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RESUMO

A agroindustria € uma importante atividade econdmica que, além de gerar empregos,
garante a producdo de alimentos e a participacdo brasileira no mercado exterior. O
agronegocio, embora importante, estd relacionado ao uso de insumos agricolas que,
quando utilizados inadequadamente juntamente com o0s residuos gerados pela atividade
agricola, impactam negativamente 0 meio ambiente. Para minimizar estes impactos,
estratégias de biorremediacdo utilizando microrganismos vém sendo tracadas a fim
agregar valor aos residuos agricolas e converter 0s compostos contaminantes em
produtos menos téxicos. Diante disso, 0 objetivo deste trabalho foi produzir enzimas
ligninoliticas de fungos filamentosos por meio da fermentacdo em estado sélido
utilizando uma fonte de carbono alternativa e avaliar sua eficiéncia na degradagdo do
bagaco de cana e da atrazina. Foi avaliada a producdo de lacase por Penicillium
brevicompactum CCDCA 11400 em low scale e o scale-up da produgdo enzimatica em
biorreator de colunas nos tempos 0, 7 e 14 dias, a 19 °Ce 23 °CepH 4 e 7. A
degradacéo do bagaco de cana foi avaliada em seis ensaios diferentes: controle, enzima
pura, inéculo de P. brevicompactum CCDCA 11400 (pH 4), extrato bruto (pH 4),
extrato bruto (pH 7) e indculo de P. brevicompactum CCDCA 11400 (pH 7). Foi feita a
analise de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) para quantificacdo de
carboidratos: arabinose, glicose, xilose e celobiose e é&cidos organicos: éacido
glucurdnico, acido formico e acido acético e furfural e hidroximetilfurfural. Os
melhores rendimentos enzimaticos foram obtidas low scale no pH 4 a 19 °C apés 14
dias de fermentacdo, sendo o maior valor obtido igual a 1801 U/L. Em biorreator o
maior valor da atividade de lacase também foi obtido a 19 °C, porém em pH 7, no valor
de 965,5 U/L. Com relacdo a degradacdo do bagaco de cana, os melhores resultados
foram obtidos quando combinado com a atrazina, principalmente com a utilizagdo do
inoculo de P. brevicompactum CCDCA 11400, na qual cerca de 40% do substrato foi
degradado, possivelmente promovida pela atividade enzimatica, que também foi maior
nestas condicOes. As concentragdes de glicose, xilose e &cido acético obtidas mostraram
que a hemicelulose foi despolimerizada e que, provavelmente, durante a fermentacéao, o
bagaco de cana tenha sido alvo de ataques de outras enzimas lignoceluloliticas além da
lacase. Considerando que o furfura e o hidroximetilfurfural sejam compostos inibidores
da fermentagdo, as concentragcbes obtidas foram baixas e, possivelmente, néo
interferiram na bioconversdo do bagaco de cana. Isto posto, os resultados obtidos no
presente estudo se mostraram satisfatérios para producdo e a aplicacdo de lacase de
Penicillium brevicompactum CCDCA 11400, que comprovam o potencial
biotecnoldgico desta espécie.

Palavras-chave: Bagaco de cana. Ligninase. Lacase. Penicillium brevicompactum.
Biorreator de coluna.



ABSTRACT

Agroindustry is an important economic activity that, in addition to generating jobs,
guarantees food production and Brazilian participation in the foreign market.
Agroindustry, although important, is related to the use of agricultural inputs that, when
used improperly along with the waste generated by agricultural activity, negatively
impact the environment. To minimize these impacts, bioremediation strategies using
microorganisms have been made to add value to agricultural waste and convert
contaminating compounds into less toxic products. Therefore, the objective of this work
was to produce ligninolytic enzymes of filamentous fungi through solid-state
fermentation using an alternative carbon source and to evaluate their efficiency in the
degradation of sugarcane bagasse and atrazine. Laccase production was evaluated by
Penicillium brevicompactum CCDCA 11400 on a low scale and the scale-up of
enzymatic production in column bioreactor at times 0, 7 and 14 days, at 19 ° C and 23 °
C and pH 4 and 7. Degradation of sugarcane bagasse was evaluated in six different
assays: control, pure enzyme, inoculum of P. brevicompactum CCDCA 11400 (pH 4),
crude extract (pH 4), crude extract (pH 7) and inoculum of P. brevicompactum CCDCA
11400 (pH 7). An analysis of High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) was
performed to quantify carbohydrates: arabinose, glucose, xylose, cellobiose, organic
acids: glucuronic acid, formic acid and acetic acid and also furfural and
hydroxymethylfurfural. The greatest enzymatic activities were corrected on a small
scale at pH 4 to 19 ° C after 14 days of fermentation, with the highest value equal to
1801 U/L. In the bioreactor, the highest value of laccase activity was also found at 19 °
C, but at pH 7, in the amount of 965.5 U/L. Regarding the degradation of sugarcane
bagasse, the best results were obtained when combined with atrazine, especially when
using the inoculum of P. brevicompactum CCDCA 11400, where about 40% of the
substrate was degraded, possibly promoted by enzymatic activity, which also was
greater in these conditions. The concentrations of glucose, xylose and acetic acid
obtained showed that hemicellulose was depolymerized and that, probably, during
fermentation, sugarcane bagasse was the target of attack by other lignocellulolytic
enzymes besides laccase. Considering the fact that furfural and hydroxymethylfurfural
are fermentation inhibitor compounds, the concentration achieved was too low to be
able to prejudice the bioconversion of sugarcane bagasse. That said, the results obtained
in the present study were satisfactory for the production and application of laccase of
Penicillium brevicompactum CCDCA 11400, which prove the biotechnological
potential of this species.

Keywords: Sugarcane bagasse. Ligninase. Laccase. Penicillium brevicompactum.
Column-type bioreactor.
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PRIMEIRA PARTE

1. INTRODUCAO

O agronegocio brasileiro é considerado um modelo de atividade econdémica
de sucesso, onde ocupa 30% das participagOes nas exportacdes de produtos advindos
do setor agropecuario (FILIPPI & GUARNIERI, 2020). Dentre as culturas
comerciais de destaque no Brasil, a cana-de-agucar, por exemplo, é considerada uma
das mais versateis, sendo utilizada principalmente na producdo de acucar e alcool
(BRASIL, 2015). Devido a intensa atividade, os impactos - principalmente
ambientais - negativos causados pelo agronegécio e pela agroinddstria tém
impulsionado a busca por novas possibilidades de manejo, sobretudo, dos residuos
agroindustriais (HILOIDHARI et al., 2020).

As industrias tém utilizado residuos de diversas culturas e o bagaco de cana é
um dos subprodutos com maior aplicabilidade pois, apds sofrer transformacdes
quimicas, fisicas e/ou bioguimicas, tornam-se matérias de alto valor agregado. O
Brasil ganhou destaque por ser a primeira fabrica no mundo a produzir a pasta de
celulose a partir da palha da cana-de agucar. Além disso, a fabricagdo de papel
biodegradavel tem ganhado espaco no comércio (GLOBO RURAL, 2011; 2017).
No entanto, o maior exemplo de transformacéo bioquimica de residuos € através de
técnicas fermentativas, que utilizam microrganismos a fim de produzir compostos
de interesse industrial (FITZPATRICK et al., 2010).

A utilizagdo de microrganismos em processos de biotransformacdo é uma
opcao considerada economicamente vidvel e que visa a minimizacao dos problemas
ambientais, uma vez que a biomassa dos residuos agroindustriais pode atuar como
fonte de substrato para fungos e bactérias (REHMAN et al., 2015). De forma geral,
estes organismos tendem a apresentar um rapido crescimento, facil controle das
condi¢Bes de cultivo e, muitas vezes, sdo aptos a modificagdes genéticas. Diante
disso, torna-se interessante a utilizacdo de microrganismos em processos

biotecnoldgicos, principalmente pela capacidade que estes possuem de sintetizar
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metabodlitos de interesse industrial, como as enzimas. (JOSHI &
SATYANARAYANA, 2015; KUMAR, 2015).

Atualmente, existem centenas de produtos onde existe a atuacdo de enzimas
como o couro, o papel, medicamentos, conservantes e aditivos alimenticios, entre
outros. A cada ano, o mercado de enzimas cresce e atinge um lucro de bilhdes de
reais nos principais setores de importancia: alimenticio, farmacéutico e de
cosméticos (SANCHEZ & DEMAIN, 2017). Em 2019, o mercado foi estimado em
9.9 bilhGes de doblares e as estimativas mostram um aumento de 7,1% por ano até
2027, considerando todos 0s segmentos industriais que envolvem a utilizacdo de
enzimas (MARKET ANALYSIS REPORT, 2020).

As hidrolases e oxidases, tais como as celulases, lacases e peroxidases sao
uma alternativa para atuar em processos de recuperacdo de areas impactadas por
acumulo de matéria organica, como os residuos de atividade da agroindustria, e de
contaminantes usados nas atividades agricolas, como pesticidas, herbicidas e
fungicidas (RAVINDRAN & JAISWAL, 2016).

Os compostos contaminantes, embora diferentes da biomassa lignocelul6sica,
induzem 0s mesmos mecanismos que 0s microrganismos utilizam como fonte de
nutrientes e energia. Algumas estruturas quimicas presentes em alguns defensivos
agricolas, como o anel de s-triazina, séo diferentes de compostos naturais e algumas
espécies de microrganismos sdo capazes de secretar enzimas que atuam na
degradacdo (UDIKOVIC- KOLIC et al., 2012; ESSER et al., 1975) e, portanto,

diminuir seu potencial de contaminacao.

Tradicionalmente, as técnicas de fermentacdes submersas capazes de
produzir enzimas sdo muito utilizadas. Entretanto, a fermentacdo em estado sélido
(FES) tem sido utilizada com a mesma finalidade, principalmente para producéo de
enzimas capazes de degradar polimeros comumente presentes em residuos
agroindustriais (SANTOS et al., 2018). Diante disso, este trabalho teve como
objetivos selecionar fungos filamentos para producgéo de enzimas oxidases (lacase e
manganés peroxidase) através da fermentacdo em estado solido (FES) utilizando
uma fonte de carbono alternativa e, avaliar sua eficiéncia na degradacao do bagaco

de cana e da atrazina.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Agroindustria e residuos

A agroindustria brasileira é responsavel por uma parcela consideravel do
Produto Interno Bruto (PIB) brasileiro, sendo aproximadamente 21,4% (EMBRAPA,
CEPEA, 2020) com destaque para producdo de café, soja, cana-de-aclcar, mandioca,
entre outros. Complementando, a Organizacao das Nagdes Unidas para a Alimentagéo e
a Agricultura apontou que o Brasil podera ser responsavel por metade da producdo
mundial alimenticia até 2050, na qual devera ser ampliada em até 60% (EMBRAPA,
2020; FAO, 2021).

E inegavel a importincia do setor agroindustrial para economia brasileira uma
vez que gera renda e mantém o homem no campo. No entanto, embora a importancia
seja positiva em relacdo a producdo de alimentos e ao impacto na economia brasileira,
h& o agravamento dos problemas ambientais, tais como o aumento do desmatamento,
poluicdo, mudancas climaticas e a geracdo de toneladas de residuos todos os anos
(MMA, 2010; COSTA-FILHO et al., 2017).

Os residuos da agroindustria sdo gerados de duas maneiras: no transporte da
lavoura até o consumidor, onde aproximadamente 20%-30% da safra de diversas
culturas é perdida neste momento ou no processamento de produtos de origem vegetal,
onde ocorre a perda de valor agregado destes. O descarte, na maioria das vezes, é
ineficiente, devido ao grande volume de residuos e os custos elevados para destinacao
adequada, o que é inviavel, ja que implica diretamente no preco do produto final
(HILOIDHARI et al., 2020; DE FIGUEIREDO et. al, 2011). Para contornar o problema
de acimulo de residuos, faz-se a incineracdo e o aterro e, ainda que possuam um custo

relativamente alto, impactam negativamente o meio ambiente (GIL et al., 2018).

