

~ Para obtengfio dos inéculos foram retirados 10 discos (plugs) do centro de cada placa de Petri,
provenientes do meio basico-Socarean. Primeiramente foi realizada uma fermentagio submersa com a finalidade
de ‘se_obter micélios desenvolvidos. Posteriormente uma etapa que consiste na filtragdo do meio contendo
mlcellos, para separa¢do dos extratos enzimdticos (pool de enzimas) livres da biomassa para posteriormente
serem adicionados a biomassa florestal pré-tratada. -

Na fermentagdo submersa a composi¢do do meio 11qu1do de cultura f01 a mesma das placas contendo
. meio basico-Socarean, com excegdo do componente 4gar. Este meio liquido também conteve como fonte de
carbono e atuante na 1ndu<;50 da produgdo de celulases, sabugo de milho moido (granulometria <0,5 mm), na
.concentragdo de 10 gL Foram adicionados aos frascos de Erlenmeyer de 250 mL, 200 mL desté meio, que
depois ‘de autoclavados foram inoculados com 5 discos dos respectivos isolados, totalizando 10 Erlenmeyers Os
frascos foram incubados em um agitador (shaker), a 25 °C, por sete dias, em duplicata. )

Apb6s-a fermentagdo, foi realizada uma etapa de filtragdo para separag@o dos micélios desenvolv1dos €
obtengdo do extrato enzimatico puro. Para tal etapa foram utilizados funis com papel filtro e para auxiliar na
filtragHo, o sistema foi submetido 2 atuagfio de uma bomba de véacuo, aunentando assim a eficiéncia do processo.
~Os. micélios retidos no papel fxltro foram posteriormente’ congelados e armazenados. Uma parcela do extrato
enzimético f01 reservada para,quannﬁcagﬁo do teor de protemas totaJS :
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Para deterrmnag:ao de protemas totais f01 ut1hzado o método micro KJELDAHL (BRASIL 2005).

Para aplicagdo dos extratos enziméticos na biomassa florestal foram realizados trés pré-tratamentos
(Tabela 2), além’ da testemunha (sem pre-tratamento) utilizanda’ serragem ‘de Eucalyptus- benthamii com -
granulometna entre 40 ¢ 60 mesh. Os pré-tratamentos foram: PT 1 — Hexano:etanol (1:1), seguido de maceragio
com NaOH 10% em égua a 120 °C; PT 2 - licor verde a 120 °C; PT 3 - licor verde € etanol na proporcao T:1a,
120 °C. A razdo de Volume de soluqﬁo para massa de madeira foi de 8:1.

Tabela 2. Porcentagens de celulose nas b1omassas apods os pré—tratamentos Percentage of cellulose in biomass
. subjected to pretreatments.

'

‘Pré-tratamento* - ' Celulose (%)

Sem PT : o o . 46,70
, PT-1 o . 5940
;.. PT-2 . : S 5760 - -
PT-3 ‘ ~ ' 59,50

*PT 1 - hexano: etanol (1:1), com NaOH 10% PT 2 - licor verde PT 3 - licor verde e etanol (1 l) PT 1 - hexane ethanol (1: 1) with
NaOH 10% PT 2 — green liquor;, PT 3 — green liquor and ethanol (1:1). - ) o

Para a hidrélise enzimatica foi utilizado 0,167 g de biomassa pré-tratada € admxonados 5 mL do extrato
enzimatico de cada isolado. em tubos de ensaio em duplicata, totalizando 40 tubos A hldréllse en21mét1ca foi
realizada em shaker a 140 rpm, temperatura de 40 °C durante 24 horas.