Isto posto, o maior desafio é agregar valor aos residuos, de forma que eles
possam ser reutilizados ou aplicados em outros processos. Atualmente, muitos destes
residuos sdo estudados para aplicacdo em processos de biorrefinaria, biorremediacéo de
areas contaminadas, producdo de biogas, producdo de painéis de construcdo, producao

de biocombustivel, entre outros (SILVA, 2011). Entretanto, mesmo com estes usos, ha
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ainda muito residuo que ndo é utilizado ou que o processo de reutilizacdo ainda é

Ccustoso.

2.1.2 Residuos lignocelulésicos

Os residuos agroindustriais sdo, em sua maioria, compostos de celulose,
hemicelulose e lignina, além de cinzas, carbono, nitrogénio, etc. Os trés primeiros
elementos sdo encontrados em maiores propor¢des nesses materiais — embora a
quantidade possa variar de espécie para espécie - e, por isso, estes residuos podem ser
chamados de “materiais lignoceluldsicos”. A celulose e a hemicelulose sdo polimeros
formados por diferentes acgucares e a lignina é um polimero aromatico sintetizado por
precursores de fenilpropanoides (HILOIDHARI et al., 2020; JEFFRIES, 1994).

Figura 1: Representacao estrutural da celulose
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Fonte: Santos et al. (2012).

Figura 2: Representacdo estrutural da hemicelulose

Fonte: Santos et al. (2012).

Figura 3: Representacdo estrutural da lignina
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Fonte: Rosa & Garcia (2009).

Quando se conhece a composi¢do quimica destes materiais, torna-se mais facil
prever as possiveis aplicagbes biotecnoldgicas. A biomassa lignocelulésica €
considerada muito estdvel devido a complexidade das moléculas ali presentes,
especialmente a presenca de anéis aromaticos, que dificulta a hidrolise e a oxidacdo dos
polimeros e a utilizacdo de técnicas de conversdo destes materiais para liberacdo dos
acucares e fendis presentes nas moléculas de lignina, celulose e hemicelulose torna-se
fundamental (GOODMAN et al., 2020).

Existem quatro tipos de conversdo de biomassa lignocelulésica: fermentacéo e
conversdo enzimatica (transformacdo bioquimica), pirdlise e gaseificacdo
(transformacdo termoquimica), hidrdlise acida e transesterificacdo (transformacdo
bioguimica) e destilacdo (transformacao fisica) (FITZPATRICK et al., 2010).

Diferentemente dos demais processos, a fermentacdo é capaz de adicionar um
valor agregado a biomassa lignocelulosica através de hidrolises enziméticas ou de
sacarificacdo, que sdo capazes de modificar as fracdes poliméricas (lignina, celulose e
hemicelulose), tornando-as menos complexas. Os microrganismos conseguem converter
o produto final da fermentacdo em alcool, acidos organicos, alcenos, lipidios ou outras
moléculas de interesse (FILLAT etal., 2017).

2.1.2.1 Bagago de cana

Pertencente a familia Poaceae e ao género Saccharum, a cana-de-agucar pode ser
dividida em seis espécies, sendo que elas podem ser diferenciadas quanto a quantidade

de sacarose e a capacidade que cada espécie possui em se adaptar em diferentes
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condicdes climaticas (FERRARI et al., 2010). O Brasil € 0 maior produtor de cana-de-
acucar e acucar do mundo. Em 2020, a producdo chegou a 642,1 milhdes de toneladas,
tornando-se recorde na producdo de agUcar. Grande parte é destinada para producgéo de
etanol (CONAB, 2020).

Figura 4: Representacao esquematica das finalidades industriais do bagaco de cana
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Fonte: adaptado de Santos et al. (2020).

O bagaco de cana é um dos principais subprodutos derivado da cana-de-agucar,
formado majoritariamente por polimeros de celulose (30,2%), hemicelulose (56,7%) e
lignina (13,4%) (SADH et al., 2014) e a presenca de uma biomassa diversa impulsiona
o interesse acerca de possiveis aplicabilidades biotecnolégicas (FERRARI et al., 2010).
A diversidade de moléculas funcionais presentes na biomassa lignocelulésica é um dos
principais fatores relacionados a necessidade de se reaproveitar e agregar valor aos
residuos (PFALTZGRAFF & CLARK, 2014).

Dentre as aplicabilidades encontradas, existem a produgdo de glicose,
biocombustiveis e biofertilizantes (PFATTZGRAFF et al., 2013). Para tal, as moléculas
sdo hidrolisadas por acdo de quimicos ou de enzimas. A hidrdlise enzimatica é
considerada a op¢cdo mais sustentavel, uma vez que € realizada por microrganismos e,

muitas das vezes, um processo menos oneroso (LIU et al., 2009).

A necessidade emergente de se converter ou degradar os residuos agroindustriais
se da pela quantidade em que séo produzidos. A producgdo de cana-de-agucar, no Brasil,
é responsavel por gerar cerca de 2,3 milhdes de toneladas de bagaco por ano, sendo
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considerada predominante entre os demais residuos produzidos pela agroindudstria
(EMBRAPA, 2020).

O bagacgo tem um alto valor em relacdo aos outros residuos, uma vez que pode
ser utilizado para producdo de biocombustiveis, energia elétrica, furfural (SANTOS et
al., 2020), como substrato para sintese de enzimas microbianas, como celulases,
xilanases e lacases (FERREIRA et al., 2017; OGUNYEWO et al., 2020), como material
alternativo em construgdes civis (COSTA, 2017). Ndo somente como substrato, mas o
bagaco de cana também € utilizado como suporte de imobilizacdo de células para
producéo de compostos, como o xilitol (SARROUH & DA SILVA, 2010).

Ainda que gerado em larga escala, este subproduto pode ser considerado versatil
devido as inumeras possibilidades de agregacdo de valor em produtos e
reaproveitamento (SANTOS et al., 2020). Portanto, faz-se necessario o aperfeicoamento
de metodologias que envolvam o bagago de cana e microrganismos, principalmente para
sintese de enzimas, a fim de diminuir os custos de processamento e viabilizar o processo

em escala industrial.
2.2 Compostos xenobidticos e pesticidas

O termo xenobidtico se refere a qualquer composto que ndo é essencial para
manutencéo fisiologica e bioquimica dos seres vivos, sendo considerado um composto
estranho, quando presente em um sistema biolégico (MAURYA & MALIK, 2016).
Estes compostos sdo sintetizados e estdo presentes, industrialmente, em poluentes,
pesticidas, medicamentos, cosméticos e aditivos alimenticios (CHEN et al., 2007,
PADHI, 2013). Podem ser classificados em varias classes, desde medicamentos,
aditivos alimenticios, até hidrocarbonetos e pesticidas (DATTA et al., 2020; KOPPEL
etal., 2017).

O uso destas substancias € considerado um grande avango no desenvolvimento
de farmacos, pesticidas e da industria alimenticia, pois sdo sintetizadas a fim de
solucionar problemas causados por infestacdo de pragas nas plantagdes e,
consequentemente, aumentar a produtividade no campo (HASCHEK & WALLIG,
2013), tratar doengas através da elaboracdo de farmacos eficientes e (KORRAPATI &
MEHENDALE, 2005), além disso, aumentar o tempo de prateleira e a conservacdo dos
alimentos, como é o caso dos aditivos alimenticios (HASCHEK & WALLIG, 2013).

Contudo, devido o uso incorreto dos compostos xenobi6ticos, uma série de problemas
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foi descoberta ao longo de varios estudos, revelando que uso excessivo destes traz
consequéncias severas para 0 meio ambiente e para os metabolismos animal e vegetal
(ZHU et al., 2017).

Dentre os males causados pelo uso incorreto das substancias xenobidticas, tem-
se 0 potencial carcinogénico, a alta toxicidade, o potencial bioacumulativo e as
alteracdes nos ambientes bidticos e abidtico. Além disso, estas substancias sdo capazes
de alterar e afetar o funcionamento das células eucarioticas e procariéticas. Com relacao
aos efeitos na salide humana, existe uma série de desordens causadas: enddcrina, sexual,
cognitivas, mentais, entre outras (BOUWMAN, H., 2003; QADIR et al., 2017). Estudos
recentes tém mostrado as consequéncias que 0 uso inadequado de pesticidas tem
causado no meio ambiente e na saide humana (SHARMA et al., 2020; RANI et al.,
2020).

Os pesticidas sdo quimicos utilizados na agricultura para o controle de doencas e
para prevencdo de uma série de agentes como bactérias, virus, fungos, insetos,
nematoides e ervas daninhas. Eles podem ser classificados amplamente de acordo com o
seu alvo e sua composicdo (Tabela 1) (AL-JAWHARI, 2018). Acredita-se que 0 uso
destes quimicos foi responsavel pelo aumento da producéo e pela diminui¢do das perdas
nas colheitas. Além disso, foi capaz de aumentar a disponibilidade de alimentos e,
consequentemente, suprir a demanda necessaria. Estima-se que aproximadamente 3
bilhGes de quilos de pesticidas sdo utilizados todos os anos, sendo notavel a importancia
de seu uso (SHARMA et al., 2020).

Tabela 1: Descricao e classificagcdo dos principais pesticidas utilizados

Categoria Descrigao Classes Exemplo

Elimina diversos tipos de Organofosforados Malation

Inseticidas insetos Carbamatos Aldicarbe
Piretroides Cipermetrina

Elimina ervas daninhas e Fosfonados Glifosato

Herbicidas  outras espécies vegetais Triazinas Atrazina

indesejadas Clorofendxi 2,4-D

Elimina roedores, Anticoagulantes Varfarina

Rodenticidas especialmente ratos. Anticonvulsionantes Estricnina
Veneno metabdlico Fluoroacetato

sodico
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Elimina fungos Ditiocarbamatos Bunema
Fungicidas fitopatogénicos Cuprico Kocide
Mercurio metalico Benomil
Elimina nematoides Metilcarbamato Tiodicarbe
Nematicidas presentes nos solos e Organofosforado Cadusafés
plantas Sulfonados Fluensulfona

Fonte: Adaptado de Agrofit (2019); Al-Jawhari (2018); Chen et al., (2020); Roberts &
Karr (2012).

Dentre os pesticidas, destaca-se a atrazina, por ser um dos herbicidas mais
utilizados no mundo, principalmente para o controle de ervas daninhas nas culturas de
milho e cana-de-agucar (COLLA et al., 2008) e por ser um quimico que demonstra uma
alta capacidade de permanéncia no solo e nos cursos hidricos, o que torna o contexto
preocupante (VIEIRA et al., 2020). Diante disso, é importante considerar alternativas
que envolvam a manutencdo correta de quimicos no meio ambiente e meios de

biorremediar as areas afetadas.
2.2.1 Atrazina

A atrazina (2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-1,3,5-triazina) é um herbicida
amplamente utilizado no mundo todo, que age no combate de ervas daninhas e
gramineas de culturas de cana-de-agucar, trigo e milho (MAHIA ET AL., 2007;
BAIRD; CANN, 2011). Pertencente a classe das triazinas, o pesticida tem uma estrutura
quimica que compreende um anel aromatico com atomos de carbono e nitrogénio.
Dentre as propriedades quimicas da substancia, destaca-se a baixa solubilidade em agua
e a capacidade de acumulagdo em altas concentragdes (42,8 pg/L) (BARRETO et al.,
2004), principalmente nos ecossistemas aquaticos e no solo (QIAN ET AL., 2014;
GIBBLE & BAER, 2011).

Figura 5: Representacdo quimica da estrutura da atrazina
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Fonte: Silva et al. (2015).

Sucintamente, o pesticida atua na inibicdo da fotossintese, de maneira que a
producéo de ATP e NADPH séo reduzidas, bem como a produtividade do processo de
fixacdo de CO, Devido ao uso em larga escala, & comum encontrar residuos do
pesticida nos solos e cursos hidricos e, embora certa quantidade seja permitida, faz-se
necessario o manejo correto deste. A resolugdo CONAMA n° 396 de 2008 determina a
concentracdo méxima de atrazina permitida em &guas doces de até 2 pg/L, além disso,
estudos demonstram que o pesticida se mantém no solo apés a aplicacao, e possui uma
meia vida variavel e dependente do manejo (ZHANG et al., 2014; SCHIAVON, 1988;
ZAYAetal., 2011; BRASIL, 2008).

Utilizada em larga escala, a atrazina apresenta uma capacidade de persisténcia na
natureza devido a sua meia vida - que pode variar de 21 dias a um ano -, 0 que ocasiona
uma acumulacdo em niveis considerados acima do permitido (2 pg/L) (JAKINALA et
al., 2019). Apesar de existirem diversos tratamentos fisico-quimicos para remocdo da
atrazina, os tratamentos biolégicos vém ganhando espaco devido a possibilidade de se
utilizar microrganismos na degradacdo deste composto (YANG et al., 2018). As vias
metabolicas de degradacdo da atrazina utilizando bactérias (principalmente dos géneros
Pseudomonas, Rhodococcus e Bacillus) ja sdo bem elucidadas. Os fungos, embora
também apresentem a capacidade de degradacdo da atrazina, ainda ndo possuem 0s
mecanismos bem esclarecidos e nenhuma espécie foi relatada com o potencial de

mineralizacdo da atrazina (HENN et al., 2020).
2.3 Biotecnologia de fungos e o género Penicillium

Fungos unicelulares como as leveduras séo conhecidas pelo seu potencial de
uso em diversos setores industriais, por meio da fermentacdo de bebidas, alimentos,
da producdo de etanol e elaboracdo de racdo e forragem, além da produgdo de

enzimas e outros metabolitos. Além da Saccharomyces cerevisiae — principal
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espécie explorada -, destacam-se muitas outras espécies que tiveram suas vias
metabdlicas elucidadas através de analises genémicas, como Komagataella pastoris,
Candida spp., Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus, entre outras
(JOHNSON & ECHAVARRI-ERASUN, 2011).

Além das leveduras, os fungos filamentosos também sdo importantes aliados
a biotecnologia, uma vez que atuam na ciclagem de nutrientes através da
decomposicéo, respiracdo e da producdo de biomassa e metabdlitos (GADD, G. M.,
2017). Nestes organismos, a utilizacdo de técnicas moleculares possibilitou a
expansdo do conhecimento acerca dos metabolitos produzidos, principalmente
aqueles de interesse industrial (WOSTEN, HAN A B, 2019). Explorados para
diversos fins, os metabo6litos de maior interesse sdo acidos graxos e organicos,
enzimas, vitaminas, aminoacidos e antibioticos, sendo que o Filo Ascomycota se
destaca pela presenca dos géneros Penicillium, Aspergillus e Trichoderma, os quais
possuem milhares de compostos produzidos identificados e estudados (WANG et
al., 2017; LIAUD et al., 2014; DEVI et al., 2009).

Penicillium é um género de fungos filamentosos pertencentes a ordem
Eurotiales onde existem cerca de 200 espécies identificadas até entdo
(HOUBRAKEN et al., 2014). O género abriga espécies ubiquas, capazes de se
distribuirem em solos, vegetacGes, ar e dgua, além de tolerarem extremos de pH,
oxigénio, temperatura e de concentracdes de sal e acicar (HOUBRAKEN et al.,
2014; PITT, J.I.,, 2014). Essas -caracteristicas evidenciam o alto potencial
biotecnolégico do género (VISSER et al., 2013).

A maioria das espécies do género é saprofita, cuja condicdo de
decompositores proporcionou descobertas acerca da capacidade metabodlica destes
organismos. Posteriormente, a descoberta da penicilina enfatizou o potencial de
Penicillium spp. no campo biotecnolégico, ao sintetizar o primeiro antibiético do
mundo (HOUBRAKEN et al., 2014; VISAGIE et al., 2014; FLEMING, A., 1929).

Atualmente, existem espécies com o potencial de atuar em diversos campos
industriais: na sintese de compostos potencialmente  produtores de
medicamentos/antibidticos, na fermentacdo de bebidas e alimentos como vinho,
cerveja, queijo (P. roqueforti) e embutidos (P. nalgiovense), considerados processos

bem elucidados, onde se busca cada vez aprimorar 0s processos de producdo,
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mediante a selecdo das melhores cepas (KUMAR et al., 2018). Além disso, atuam
na sintese de enzimas de interesse industrial, principalmente as lignoceluloliticas,

que permitem agregar valor aos residuos (NIGAM et al., 2018).

A sintese de enzimas fungicas como as celulases por Trichoderma
(FLORENCIO et al., 2012), xilanases e lacases por Aspergillus e Penicillium
(MAESTRELLO & SOUZA, 2018; ASINA et al., 2016) e peroxidases por
Pleurotus e Trametes (RODRIGUES et al., 2019) no processo de hidrolise
lignocelulolitca tem se mostrado uma ferramenta indispensavel para garantir um
processo mais economicamente viavel e menos danoso ao meio ambiente
(HOUBRAKEN et al., 2014; NIGAM et al., 2018).

2.3.1 Enzimas ligninoliticas de origem microbiana

De acordo com COELHO et al. (2008): “as enzimas sdo catalizadores bioldgicos,
de natureza principalmente proteica que participam de varias rea¢fes bioquimicas,
tendo como papel fundamental o controle metabdlico”. Baseado na natureza das reagoes
quimicas, as enzimas podem ser divididas em seis classes: ligases, isomerases, liases,

hidrolases, transferases e oxidorredutases (IUB — International Union of Biochemistry).

A comissédo de enzimas (EC) codifica cada enzima de acordo com sua classe, seu
modo de acdo, 0 seu aceptor e, por fim, 0 seu conjunto de caracteristicas reacionais. As
lacases e as manganeses peroxidases, por exemplo, possuem como codigo EC 1.10.3.2 e
EC 1.11.1.3, respectivamente (BRENDA, 2021).

O codigo da lacase a classifica como:

1 (Oxidorredutase). 10 (Atuante em difendis e substancias afins como doadores).
3 (Aceptor: oxigénio). 2 (Sdo um grupo de enzimas multi-cobre com baixa
especificidade que atuam em o- e p- quinois e atuam também em aminofenois e
fenilenediamina (BRENDA, 2021; DAWSON & TARPLEY, 1951).

O caodigo da manganés peroxidase a classifica como:

1 (Oxidorredutase). 11 (Atuante em moléculas de perdxido como aceptores). 1
(Aceptor: peroxidase). 13 (Uma hemoproteina atuante na degradacdo oxidativa
de lignina. A enzima oxida ligacdes de Mn2+ em Mn3+ na presenca de peroxido

de hidrogénio. A enzima € inativada na presenca de alcool veratril e/ou na
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presenca de substratos ndo-fendlicos (BRENDA, 2021; KUAN & TIEN, 1993;
GLENN et al., 1986).

As enzimas microbianas podem ser sintetizadas por bactérias, fungos
filamentosos ou leveduras. Dentre os mais estudados, destacam-se 0s ascomicetos, 0S
basidiomicetos e as bactérias do género Bacillus — principalmente sua expressdo génica
a fim de elucidar os mecanismos envolvidos na producdo enzimatica/sintese proteica.
Com o avango das técnicas moleculares e da genbmica, uma série de espécies
microbianas ja sdo capazes de produzir enzimas de todas as classes, com o foco na
producéo industrial (TERPE, 2006; BINOD et al., 2013; VOLESKY & LUONG, 2008).

Apesar de existirem milhdes de espécies de microrganismos na Terra, menos de
um por cento consegue ser cultivado em laboratério. A busca por microrganismos
produtores de enzimas pode ser realizada focando nos mais diversos grupos, desde 0s
extremofilos e os psicrofilos, até os mais comuns, como os mesofilos. Os psicrofilos,
por exemplo, tém se mostrado bons produtores de enzimas, principalmente aquelas que
atuam na biomassa lignoceluldosica. Ademais, fungos conhecidos como “podridao
branca”, representados nos estudos principalmente pela espécie Trametes versicolor sdo
comumente utilizados para producdo de oxidases e hidrolases, tais como lacases e
celulases a partir de residuos agroindustriais (SANCHEZ & DEMAIN, 2017; LOPES et
al., 2020).

As lignocelulases sdo enzimas que atuam na despolimerizacdo da celulase,
hemicelulose e lignina, sendo que existe um tipo para cada um destes polimeros e o alvo
de cada uma delas (NIGAM, 2018).

Figura 6: Ligninases e seus alvos em relacdo aos polimeros celulose, hemicelulose e

lignina.
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Fonte: Nigam (2018)
2.3.1.1 Lacase (E.C. 1.10.3.2)

As lacases sdo enzimas multi-cobre oxidases que acoplam a reducéo do oxigénio
em duas moléculas de agua com a oxidacéo de varios substratos fendlicos, arilaminas,
anilinas, tiois e lignina. Esta reducao é mediada pelos quatro ions de cobre presentes no
sitio catalitico enzimatico e sua atividade € relacionada & oxidagdo de compostos
fendlicos (THURSTON, 1994; L1 et al., 1999; ELEGIR et al., 2005; PIRES, B. A. O,
2015).

Figura 7: Representacdo da estrutura cristalina da Lacase (EC 1.10.3.2)

Fonte: RCSB Protein Data Bank, acesso em: 24/02/21
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Além da producdo por microrganismos como a bactéria Azospirillum lipoferum e
alguns fungos filamentosos (Trametes sp., Lentinus sp. e Pleurotus sp.), a enzima
também pode ser encontrada em algumas espécies de insetos e plantas. Estas enzimas
conseguem trabalhar de maneira eficaz em uma série de substratos, sendo considerada
uma Otima escolha para aplicagbes biotecnoldgicas, como a descoloracdo e a
detoxificacdo de corantes téxteis e a biorremediacao de solos e residuos contaminantes
(CARVALHO et al, 2016; ORZECHOWSKI et al., 2018)

Dentre as enzimas ligninoliticas, as lacases se destacam pela ampla
especificidade, que facilita a ligacdo da enzima com o composto contaminante alvo.
Geralmente, a maneira mais eficiente de utilizd-la é inoculando diretamente o
microrganismo produtor no ambiente de interesse, ou pela adigdo do extrato bruto
enzimatico (VISWANATH et al., 2015).

2.3.1.2 Manganés peroxidase (E.C 1.11.1.13)

Manganés peroxidase (MnP, E.C. 1.11.1.13) € uma enzima glicosilada que
contém uma molécula heme como ferro protoporfirina IX. Essa enzima € capaz de
catalisar a oxidacdo de Mn? em Mn*" numa reacdo dependente de perdxido de
hidrogénio (H20>). Utilizada em processos de degradacdo de lignina e outros tipos
de poluentes organicos (HOFRICHTER, M., 2002; EIBES et al., 2006; ZHAO et al.,
2015).

Figura 8: Representacdo da estrutura cristalina de Manganés peroxidase (MnP, E.C
1.11.1.13)

Fonte: RCSB Protein Data Bank, acesso em: 24/02/21

A enzima pode atuar na degradagdo de compostos fendlicos e nao fendlicos.

Essas reacOes de degradacdo séo reagdes de quebra de carbono — carbono e aril-
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aquilicas, onde ocorre uma transferéncia de elétrons do sitio ativo de MnP para
H,02, formando um complexo Fe** oxoporfirina, com a liberagdo de uma molécula
de H20 (HENN, 2009).

Figura 9: Representacdo do ciclo catalitico de MnP
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Fonte: Hofrichter (2002).