Ap6s as hidrélises enzimaticas, os tubos foram retiradgs.do shaker, e as amostras em dup11cata foram
filtradas com o auxilio de pequenos funis de vidro e papel filtro e armazenadas em tubbs de ensaio com tampa. O
volume do filtrado variou de acordo com o pré-tratamento. O residuo imido da biomassa pré-tratada retido no. -

papel filtro foi descartado e o filtrado armazenado em tubos para avaliagdo do teor de aglicares redutores.
‘ Para gquantificagio de- agucares redutores foi utilizado 0 método do 4cido dinitrosalicilico (DNS). Este
método. é'baseado na formagio de enediois, ‘derivados de hexoses em meio fortemente alcalino a quente, que
cedem elétrons que reduzem o reagente 3 5- d1n1trosahc1lato (amarelo forte) a ‘3- ammo -5-salicilato (laranja-
marrom forte).
. Faz-se necessaria a construg:ﬁo de uma curva de calibragdo para a determmagﬁo da concentragﬁo de -
ag:ucares redutores. Para isto, foi construida uma solugfo padrﬁo de gl1cose 10 pmokmL Esta soluqﬁo consistiu
da adigdo de 45 mg de ghcose em 25 mL de 4gua destilada.

A solugdo de DNS foi composta por: 10 g de DNS dissolvidos em 200 mL de NaOH 2N. Solugﬁo L

composta de 300 g de sal de Rochelle (tartarato duplo de sédio e potéssio) dissolvidos em 500'mL de dgua
destilada. Misturou-se as solugSes e promove-se aquecimento (40 °C) para completa dissolugio do DNS. Apés a "
dissolugdo, a solugio foi avolumada em baldo volumétrico para: 1000 mL com agua destilada. :

- A curva padrdo foi feita ¢om um gradiente de concentragdo da solugio de gllcose para a construgﬁo dos .
padroes da curva de calibragdo (Tabela 3) .

Tabela 3- Curva de Calibragdo pelo metodo DNS Cal1brat1on Curve for the DNS method

‘

Tubos - Solugdode Agua- Concentrag:ﬁo DNS
' Glicose 10 destilada  final(gL™) (mL)
pmolmL  (mL) |

(mL) : ,
0 0,0- 1,0 0,0 1
1 0,1 - 09 - 0,18 1
2 0,2 . 0,8 0,32 1
3 0,3 0,7 0,54 1
4 0,4 06 0,72 1
5. 0,5 0,5 0,9 - 1
6 0,6 0,4 1,08 1
7 0,7 - 0,3 1,26 1
8 08 - 02 144 ol
9 09. . 01 - 1,62 1o
. 1 1
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Para a reag:ao de redug:ﬁo, os tubos foram levados a fervura durante 5 minutos, resfrlados a temperatura
ambiente e entdo completados com 13 mL de dgua destilada formando um volume total no tubo de 15 mL. Em
seguida fez-se a leitura ¢ a calibraggo do espectrofotometro com comprlmento de onda de 540 nm. Para as
amostras o seguinte procedimento foi realizado: I mL de DNS adicionado a 1 mL de amostra: Entfio os tubos -
faram levados a fervura por 5 minutos e completados com 13 mL de dgua destilada. Prontos todos o0s tubos com
as amostras, eles foram levados para l¢itura ho espéctrofotdmetro previamente calibrado. A calibraggo foi
realizada antes da leitura das amostras e os dados gerados foram em (g L) de ac;ﬁcar,es, redutores.

RESULTADOS E DISCUSSA0 . | N L

Os’ resultados, obtldos pelo método DNS podem ser VIsuahzados na Tabela 4, sdo as médlas das
duplicatas para. cada isolado e cada pre-tratamento '

-Tabela 4: Efeitos de pré-tratamentos e 1solados de basidiomicetos na hidrélise de carboidratos'de biomassa '
florestal, determinados em agtcares redutores.(g L~ 1 pelo método DNS. PT 1 — hexano:etanol (1:1), com NaOH
10 %; PT 2 - licor verde; PT 3 - licor verde e etanol (1:1). Effects of pretreatments and, 1solates of
basidiomycetes in the hydrolysis of carbohydrates in forest biomass, determined as reducing sugars (g L Y by
DNS method. PT 1 — hexane ethanol (1 1), with NaOH 10 %; PT 2 — green llquor PT 3 — green liquor and
ethanol (1: 1)