Os fungos da podridao branca sdo o principal grupo de fungos conhecidos
pela producdo de MnP, sobretudo representados pelos géneros Trametes e
Pleurotus. Apesar do interesse biotecnologico na utilizacdo destes microrganismos,
a falta da padronizacdo das condic¢Oes ideais de cultivo e o entendimento do
metabolismo ainda € um problema. Ademais, o0 alto custo de produgdo ainda é um

fator limitante para efetivacdo destes processos (ZHAO et al., 2015).
2.4 Biodegradagao
2.4.1 Biodegradacao da biomassa lignocelulésica (Lignina)

A biomassa lignocelulosica é a fonte de carbono renovavel mais abundante no
mundo. Composta majoritariamente por celulose, hemicelulose e lignina, estes
compostos podem ser hidrolisados em acUcares e, entdo, processados a fim de terem um
valor agregado. Uma das maneiras de se agregar valor a estes residuos € a utilizacdo
destes como substrato para producdo de enzimas através da fermentacdo (RAY &
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BEHERA, 2017). Dependendo do tipo de fermentacdo e as condi¢bes metabdlicas do
microrganismo, é possivel degradar a biomassa e sintetizar compostos de interesse
simultaneamente, como é o caso das enzimas, tornando-se uma op¢ao interessante a ser
utilizada nas industrias (DATTA et al., 2017).

A fermentacdo € um processo no qual sdo utilizados microrganismos que, neste
caso, sintetizam enzimas capazes de quebrar as moléculas presentes na biomassa
lignoceluldsica. Quando em contato com o residuo, 0 microrganismo sinaliza a presenga
de macromoléculas ao seu redor e sintetiza a enzima de interesse. Apos a sinalizacao, 0s
polimeros sdo degradados em mondmeros e, entdo, estes passardo a atuar como
principal fonte de energia e carbono para o crescimento microbiano. O produto final da
biodegradacdo polimérica geralmente resulta em biomassa microbiana, H20 e CO:2
(KARIGAR & RAO, 2011; LYAGIN et al., 2018; GHAFFARI MOSANENZADEH al.,
2014; MARIN et al. 2013; COSTA et al., 2014). Dentre estes polimeros, a lignina
apresenta a estrutura mais complexa, contendo aneis aromaticos interligados por
diferentes ligacOes covalentes de C — C e C — O que conferem a molécula uma
caracteristica hidrofobica e uma estrutura recalcitrante de dificil acesso (SUN et al.,
2018). As enzimas capazes de oxidar estas estruturas complexas sdo as ligninases

(lacase, manganés peroxidase, peroxidase versatil e lignina peroxidase).

Dentre as ligninases, destaca-se a lacase, sendo enzima que possui seus mecanismos
de degradacdo mais elucidados e estudados. Os fatores que mais afetam a sintese
enzimatica sdo a temperatura, a composicao do meio de cultura e a presenga ou auséncia
de mediadores fenolicos na reacdo. O foco da degradacdo pela lacase é nos compostos
aromaticos presentes na lignina, contudo, seu ataque é limitado, uma vez que sua
estrutura ndo é representada somente pelos anéis fendlicos (NIGAM, 2018; ELEGIR,
2005).

Os mecanismos de degradacgdo bioldgica da lignina sdo pouco elucidados, uma vez
que sdo gerados muitos metabdlitos e substancias alifaticas e os mecanismos de acao
ainda sdo complexos. Deve-se considerar também que as espécies e as técnicas
utilizadas para sintese enzimatica podem apresentar diferentes resultados e, portanto,
ndo é algo padronizado (KHATAMI et al., 2019; YADA et al., 2019).

Geralmente, os estudos relacionam a producdo enzimatica com a degradacdo dos

polimeros presentes na biomassa lignocelulosica. Como existem enzimas especificas
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para atuar em cada molécula, possivelmente a sintese de ligninases implicara na
degradacédo de lignina, seu principal alvo. Para caracterizar e quantificar a degradacao
de lignina, utiliza-se a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, que é capaz de
identificar os compostos de degradacdo (DATTA et al., 2017; DE CARVALHO
OLIVEIRA et al., 2018).

Figura 10: Representacdo esquematica do alvo de cada ligninase, onde é possivel
visualizar o potencial de acdo da lignina peroxidase e peroxidase versatil sobre as
fracdes ndo fendlicas e manganés peroxidase e lacase sobre as fracGes fendlicas da
lignina.
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Fonte: Datta et al. (2017).
2.4.2 Biodegradacao da Atrazina

A biorremediacdo de ambientes contaminados é uma alternativa de baixo custo e
ambientalmente amigavel, que depende apenas da fisiologia celular dos organismos
capazes de degradar estes compostos (DEON et al., 2012). Para minimizar a toxicidade
de substancias contaminantes ou converté-las em material inorgéanico, o0s
microrganismos sdo capazes de utilizar os compostos contaminantes como fonte de
nutricdo, convertendo-os em subprodutos menos toxicos (TONINI et al., 2010). Por
iSso, com o crescente uso destes compostos, faz-se necessaria a busca por novas
espécies microbianas produtoras de enzimas, capazes de atuar nos processos de
biorremediacdo (VISWANATH et al., 2015).
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Existem alguns compostos como o halogénio, o metiltio-éter e o N-alquil,
presentes no anel s-triazina da atrazina, capazes de inibir o metabolismo microbiano
(VARGHA et al., 2005). Entretanto, existem bactérias como Achromobacter sp e
Pseudomonas sp que foram capazes de degradar completamente a atrazina presente no
solo, através de um consoércio, onde todos 0s genes responsaveis pela degradacdo
estavam presentes e ativos. O produto final da degradacédo geralmente € NH3 e CO- e as
bactérias nitrificantes do solo sdo responsaveis pela ciclagem do nitrogénio resultante
(FERNANDES et al., 2018; 2020). Em ambientes aquéaticos contaminados, a
abordagem ¢ diferente, uma vez que a utilizacdo de oz6nio potencializa o efeito
oxidativo e, consequentemente, atingir uma taxa de degradacéo igual a 99% (DIAS et
al., 2018).

Assim como existem algumas bactérias que carregam 0s genes AtzA, AtzB,
AtzC, AtzD, AtzE e AtzF, responsaveis pela degradacdo da atrazina, hd também alguns
fungos aptos para isto (FERNANDES, 2018). Um exemplo deste sdo algumas espécies
de Aspergillus, Trichoderma, Penicillium, Cladosporium e Fusarium que, nio
necessariamente, possuem todos estes genes, mas que ainda sdo aptas a degradar o
composto em diferentes graus (ROMERO et al., 2014).

A atrazina é degradada em uma variedade de produtos: hidroxiatrazina (HA),
deetilatrazina (DEA) e deetilhidroxiatrazina (DEHA), desisopropilatrazina (DIA) e
desetildeseopropilatrazina (DEDIA), é&cido ciandrico, isopropilamina, biureto e
alofanato. Todos os subprodutos resultantes da degradacdo sdo similares a atrazina,
sendo considerados toxicos e, um dos principais motivos que mantém a toxicidade
destes compostos — mesmo ap6s a degradacdo — é a capacidade de persisténcia e
consequente contaminacdo do ambiente (HANNA BARCHANSKA et al., 2017; HU &
CHENG, 2013; SINGH et al., 2017).

Os fatores que mais influenciam o metabolismo de degradacdo da atrazina por
fungos sdo o pH, a aeracdo, o substrato e o meio de cultivo (MISHRA et al, 2001). Com
as condicdes de cultivo favoraveis para o metabolismo fungico, que é variavel de
espécie para espécie, 0 organismo é capaz de degradar a atrazina em diferentes graus,
embora ainda ndo tenha sido relatado na literatura a total degradagdo (HENN et al.,
2020). Embora a via metabdlica da degradacdo da atrazina por fungos ainda nédo seja

totalmente elucidada, geralmente, os fungos tendem a degradar a atrazina através da


https://link.springer.com/article/10.1007/s11356-016-7798-3#auth-Hanna-Barchanska
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remocdo sequencial de substituintes do anel aromatico, que é iniciada pela fase de
dealquilacdo, a principal fase da via metabdlica da atrazina (MOUGIN et al., 1994;
1997).

Figura 11: Representagdo das estruturas alvo de cada gene envolvido na degradacédo de
atrazina.
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Fonte: Adaptado de Udikovig-Kolig et al. (2012)
CONSIDERACOES FINAIS

A utilizagdo de enzimas em processos biotecnoldgicos é uma realidade
cotidiana. Nota-se sua importancia nos mais diversos setores industriais: alimenticio,
téxtil, farmacéutico, cosmetoldgico, entre outros. Embora possam ser sintetizadas
quimicamente e biologicamente, tem-se considerado o uso de enzimas microbianas,
principalmente pela facilidade de controle metabdlico destes organismos. O principal
fator limitante do uso de enzimas destas origens € o custo de processamento das

enzimas, que envolve desde as etapas de extracdo, até as etapas de purificacéo.

Uma opcdo para reducdo dos custos de processamento é a utilizacdo de

substratos alternativos, como os residuos agroindustriais. Se por um lado o volume
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gerado de residuos é o principal responsavel pelo acimulo de matéria organica, por
outro lado pode ser considerado um fator importante na reducdo do custo da sintese de

enzimas e dos impactos ambientais.

Assim sendo, objetivou-se com este trabalho, a producdo de enzimas oxidases
(lacase e manganés peroxidase) e eficiéncias destas na despolimerizacdo da biomassa
lignocelul6sica e da atrazina, por fungos filamentosos através da fermentacdo em estado

solido (FES) utilizando como fonte de carbono o bagago de cana.



32

REFERENCIAS

AGROFIT Agrot: sistema de agrotoxicos tossanitarios. Disponivel em:
http://agrofit.agricultura.gov.br/primeira_pagina/extranet/ AGROFIT.html.
Acesso em: fev. 2021.

AL-JAWHARI, I. F. H. Heavy Metals, Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHS),
Radioactive Materials, Xenobiotic, Pesticides, Hazardous Chemicals and Dyes
Bioremediation. Phytobiont and Ecosystem Restitution, 2018.

ASINA, F.; BRZONOVA, |.; VOELLER, K.; KOZLIAK, E.; KUBATOVA, A.; YAO
B.; JI, Y. Biodegradation of lignin by fungi, bacteria and laccases. Bioresource
Technology, 2016.

BAIRD, C.; CANN, M. Quimica Ambiental. 4. ed. Porto Alegre, RS: Bookman. xi,
844 p., 2011.

BARCHANSKA, H.; SAIDAK, K.; SZCZYPKA, K. et al. Atrazine, triketone
herbicides, and their degradation products in sediment, soil and surface water samples
in Poland. Environmental Science and Pollution Research, 24, 644-658, 2017.

BARRETO, F. M. D. S.; ARAUJO, J. C. D; NASCIMENTO, R. F. D. Caracterizacao
Preliminar da Carga de Agrotoxico Presente na Agua Subterranea em Tiangua - Ceara
(BRASIL). Congresso Brasileiro de Aguas Subterraneas, 13. Sdo Paulo: 20 p. 2004.

BINOD, P., PALKHIWALA, P., GAIKAIWARI, R., NAMPOOTHIRI, K.M.,
DUGGAL, A. DEY, K., et al. Industrial enzymes — present status and future
perspectives for India. Journal of Scientific and Industrial Research, 72, 271-286,
2013.

BOUWMAN, H. POPs in Southern Africa. In: Fiedler H: The hand book of
environmental chemistry, persistent organic pollutants, 3rd edn, 2003.

CARVALHO, M. A.; COSTA, L. M. A. S.; DA SILVEIRA, D. M.; DIAS, D. R;
ZIED, D. C.; DIAS, E. S. Ligninase and Cellulase Activity of Lentinula edodes (Berk.)
Pegler Strains in Different Culture Media. Journal of Pure and Applied
Microbiology, 10(3), p. 1683-1691, 2016.

CEPEA, 2020. Disponivel em: https://www.cepea.esalg.usp.br/br/pib-do-
agronegocio-brasileiro.aspx. Acesso em: mar. 2021.

CHEN, C.; GONZALEZ, F. J; IDLE, J. R. LC-MS-based metabolomics in drug
metabolism. Drug Metabolism, 39 (2-3), 581-597, 2007.

CHEN, J.; LI, Q. X.; SONG, B. Chemical Nematicides: Recent Research Progress and
Outlook. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 68 (44), 2020.

COELHO, M. A. Z.; SALGADO, A. M,; RIBEIRO, B. D.; Tecnologia Enzimatica, 12
ed., EPUB: Rio de Janeiro, 2008.

CONAB. Companhia Nacional de Abastecimento. Acompanhamento de safra
Brasileira: Cana-de-Acucar, segundo levantamento. Disponivel em:


https://www.cepea.esalq.usp.br/br/pib-do-agronegocio-brasileiro.aspx
https://www.cepea.esalq.usp.br/br/pib-do-agronegocio-brasileiro.aspx

33

https://www.conab.gov.br/info-agro/safras/cana/boletim-da-safra-de-cana-de-
acucar. Acesso em: fev. 2021.

CONAMA — Conselho Nacional de Meio Ambiente. RESOLUCAQO N° 430, DE 13 DE
MAIO DE 2011. Dispde sobre as condicdes e padrdes de lancamento de efluentes,
complementa e altera a Resolucdo no 357, de 17 de marco de 2005, do Conselho
Nacional do Meio Ambiente-CONAMA. Disponivel em
http://www.mma.gov.br/port/conama/legiabre.cfm?codlegi=646. Acesso em: fev.
2021.

COSTA FILHO, D.V.; SILVA, AJ.; SILVA, P.AP.; SOUSA, F.C. Aproveitamento de
Residuos Agroindustriais na Elaboracdo De Subprodutos. Cointer - Pdvagro, 2017.

COSTA, C. Z,; ALBUQUERQUE, M. C. C.; BRUMB, M. C.; CASTRO, M. A.
Degradacdo microbioldgica e enzimatica de polimeros: uma revisdo. Quimica Nova, V.
38, n. 2, p. 259-267, 2015.

DATTA, S.; SINGH, S.; KUMAR, V.; SIDHU, K. G. D. S. D.; KUMAR, D. S. A. S;;
SINGH, J. Endophytic bacteria in xenobiotic degradation. Microbial Endophytes:
Prospects for Sustainable Agriculture, 2020.

DE SOUZA LOPES, L.; VIEIRA, N.; RODRIGUES DA LUZ, JOSE.MARIA., DE
CASSIA SOARES DA SILVA, M.; CARDOSO, W. S.; MEGUMI KASUYA, M. C.
Production of fungal enzymes in Macauba coconut and enzymatic degradation of textile
dye, Biocatalysis and Agricultural Biotechnology, 2020.

DEON, M. C. et al. Biorremediacdo de solos contaminados com residuos oleosos
através de bioaumentacdo e atenuacdo natural. Semina: Ciéncias Exatas e
Tecnoldgicas, v. 33, p. 73-82, 2012

DEVI, P.; D’'SOUZA, L.; KAMAT, T.; RODRIGUES, C.; NAIK, C. G. Batch culture
fermentation of Penicillium chrysogenum and a report on the isolation, purification,
identification and antibiotic activity of citrinin. Indian Journal of Marine Science, 38
(1), 3844, 20009.

DIAS, A. C. L.; SANTOS, J. M. B.; SANTOS, A. S. P,; BOTTREL, S. L. C;
PEREIRA, R. O. Ocorréncia de Atrazina em aguas no Brasil e remo¢do no tratamento
da agua: revisdo sistematica. Revista Internacional de Ciéncias, v. 08, n. 02, p. 234-
253, 2018,

DOS SANTOS, P. S.; SOLIDADE, L. S.; SOUZA, J. G. B.; LIMA, G. S.; BRAGA Jr,
A. C. R;; ASSIS, F.G.V.; LEAL, P. L. Fermentacdo em estado sélido em residuos
agroindustriais para a producdo de enzimas: uma revisdo sistematica. The Journal of
Engineering and Exact Sciences, v. 04, n. 02, p. 181-188, 2018.

EIBES, G.; CAJTHAML, T.; MOREIRA M. T.; FENOO, G.; LEMA, J. M,
Enzymatic degradation of anthracene, dibenzothiophene and pyrene by manganese
peroxidase in media containing acetone. Chemosphere 64: 408-414, 2006.

ELEGIR, G.; KINDL, A.; SADOCCO, P.; ORLANDI, M. Development of
antimicrobial cellulose packaging through laccase-mediated grafting of phenolic
compounds. Enzyme Microbial Technology. 43, 84-92, 2008.


https://www.conab.gov.br/info-agro/safras/cana/boletim-da-safra-de-cana-de-acucar
https://www.conab.gov.br/info-agro/safras/cana/boletim-da-safra-de-cana-de-acucar
http://www.mma.gov.br/port/conama/legiabre.cfm?codlegi=646

34

EMBRAPA. Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria. Ciéncia que Transforma:
Resultados e Impactos Positivos da Pesquisa Agropecuaria na Economia, no Meio
Ambiente e na Mesa do Brasileiro. Embrapa, 2020.

ENZYME DATABASE — BRENDA, (N. D.). Disponivel em: http://www.brenda-
enzymes.org. Acesso em: fev. 2021.

ESSER H. O.; DUPUIS G.; EBERT E., MARCO G. J.; VOGEL C. s-Triazines. In:
Kearney PC, Kaufman DJ (eds) Herbicides, chemistry, degradation and mode of
action. Marcel Dekker, New York, pp 129-208, 1975.

FERNANDES, A.F.T.; WANG, P.; STALEY, C.; MORETTO J. A. S; ALTARUGIO,
L. A.; CHAGAS, S. C.; GUEDES, S. E.; JAY, S. M. Impact of Atrazine Exposure on
the Microbial Community Structure in a Brazilian Tropical Latosol Soil. Microbes
Environmental. 35(2), 2020.

FERNANDES, A. F. T.; BRAZ, V. S.; BAUERMEISTER, A.; RIZZATO P. J. A,
LOPES, N. P.; STEHLING, E. G. Degradation of atrazine by Pseudomonas sp. and
Achromobacter sp. isolated from Brazilian agricultural soil. International
Biodeterioration & Biodegradation, 2018.

FERRARI, F.; GOMES, D. M; MARCON, E. F.; MACCHERONI, W.; FORNI-
MARTINS, E. R. Mapping chromosome of sugarcane by FISH. In: Society for
Experimental Biology Annual Main Meeting. Programme and abstract Book, 2010

FERREIRA, F. L.; DALL’ANTONIA, C. B.; SHIGA, E. A.; ALVIM, L. J.; PESSONI,
R. A. B. Sugarcane bagasse as a source of carbon for enzyme production by filamentous
fungi. Hoehnea, 45(1), 134-142, 2018.

FILIPPI, G. C. A.; GUARNIERI, P. O agronegocio brasileiro e o0 mundo rural: reviséo
sistematica de literatura. Revista Agropampa, v. 3, n. 3, 2020.

FILLAT, U.; IBARRA, D.; EUGENIO E. M.; MORENO, D. A;; TOMAS-PEJO, E.;
MARTIN-SAMPEDRO, R. Laccases as a Potential Tool for the Efficient
Conversion of Lignocellulosic Biomass: A Review. Fermentation, 3(2), 17, 2017.

FITZPATRICK, M.; CHAMPAGNE, P.; CUNNINGHAM, F. M.; WHITNEY, A.R. A
biorefinery processing perspective: Treatment of lignocellulosic materials for the
production of value-added products. Bioresource Technology, v. 101, p. 8915-8922,
2010.

FLORENCIO, C.; COURI, S.; FARINAS, C. S. Correlation between Agar Plate
Screening and Solid-State Fermentation for the Prediction of Cellulase Production by
Trichoderma Strains. Enzyme Research (Online), v. 2012, p. 1-7, 2012,

YADA, G. M.; SHIRAISHI, I. S.; DEKKER, R. F. H.; SCHIRMANN, J. G;
BARBOSA-DEKKER, A. M.; DE ARAUJO, I. C.; ABREU, L. M.; DANIEL, J. F. S.
Soil and entomopathogenic fungi with potential for biodegradation of insecticides:
degradation of flubendiamide in vivo by fungi and in vitro by laccase. Annals Of
Microbiology, v. 69, p. 1517-1529, 2019.


http://www.brenda-enzymes.org/
http://www.brenda-enzymes.org/
http://lattes.cnpq.br/8317605349425304

35

GHAFFARI MOSANENZADEH, S.; NAGUIB, H. E.; PARK, C. B.; ATALLA, N.; J.
Effect of biopolymer blends on physical and Acoustical properties of biocomposite
foams. Journal of Polymer Science, Polymer Physics, 52, 1002, 2014.

GIBBLE, R. E.; BAER, K. N. Effects of atrazine, agricultural runoff, and selected
effluents on antimicrobial activity of skin peptides in Xenopus laevis. Ecotoxicology
and Environmental Safety, 74, 593-599, 2011

GIL, A.; SILES, J. A.; SERRANO, A.; MARTIN, M. A. Mixture optimization of
anaerobic co-digestion of tomato and cucumber waste. Environmental Technology,
36, 2628-2636, 2015.

GLOBO RURAL. “Bagaco de cana produz papel biodegradavel”. Revista Globo Rural,
2011. Disponivel em:
http://revistagloborural.globo.com/Revista/Common/0,,EM1281184-18080,00
BAGACO+DE+CANA+PRODUZ+PAPEL+BIODEGRADAYV L.html Acesso em:
mar. 2021.

GLOBO RURAL. “Primeira fabrica que produz papel a partir da palha da cana ¢
inaugurada em  SP”. Revista Globo Rural, 2017. Disponivel em:
https://revistagloborural.globo.com/Noticias/Agricultura/noticia/2017/02/globorur
al primeira-fabrica-que-produz-papel-a-partir-da-palha-da-cana-e inauguradaem-
sp.html Acesso em: mar. 2021.

GOODMAN, B. A. Utilization of Waste Straw and Husks from Rice Production: A
Review. Journal of Bioresources and Bioproducts, 2020.

HASCHEK, W. M.; ROUSSEAUX, C. G.; WALLIG, M. A.; BOLON, B.; OCHOA, R.
Haschek and Rousseaux's Handbook of Toxicologic Pathology, 2013.

HENN, C.; MONTEIRO, D. A.; BOSCOLO, M.; DA SILVA, R.; GOMES, E.
Biodegradation of Atrazine and Ligninolytic Enzyme
Production by Basidiomycete Strains. BMC Microbiology, v. 20, n. 266, 2020.

JOHNSON, E. A.; ECHAVARRI-ERASUN, C. The Yeasts: Yeast Biotechnology, p.
21-44, 2011.

HILOIDHARI, M.; BHUYAN, N.; GOGOI, N.; SETH, D.; GARG, A.; SINGH, A,
PRASAD, S. Agroindustry wastes: biofuels and biomaterials feedstocks for sustainable
rural development. Refining Biomass Residues for Sustainable Energy and
Bioproducts. 357-388, 2020.

HOFRICHTER, M. Review: lignin conversion by manganese peroxidase (MnP).
Enzyme Microbiology and Technology, v. 30, p. 454-466, 2002

HOUBRAKEN, J.; DE VRIES, R. P; SAMSON, R. A. Modern Taxonomy of
Biotechnologically Important Aspergillus and Penicillium Species. Advances in
Applied Microbiology, v.86, 2014.

HU, E.; CHENG, H. Rapid extraction and determination of atrazine and its degradation
products from microporus mineral sorbents using microwave-assisted solvente
extraction followed by ultra-HPLC-MS/MS. Microchim Acta, 180: 703-710, 2013


http://revistagloborural.globo.com/Revista/Common/0,,EMI281184-18080,00%20BAGACO+DE+CANA+PRODUZ+PAPEL+BIODEGRADAV%20L.html
http://revistagloborural.globo.com/Revista/Common/0,,EMI281184-18080,00%20BAGACO+DE+CANA+PRODUZ+PAPEL+BIODEGRADAV%20L.html
https://revistagloborural.globo.com/Noticias/Agricultura/noticia/2017/02/globorural%20primeira-fabrica-que-produz-papel-a-partir-da-palha-da-cana-e%20inauguradaem-sp.html
https://revistagloborural.globo.com/Noticias/Agricultura/noticia/2017/02/globorural%20primeira-fabrica-que-produz-papel-a-partir-da-palha-da-cana-e%20inauguradaem-sp.html
https://revistagloborural.globo.com/Noticias/Agricultura/noticia/2017/02/globorural%20primeira-fabrica-que-produz-papel-a-partir-da-palha-da-cana-e%20inauguradaem-sp.html
javascript:void(0)
javascript:void(0)

36

JAKINALA, P.; LINGAMPALLY, N.; KYAMA, A.; HAMEEDA, B. Enhancement of
atrazine biodegradation by marine isolate Bacillus velezensis MHNKZ1 in presence of
surfactin lipopeptide. Ecotoxicology and Environmental Safety, 182, 2019.