' : . . Isolados
Pré- Fomitopsis - Flaviporos - Lentinula

., tratamento nivosa ._venustus ' boryana Perennjporia sp. Polyporus udus
SPT 0,384 0274 7 0349 0,141 0,291 '
PT-1 0,233 - 0,07 10,075 : 0,035 - 0,049
PT-2 0282 0,071 L 0,06 0,033 70,069
PT-3 0,425 0,141 0,072 0,031 0047

\

Com “as concentragdes de aglicares ‘redutores e tendo também o conhecimento da porcentagem de
celulose em cada pré-tratamento se obtem a eficiéncia | para cada isolado nos diferentes substratos (Tabela 5)

Tabela 5: Efeltos dos pré-tratamentos € 1solados de ba51d10mlcetos na porcentagem de hidrélise de carboidratos _
de biomassa florestal. PT 1 — hexano:etanol (1:1), com NaOH 10%; PT 2 - licor verde; PT 3 - licor verde e
-etanol (1:1). Effects of pretreatments and ba51d10mycet.es isolates in the percentage of carbohydrates hydrolisis in
forest biomass. PT 1 — hexane:ethanol (1:1), with NaOH 10%; PT 2 green liquor; PT 3 — green liquor and
ethanol (1: 1)

Isolados S ,

Fomitopsis FIavzporos " .Lentinula © Perenniporia  Polyporus -
Substrato nivosa venustus boryana S osp. * udus
- T % de Hidrolise L
SPT , 2,46 - 1,76 - - 224 0,90 1,87
PT-1 1,17 , 0,35 0,38 0,18 .. 0,25 ~ ,
PT-2 1,47 0,37 031 0,17 0,36 ; o

PT-3 2,14 - 0,71 _0,36 0,16 - 0,24

Na analise de proteinas totais, pelo método de KJELDAHL, ndo foi possivel realizar a quantificagio.
Possivelmente, @ concentragdio de protemas € consequentemente de en21mas nos- extratos foram inferiores a
detecgdo do método. - - <

O extrato enzimético que apresentou o melhor rendimento foi ) do basidiomiceto Fomztopszs nivosa,
este extrato apresentou-se bastante viscoso e com uma forte cor amarelada, diferente dos demais. Durante a
 filtragdo apds a fermentagdo observou-se também que o mlcé‘hq do .fungo estava danificado, levantando a
hipétese de que tenha ocorrido a liberagio de enzimas intracelulares. Contudo a taxa de converséo deste 1sol‘ado
comparada s outras encontradas destaca este fungo na hidrélise de celulose.

 Lee er al. (2008) realizaram um trabalho com enzimas isoladas de fungos da podridio marrom em i
biomassa lignocelulésica de Pinus densiflora pré-tratada biologicamente. Eles utilizaram Avicel como for/lte de -
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: carbono durante a fermentag3o. Os perlodos de fermentaqﬁo ¢ de hidrélise foram de 21 dias e 48 horas,
respectivamente. O melhor resultado obtido por eles utilizando um pool de enzimas hidroliticas destes isolados
foi de aproximadamente 11 ,23% de conversdo de celilose crlstalma em agucares redutores sendo que o aglcar -
mais abundante foi a glicose, em torno de 70%. g

\ Tendo em vista os estudos de Lee et al. (2008) pode-se apontar algumas hip6teses quanto aos baixos
rendlmentos encontrados neste trabalho. A grande diferenga entre os tempos de fermentagdo dos dois trabathos
pode ser um pardmetro significante nos baixos resultados encontrados. Visto que o principal problema
encontrado foi a baixa produgdo enmmétlca, o que indica ou uma deficiéncia do sabugo de-milho como indutor
_ de produgdo de celulases nestes fungos ou um tempo de fermentag:ﬁo madequado

- CONCLUSOES

A produggo de etanol a partir de biomassa lignocelulésica é um desafio em termos dé viabilidade
econdmica. Neste trabalho ndo foi possivel nem confirmar nem descartar a eficiéncia dos isolados estudados. Os
« balxos rendlmentos encontrados d1rec1onam para a otlmlzaqﬁo dos parimetros para testar novas tecnologias.
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