JEFFRIES, T. W. Biodegradation of lignin and hemiceluloses. Biochemistry of
Microbial Degradation. p. 233-277, 1994.

JOSHI, S.; SATYANARAYANA, T. In vitro engineering of microbial enzymes with
multifarious applications: Prospects and perspectives. Bioresource Technology, 2014.

KARIGAR C. S.; RAO, S. S. Role of Microbial Enzymes in the Bioremediation of
Pollutants: A Review. Enzyme Research, p. 1-11, 2011.

KHATAMI, S.; DENG, Y., HATCHER, P. G. Lignin Contribution to Aliphatic
Constituents of Humic Acids through Fungal Degradation, Journal of Environmental
Quiality, 20109.

KOPPEL, N., REKDAL, V.M., BALSKUS, E.P., 2017. Chemical transformation of
xenobiotics by the human gut microbiota. Science, 356 (6344), 2017.

KORRAPATI, M. C., MEHENDALE, H. M. Urea. In: Wexler, Philip (Ed.)
Encyclopedia of Toxicology, second ed., vol. 4. Elsevier, New York, pp. 409e411,
2005.

KRUGER, E.L.; SOMASUNDARAM, L.; KANWAR, R.S.; COATS, J.R. Persistence
and degradation of [14C] atrazine and deisopropilatrazine as affected by soil depth and
moisture conditions. Environmental Toxicology and Chemistry, v.12, p.1959-1967,
1993.

KUMAR R; KAUR J; JAIN S; KUMAR A. Optimization of laccase production from
Aspergillus favus by design of experiment technique: partial purification and
characterization. Journal of Genetic Engineering and Biotechnology, 125-131, 2016.

LI, J.; SUN, F.; LI, X.; YAN, Z.; YUAN, Y.; LIU, X.F. Enhanced saccharification of
corn straw pretreated by alcali combining crude ligninolytic enzymes. Journal of
Chemical Technology and Biotechnology, 87, 1687-1693, 2012.

LIAUD, N.; GINIE, S. C.; NAVARRO, D.; FABRE, N.; CRAPART, S.; HERPOE, L ;
GIMBERT, I; LEVASSEUR, A.; RAOUCHE, S.; SIGOILLOT, J. C. Exploring fungal
biodiversity: organic acid production by 66 strains of filamentous fungi. Fungal
Biology Biotechnology, 2014,

LIU, Y. S.; ZENG, Y.; LUO, Y. Does the cellulose-binding module move on the
cellulose surface? Cellulose, 16 (4), 587e597, 2009.

LYAGIN, I. V.; EFREMENKO, E. N. Biomolecular engineering of biocatalysts
hydrolyzing neurotoxic organophosphates. Biochimie, v. 144, p. 115-121, 2018.

MAESTRELLO, C. C.; GUIMARAES, L. H. S. Potential of the Aspergillus labruscus
ITAL 22.223 as a producer of cellulolytic enzymes and xylanase under solid-state
fermentation. International Journal of Scientific Reports, v. 4, p. 147-152, 2018.


https://www.researchgate.net/scientific-contributions/2136699968_Tulasi_Satyanarayana
http://lattes.cnpq.br/0544094782013333

37

MAHIA, J.; MARTIN, A.; CARBALLAS, T.; RAVINA, M. D. Atrazine degradation
and enzyme activities in an agricultural soil under two tillage systems. Science Total
Environment. 378, 187-194, 2007.

MARIN, E.;BRICENO, M.l.;CABALLERO, G. C. Critical evaluation of
biodegradable polymers used in nanodrugs. International Journal of Nanomedicine,
v.8, p. 3071-3090, 2013.

MARKET ANALYSIS REPORT. Enzymes Market Size, Share & Trends Analysis
Report By Application (Industrial Enzymes, Specialty Enzymes), By Product
(Carbohydrase, Proteases, Lipases), By Source, By Region, And Segment Forecasts,
2020 — 2027. Disponivel em: https://www.grandviewresearch.com/industry
analysis/enzymes-industry. Acesso em: fev. 2021.

MAURYA, P. K.; MALIK, D. S. Bioaccumulation of xenobiotics compound of
pesticides in riverine system and its control technique: a critical review. Journal of
Industrial Pollution Control, 32(2), 2016.

MOUGIN, C.; LAUGERO, C.; ASTHER, M.; DOBROCA, J.; FRASSE, P.; ASTHER,
M. Biotransformation of the herbicide atrazine by the white-rot fungus Phanerochaete
chrysosporium. Applied and Environmental Microbiology, v. 60, n.2, p. 705-708,
1994.

NIGAM, D.; ASTHANA, M.; KUMAR, A. Penicillium: A Fungus in the Wine and
Beer Industries. New and Future Developments in Microbial Biotechnology and
Bioengineering, 2018.

OGUNYEWO, 0. A.; RANDHAWA, A, JOSHI, M.; JAIN, KUMAR, K;
WADEKAR, P.; ODANETH, A. A.; LALI, A. M.; YAZDANI, S. S. Engineered
Penicillium funiculosum produces potent lignocellulolytic enzymes for saccharification
of various pretreated biomasses. Process Biochemistry, 2020.

DE CARVALHO OLIVEIRA, F.; SRINIVAS, K.; HELMS, G. L.; ISERN, N. G,
CORT, J. R.; GONCALVES, A. R.; AHRING, B. K. Characterization of coffee (Coffea
arabica) husk lignin and degradation products obtained after oxygen and alkali
addition. Bioresource Technology, 2018.

ORZECHOWSKI, J. et al. Avaliacdo do potencial de descoloracéo e de detoxificacdo
de corantes téxteis por lacase de Pleurotus sajor-caju. Evidéncia, ciéncia e
biotecnologia, 2018.

PADHI, T. Metabolic syndrome and skin: psoriasis and beyond. Indian Journal of
Dermatology, 58 (4), 299-305, 2013.

PFALTZGRAFF, L. A. Green chemistry, biorefineries and second generation strategies
for re-use of waste: an overview. Advances in Biorefinieries, 3-33, 2014.

PIRES, O. A. B. Producéo e aplicagdo de extratos enzimaticos de fungos da podridao
branca como pré-tratamento para sacarificacdo de residuos agricolas. 2015. 51 f.
Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagdo) — Universidade Tecnoldgica Federal
do Parand, Curitiba, 2015

PITT, J. I.; CSIRO. Penicillium and Talaromyces: Introduction. Animal, Food and
Health Sciences, 2014.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Marin%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23990720
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brice%C3%B1o%20MI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23990720
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Caballero-George%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23990720
https://www.grandviewresearch.com/industry%20analysis/enzymes-industry
https://www.grandviewresearch.com/industry%20analysis/enzymes-industry
https://www.icontrolpollution.com/
https://www.icontrolpollution.com/

38

QADIR, A. M. Z.; HASHMI, A. M. Xenobiotics, Types, and Mode of Action. (eds.),
Xenobiotics in the Soil Environment, Soil Biology 49, 2017.

QIAN, X.; OLGA, G.; CHEN, L..; ZHANG, W.; DONG, W.; MA, J.; XIN, F.; JIANG,
M.; OCHSENREITHER, K. Continuous self-provided fermentation for microbial lipids
production from acetate by using oleaginous yeasts Cryptococcus podzolicus and
Trichosporon porosum. Renewable Energy, 737-743, 2020.

RANI, A.; SAGHIR, A.; USMAN, S., CH, K. M.; ALI, S. Residual effects of pesticides
on human health as perceived by farmers in Tehsil Faisalabad Sadar, Punjab, Pakistan.
Professional Medical Journal, 27(2):395-402, 2020.

RAY, R. C.; AND BEHERA, S. S. Solid State Fermentation for Production of
Microbial Cellulases, Biotechnology of Microbial Enzymes, 2017.

REHMAN, H. U,; SIDDIQUE, N. N.; AMAN, A.; NAWAZ, M. A,; BALOCH, A. H.;
QADER, S. A. U. Morphological and molecular based identification of pectinase
producing Bacillus licheniformis from rotten vegetable. Journal of Genetic
Engineering and Biotechnology. v.13, p.139 —144, 2015.

ROBERTS, J. R.; KARR C. K. Technical report—pesticide exposure in children.
American Academy of Pediatrics, Council on Environmental Health. Pediatrics,
130(6), 2012.

RODRIGUES, P. O.; GURGEL, L. V. A.; PASQUINI, D.; BADOTTI, F.; GOES-
NETO, A.; BAFFI, M. A. Lignocellulose-degrading enzymes production by solid-state
fermentation through fungal consortium among Ascomycetes and Basidiomycetes.
Renewable Energy, 145, 2683-2693, 2020.

DE FIGUEIREDO, M. C. B.; RODRIGUES, G. S.; CALDEIRA-PIRES, A.; ROSA, M.
F.; DE ARAGAO, F. A. S.; VIEIRA)V. P. P. B.: MOTA, F. S. B. Environmental
performance evaluation of agro-industrial innovations part 1: Ambitec-Life Cycle, a
methodological approach for considering life cycle thinking. Journal of Cleaner
Production, v. 18, p. 1366-1375, 2010.

ROSA, S.; GARCIA, J. O etanol de segunda geracdo: limites e oportunidades. Revista
do BNDES, p. 117-155, 2009.

SANCHEZ, S.; DEMAIN, A. L. Useful Microbial Enzymes: An Introduction.
Biotechnology of Microbial Enzymes, 2017.

SANTOS, F. A, et al. Potencial da palha de cana-de-agucar para producdo de etanol.
Quimica Nova, v. 35, n. 5, p. 1004-1010, 2012.

SANTOS, F.; EICHLER, P.; MACHADO, G.; MATTIA, J.; DE SOUZA, G. Sugarcane
Biorefinery, Technology and Perspectives. By-products of the sugarcane industry.
Chapter 2. 2020.

SARROUH, B. F.; DA SILVA, S. S. Application of Response Surface Methodology for
Optimization of Xylitol Production from Lignocellulosic Hydrolysate in a Fluidized
Bed Reactor. Chemical Engineering & Technology, v. 33, p. 1481-1487, 2010.


http://lattes.cnpq.br/9233471904227470
http://lattes.cnpq.br/9430311933773535
http://lattes.cnpq.br/7685193163728288
http://lattes.cnpq.br/8279559661059956
http://lattes.cnpq.br/7204534064025448

39

SCHEUNERT, I. Transformation and degradation of pesticides in soil. Em: EBING, W.
ed Terrestrial Behaviour of Pesticides. Springer verlag, p.25-75, 1992.

SCHIAVON, M. Studies of the leaching of atrazine, of its chlorinated derivatives, and
of hydroxyatrazine from soil using 14C ring-labelled compounds under outdoor
conditions. Ecotoxicology and Environmental Safety, 15, 46-54, 1988.

SHARMA, A.; SHUKLA, A.; ATTRI, K.; KUMAR, M.; KUMAR, P.T; SUTTEE, A,;
SINGH, G.; BARNWAL, R. P.; SINGLA, N. Global trends in pesticides: A looming
threat and viable alternatives. Ecotoxicology and Environmental Safety, 201, 2020.

SILVA, R., CARDOSO, C., & SCORZA JUNIOR, R. Desenvolvimento e Validacio de
um Método Analitico para Quantificacdo de Atrazina do Fipronil e seus Produtos de
Degradacdo em Amostras de Solo por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.
Ciéncia e Natura, 37(3), 693-702, 2015.

SINGH, S.; KUMAR, V.; CHAUHAN, A.; DATTA, S.; WANI, A. B; SINGH, N.;
SINGH, J. Toxicity, degradation and analysis of the herbicide atrazine. Environmental
Chemistry Letters, 2017.

SUN, Z.; FRIDRICH, B.; DE SANTI, A.; ELANGOVAN, S.; BARTA, K. Bright Side
of Lignin Depolymerization: Toward New Platform. Chemicals. v. 182, n.2, p. 614-
678, 2018.

TERPE, K. Overview of bacterial expression systems for heterologous protein
production: from molecular and biochemical fundamentals to commercial systems.
Applied Microbiology Biotechnology. 72, 211-222, 2006.

THURSTON, C.F. The structure and function of fungal laccases. Microbiology, 140,
19-26, 1994.

TONINI, R. M. C. W.; REZENDE, C. E. DE; GRATIVOL, A. D. Degradacao e
biorremediagcdo de compostos do petrdleo por bactérias: Revisdo. Oecologia Australis,
v. 14, n. 4, p. 1010-1020, 2010

UDIKOVIC-KOLIC, N.; SCOTT, C.; MARTIN-LAURENT, F. Evolution of atrazine
degrading capabilities in the environment. Applied Microbiology and Biotechnology,
v.96,n.5, p. 1175-1189, 2012.

VARGHA, M., TAKATS, Z., MARIALIGETI K. (2005), Degradation of atrazine in a
laboratory scale model system with Danube river sediment. Water Research, 39, 1560
- 1568.

VIEIRA, L. A. J.; ALVES, R. D. F. B.; MENEZES-SILVA, P. E.; MENDONCA, M.
A. C.; SILVA, M. L. F,; SILVA, M. C. A. P,; FARNESE, F. S. Water contamination
with atrazine: is nitric oxide able to improve Pistia stratiotes phytoremediation
capacity? Environmental Pollution, 2020.

VISWANATH B., RAJESH B., JANARDHAN A, KUMAR A.P, AND
NARASIMHA G. Fungal laccases and their applications in bioremediation. Enzyme
Research, 2015.



40

VOLESKY, B.; MCGILL; JOHN H. T. LUONG. Microbial Enzymes: Production,
Purification, And Isolation. CRC Critical Reviews in Biotechnology, 2008.

WACKETT, L. P.,, SADOWSKY, M. J., MARTINEZ, B., SHAPIR, N. (2002),
Biodegradation of atrazine and related s- triazine compounds: from enzymes to field
studies. Applied Microbiology and Biotechnology, 58, 39- 45.

WANG, S.; ZHENG, D.; YIN, L.; WANG, F. Preparation, activity and structure of
cross-linked enzyme aggregates (CLEAs) with nanoparticle. Enzyme Microbiology
Technology, 107:22-31, 2017.

WOSTEN, H. A. B. Filamentous fungi for the production of enzymes,
chemicals and materials. Current Opinion in Biotechnology, 59:65-70, 2019.

YANG, X.; WEI, H.; ZHU, C.; GENG, B. Biodegradation of atrazine by the novel
Citricoccus sp. strain TT3. Ecotoxicology and Environmental Safety, 147, 144-150,
2018.

ZAYA, R. M.; AMINI, Z.; WHITAKER, A. S.; KOHLER, S. L.; IDE, C. F. Atrazine
exposure affects growth, body condition and liver health in Xenopus laevis tadpoles.
Agquatic Toxicology, 104, 243-253, 2011.

ZHAO, X.; HUANG, X.; YAO, J.; ZHOU, Y.; JIA, R. Fungal Growth and Manganese
Peroxidase Production in a Deep Tray Solid-State Bioreactor, and In Vitro
Decolorization of Poly R-478 by MnP. Journal of Microbiolog and Biotechnology,
25(6), 803-813, 2015.

ZHU, Y.; BOYE, A.; BODY-MALAPEL, M.;: HERKOVITS, J. The Toxic Effects of
Xenobiotics on the Health of Humans and Animals, BioMed Research International,
2017.


https://www.jmb.or.kr/
https://www.jmb.or.kr/

41

SEGUNDA PARTE

Artigo 1: DEGRADACAO SIMULTANEA DE BAGACO DE CANA E
ATRAZINA POR FUNGOS FILAMENTOSOS EM BIORREATOR DE
COLUNA
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ABSTRACT

Sugarcane is an important Brazilian agricultural crop, responsible for the production of
sugar, bioethanol and cachaca, a typical Brazilian drink. Its residue, sugarcane bagasse,
is the one that is generated in greater quantity. To maintain productivity, it is necessary
to use agricultural inputs and, in this culture, one of the most used is the herbicide
Atrazine. In addition to the problems caused by the accumulation of organic matter in
the waste, the incorrect use of these inputs harms the environment. To minimize these
impacts, bioremediation strategies using microorganisms have been devised to add
value to agricultural waste and convert contaminating compounds into less toxic
products. The objective of this work was to produce ligninolytic enzymes of
filamentous fungi through solid-state fermentation using sugarcane bagasse as an
alternative carbon source and to evaluate its efficiency in the degradation of sugarcane
bagasse and atrazine. Laccase production was evaluated by Penicillium brevicompactum
CCDCA 11400 in low scale and the scale-up of enzymatic production in column
bioreactor at times 0, 7 and 14 days, at 19 ° C and 23 ° C and pH 4 and 7. Sugarcane
bagasse degradation was evaluated in six different assays: control, pure enzyme,
inoculum of P. brevicompactum CCDCA 11400 (pH 4), crude extract (pH 4), crude
extract (pH 7) and inoculum of P. brevicompactum CCDCA 11400 (pH 7). The analysis
of High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) was performed to quantify
carbohydrates: arabinose, glucose, xylose and cellobiose and organic acids: glucuronic
acid, formic acid and acetic acid and furfural and hydroxymethylfurfural. The highest
enzyme activities were obtained at a low scale at pH 4 at 19 ° C after 14 days of
fermentation, with the highest value being equal to 1801 U/L. In a bioreactor, the
highest value of laccase activity was also obtained at 19 ° C, but at pH 7, in the amount
of 965.5 U / L. Regarding the degradation of sugarcane bagasse, the best results were
obtained when combined with atrazine, especially when using the inoculum of P.
brevicompactum CCDCA 11400, where about 40% of the substrate was degraded,
possibly promoted by enzymatic activity, which also was greater in these conditions.
The concentrations of glucose, xylose and acetic acid obtained showed that
hemicellulose was depolymerized and that, probably, during fermentation, sugarcane
bagasse was the target of attacks by other lignocellulolytic enzymes besides laccase.
Considering the fact that furfural and hydroxymethylfurfural are fermentation inhibitor
compounds, the concentration achieved was too low to be able to prejudice the
bioconversion of sugarcane bagasse. That said, the results obtained in the present study
were satisfactory for the production and application of laccase of Penicillium
brevicompactum CCDCA 11400, which prove the biotechnological potential of this
Specie.

Keywords: Bioremediation. Laccase. Penicillium brevicompactum. Low scale; Scale-
up. Lignocellulosic biomass.
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1 INTRODUCAO

O agronegocio é um importante setor produtivo para a economia brasileira,
empregando cerca de 2,4 milhGes de pessoas, somente no estado de Minas Gerais (CIM,
2021). O pais destaca-se principalmente nas culturas de café, soja, milho e cana-de-
acucar e, em 2020, a producdo recorde de gréos atingiu a marca de 252 milhdes de
toneladas (CONAB, 2020). De forma incontestavel, o aumento da produtividade e a
competitividade sdo resultado de um conjunto de fatores, dentre eles 0 uso de insumos
agricolas, como os pesticidas, que combatem o desenvolvimento de ervas daninhas,
fitopatodgenos, nematoides e insetos (GIOVANINI et al., 2019; CASTRO et al., 2017).

Em contrapartida, tanto o aumento da produtividade quanto o uso constante de
insumos agricolas, implicam em consequéncias ambientais graves, como o acumulo de
material organico nas areas de producdo, contaminacéo do solo e dos recursos hidricos,
bem como a intoxicacdo humana pela ingestdo destas substancias através dos alimentos
(RICARDINO et al., 2020; DE CAMPOS et al., 2021). Dada tamanha importancia e
necessidade de se manter a alta produtividade, € indispensavel que os residuos do
processamento da agroindustria recebam o tratamento e o destino correto e que 0s
insumos agricolas sejam utilizados nas doses indicadas (COSTA et al., 2020; DE
SOUZA FILHO, 2021).

A cana-de-acucar é empregada para producédo de agucar, bioetanol e de cachaca,
uma bebida tipicamente brasileira. Da producdo destes, gera-se mais de 2,3 ton/ano,
caracterizando-se como o setor produtivo que mais gera residuos. De modo geral, o
volume gerado é maior que a destinacdo como geracdo de energia ou compostagem,
causando um acumulo de material organico nas areas de producdo (MOURA &
LANDAU, 2020; EMBRAPA, 2020). Dos residuos, destaca-se o bagaco de cana
(OLIVEIRA et al., 2020).

O bagaco de cana é um subproduto com alto potencial biotecnolégico e tem sido
utilizado para diversas aplicagdes (MUSTAFA et al., 2020). Dentre elas, a utilizacao
deste como substrato em fermentacOes para producdo de compostos de interesse, tais
como enzimas, acidos graxos, vitaminas e aminoacidos (HILARES et al., 2018; PATEL
et al., 2017; FERREIRA et al., 2018; CARVALHO et al., 2020). A capacidade dos
microrganismos na utilizacdo deste material como fonte de carbono se da pela sua

composigéo: 50% celulose, 25 % hemicelulose e 25% lignina. Assim, 0 microrganismo
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é capaz de sintetizar enzimas alvo para um dos polimeros presentes na biomassa do

bagaco de cana e transforméa-los em acucares fermentaveis (NIGAM et al., 2018).

Microrganismos capazes de produzir enzimas despolimerizantes podem também
serem capazes de degradar outras moléculas complexas, como aqueles presentes nos
pesticidas (KUMAR & CHANDRA, 2020; QADIR et al., 2021). Um exemplo é o
herbicida Atrazina, comumente utilizado na lavoura da cana-de-aglcar. A atrazina
contém um anel aromatico halogenado na sua estrutura quimica, conhecido como s-
triazina que, quando convertido, tende a produzir metabdlitos toxicos (SINGH et al.,
2018). Além disso, deve-se considerar que como todo produto sintético tem efeito
recalcitrante no ambiente, agravando o uso frequente nas lavouras (SRIVASTAV, L. A,,
2020).

Isto posto, uma das alternativas de acelerar o processo de depuracdo dos
ambientes contaminados ou saturados com insumos agricolas e agregar valor aos
residuos da agroindistria, € 0 uso de microrganismos que sintetizam enzimas
despolimerizantes, como as lacases (NIGAM et al., 2018; ZHANG et al., 2020;
PANDEY et al., 2018). Dentre os microrganismos, destacam-se os fungos filamentosos,
principalmente aqueles pertencentes aos géneros Aspergillus, Penicillium e Pleurotus
(REHMAN et al., 2018; COPETE-PERTUZ et al., 2019; AYLA et al., 2018).

A degradacdo do material organico e da atrazina pode ser realizada via
fermentagdo submersa, porém, a fermentacdo em estado sélido (FES) tem se mostrado
muito efetiva, uma vez que garante maior produtividade com menor custo,
principalmente quando utilizada a biomassa lignocelulésica como substrato para
producdo de enzimas lignoceluloliticas (PLIEGO-SANDOVAL et al., 2014; SINDHU,
2015; SINGH, 2014). Diante disso, considerando a necessidade urgente da disposicédo
adequada de residuos organicos e a degradacdo de insumos agricolas, este trabalho teve
como objetivo a producdo de enzimas oxidases (lacase e manganés peroxidase) por
Penicillium brevicompactum CCDCA 11400 por fermentacdo em estado sélido (FES)
utilizando o bagaco de cana como fonte de carbono alternativa e a aplicacdo destas

enzimas na degradacdo do bagago de cana e da atrazina.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Reativacao dos microrganismos e condicdes de cultivo

Seis cepas de fungos filamentosos pertencentes a Colecdo de Culturas do
Departamento de Ciéncia dos Alimentos (CCDCA) da Universidade Federal de Lavras
(UFLA) foram avaliadas quanto a capacidade de producdo de ligninases. Penicillium
brevicompactum CCDCA 11400 foi isolada de solo amazbnico (Brasil). P. lanosum
CCDCA 11619, P. crustosum CCDCA 11620, P. thomii CCDCA 11615, P. daejonium
CCDCA 11633 e Pseudogymnoascus panorum CCDCA 11607 foram isolados de solo
de rizosfera de Deschampia antartica (Antartica).

Para deteccdo da producdo enzimatica foram realizados testes qualitativos em
meio sintético solido, onde os microrganismos foram submetidos as seguintes condicGes
de cultivo: para produgdo de lacase (E.C. 1.10.3.2) e manganés peroxidase (E.C.
1.11.1.13), as cepas foram cultivadas em meio basico (10,0 g L de glicose; 1,0 g L™ de
KH2PO4; 0,5 g L™ de MgS047H20; 1,0 g L™ de (NH4)2S04, 0,5 g L™ de CaCly; 15,0 g
L de 4gar, 1,0 g L-1 de extrato de levedura) acrescido de ABTS (2,2'-azino-bis- [3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico]) e Azure B, respectivamente (CARVALHO et al.
2016). Os cultivos foram incubados a 25 °C e 19 °C por 14 dias. A confirmacdo da
producdo de lacase é evidenciada pela presenca de halo verde ao redor da coldnia
(POINTING, 1999) e de manganés peroxidase pela presenca de halo hialino ao redor da
colonia (ARCHIBALD, 1992). Cada ensaio foi realizado em triplicata e o0 meio de
cultura sem adicdo de ABTS e Azure B foi utilizado como controle.

Para avaliar o potencial de P. brevicompactum CCDCA 11400 na degradacao de
atrazina, realizou-se o cultivo em meio basico + Atrazina 97% (Syngenta) (1,0 g L de
KH2PO4; 0,5 g L™ de MgS047H20; 1,0 g L de (NH4)2S04, 0,5 g L™ de CaCly; 15,0 g
L de 4gar, 1,0 g L-1 de extrato de levedura) acrescido de 10 g L™ de atrazina, a 19 °C e
23 °C. Para o controle foi utilizado o cultivo em meio sem atrazina, acrescido de

glicose.
2.1.2 Influéncia do pH e da temperatura na producéo de lacase

P. brevicompactum CCDCA 11400, o Gnico microrganismo que se mostrou
produtor de ligninase (lacase), foi cultivado em meio béasico acrescido de ABTS a 19
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°C, 23 °Ce 25 °Cem pH 4.0, 5.5 e 7.0. Como controle, foi utilizado o meio basico +

ABTS, sem o controle de pH.

Apos selecionar as melhores condi¢Bes de cultivo, o fungo Penicillium
brevicompactum CCDCA 11400 foi cultivado em meio MEA (15 g L™ de glicose; 15 g
L de extrato de malte; 15 g L™ de agar) e incubado a 25 °C durante 7 dias para

producéo do in6culo.

A suspensao de esporos foi preparada adicionando-se sobre a placa contendo a
coldnia fungica 10 mL de solucdo Tween 80 (0,1%) e espalhada com o auxilio de uma
alca de Drigalski. A contagem de esporos foi realizada em Cémara de Neubauer e o

indculo foi padronizado na concentracio final de 108 esporos/mL (IRFAN et al., 2018).
2.2 Preparo do substrato para a fermentacéo em estado sélido (FES)

O bagaco de cana foi cedido pela Cachacaria Carinhosa, localizada na cidade de
Perddes, Minas Gerais (21°4°4.058” S 44°59°29.036” W).

As amostras foram secas em estufa a 60 °C durante 72 h, até atingirem peso
constante. Apds a secagem, o bagaco foi moido em moinho “Willey” em particulas de
1.0 mm e armazenado em sacos plasticos de polipropileno impermeaveis, mantidos em

temperatura ambiente.

2.3 Fermentacdo em estado sélido low scale para producdo do extrato bruto
enzimatico (Pré-teste)

A produgdo do extrato bruto enzimético foi realizada através de fermentagdes
em erlenmeyers de 250 mL, contendo 15 g do bagago de cana e autoclavados a 121 °C

durante 15 min.

Assepticamente, em cada erlenmeyer, foram adicionados 15 mL de solucdo
nutriente (FERREIRA et al., 2018) (9 g L™ NaNO3, 2,25 g L™ KH2POq4, 0,75 g L™ KCl,
0,75 g Lt MgSQ4, 0,015 g L FeSOq, 0,015 g L™ ZnS04), 5 mL de solugdo tamp&o
citrato, 3 mL do in6culo e homogeneizados com bastdo de vidro estéril. O volume final
consistiu em 23 mL de solugédo para 15 g de bagaco de cana. Os pH dos ensaios foram
ajustados (4.0 e 7.0) e incubados a 19 e 23 °C, por 14 dias. O controle negativo
consistiu de 15 g de bagaco de cana sem inoculagdo do microrganismo e incubado nas

mesmas condigdes descritas anteriormente. Todos os ensaios foram feitos em triplicata.
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Para obtencdo do extrato bruto, utilizou-se as metodologias propostas por
Ballaminut et al. 2009 e Bento et al. 2016, com modifica¢cdes. Foram adicionados 50
mL de tampdo acetato fosfato (pH 4.5) em cada ensaio e homogeneizado com barra
magnética em banho de gelo durante 10 minutos. Apo6s, as amostras foram filtradas com
0 auxilio de um filtro de TNT e acondicionadas em tubos Falcon, e armazenadas em

freezer (-22 °C) até a quantificacdo da atividade enzimatica.
2.3.1 Avaliacéo dos parametros fisico-quimicos durante a fermentacao low scale

Em cada ensaio foi realizada a afericdo da atividade de dgua usando o aparelho
Aqualab Pawkit (Meter, WA, U.S.A.), onde aproximadamente 1 g de cada amostra

foram retiradas a cada 3 dias, totalizando 5 diferentes aferi¢oes (0, 3, 6, 9 e 12 dias).

A cada trés dias, durante o periodo de 14 dias, sob condicdes estéreis e com 0
auxilio de um bastdo de vidro estéril, o substrato (bagaco de cana) foi revolvido para

homogeneizagao e aeragéo.
2.4 Determinacgédo da atividade enzimatica de lacase

A quantificacdo da atividade enzimatica da lacase foi realizada de acordo com a
metodologia proposta por Prinz et al (2014) com modificagcdes. A quantificacdo da
atividade enzimatica de lacase se deu por espectrofotometria a partir da oxidacdo de 500
uM de ABTS (2,2'-azino-bis- [3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico]) a 420 nm.

A mistura reacional continha 100 pL de tampao citrato-fosfato (pH 4.0), 100 uL.
de extrato bruto de cada ensaio e 800 pL de ABTS (100 uM) e foi incubada em banho
maria a 50 °C/ 20 min. Posteriormente, 100 pL da mistura de cada amostra foram
transferidos para pogos em microplaca de 96 pocgos. A placa foi inserida em aparelho
Elisa (Thermo Scientific MultiSkan FC) para leitura a 420 nm. O controle positivo
consistiu da determinacdo da atividade nas mesmas condic¢des utilizando enzima pura
comercial Lacase de Aspergillus sp. (Sigma), diluida 100x. O branco da analise

consistiu em 200 pL. da mesma solucdo tampao e 800 uL de ABTS.

As absorbancias obtidas foram convertidas para unidade de atividade
enzimatica/litro de acordo com a formula 1, que define uma unidade de atividade
enzimatica (U) como 1uM de ABTS oxidado por minuto. Para o calculo da enzimatica

considerou-se o coeficiente de absor¢do molar (€) equivalente a 3,6 x 10* M* cm?,
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didmetro de cada poco da microplaca de 6 mm, e volume no pogo de 100 pL
(NILADEVI et al., 2009).

U/L= A Absx 105 =[U/L min]
EXRXt
Formula 1

A Abs = Absorbancia, € = Coeficiente de absor¢cao molar, R = Quantidade de solugdo da

amostra, t = Tempo de reacdo (minutos), U/L = Unidade de Atividade/Litro
2.5 Scale-up da producdo enzimatica

Para degradacdo do bagaco de cana e da atrazina e simultanea produgdo de
lacase, foi utilizado um biorreator de colunas (Figura 1). O biorreator possui 15 colunas
(2,5 x 30 cm). As colunas, apos preenchimento, sdo conectadas a mangueiras de silicone

acopladas a um compressor de bancada.

Figura 1: Biorreator de colunas equipado com 0s aparatos necessarios para montagem
final. A — Termostato posicionado no biorreator com a temperatura de controle. B —
Posicionamento das colunas preenchidas e conectadas as mangueiras de ar. C —
Controle de oxigénio através das mangueiras conectadas ao compressor de ar. D — Visdo
geral do biorreator em funcionamento.
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Fonte: Do autor (2021)

Antes do preenchimento de cada coluna com o substrato, foram adicionados ao
fundo das colunas um papel filtro e algodao para impedir o vazamento do bagaco de
cana e permitir a passagem de ar. Posteriormente, o bagaco de cana foi acondicionado
em sacos plasticos estéreis e as solugdes foram adicionadas, de acordo com cada ensaio
(Tabela 1), para homogeneizacdo. Apds, 15 g do substrato foram transferidas para cada
coluna previamente identificada. As colunas foram vedadas com tampdo de algodéo e
posicionadas no biorreator. Adicionou-se cerca de 1 mL de azul de metileno
(WAGHMARE et al., 2020) na agua que preenche o biorreator para evitar

contaminagdes.

Para o controle de temperatura, utilizou-se um termostato (Vivo, iTherm
Heating Immersion, Germany). Os ensaios para avaliacdo da degradacdo do bagaco de
cana e producdo de lacase foram realizados em duplicata a 19 e a 23 °C.

A atividade de d4gua das amostras foi aferida nos tempos 0, 7 e 14 dias, como

descrito no item 2.3.1.
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Tabela 1: Descri¢do dos ensaios realizados na fermentacdo em estado sélido (FES) em
biorreator

Ensaios Descricao

Controle Controle: 23 mL de &gua destilada
1 Enzima comercial (diluicdo (10%) em solugdo tampéo acetato-fosfato (pH 5)
2 3 mL in6culo + 15 mL meio (pH 4) + 5 mL solugdo tampéo citrato-fosfato
3 23 mL extrato bruto enzimatico (pH 4)
4 23 mL extrato bruto enzimatico (pH 7)
5 3 mL in6culo + 15 mL meio (pH 7) + 5 mL solugdo tampéo citrato-fosfato

Para avaliagdo da degradacgdo da atrazina, 15 g de bagago de cana previamente
autoclavados foram contaminados artificialmente com 100 pL de atrazina (10 g L) e,
apos, o bagaco de cana foi submetido a secagem em estufa a 85 °C overnight. Os
ensaios foram conduzidos no biorreator em duplicata a 19 °C, como descrito na Tabela
1.

Além dos ensaios conduzidos em biorreator, para comparacdo do grau de
degradacéo foram realizados dois controles em fermentacdo submersa com a presenca
somente da atrazina como fonte de carbono, nos pHs 4 e 7. O processo também foi

realizado em duplicata.
2.5.1 Avaliacéo da degradacéo do bagaco de cana

A avaliacdo da degradacdo do bagaco de cana foi feita pela diferenca entre os

pesos secos iniciais e finais da fermentagé&o.

O bagaco foi submetido a secagem em estufa overnight, a £ 85 °C e pesado para

o célculo da diferenca entre 0s pesos e a comparacgéo entre 0s ensaios.

2.6 Quantificacdo dos compostos lignocelul6sicos e da atrazina por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

2.6.1 Hidrolise dos oligdbmeros e extracdo das amostras
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A caracterizacdo quimica dos materiais lignocelulésicos foi realizada conforme
De Carvalho Oliveira et al (2018), com modificagdes. Para a hidrdlise completa dos
oligdbmeros presentes nas amostras adicionou-se 5 mL de H2SO4 72% (0,1 M) em 1 g do
bagaco de cana e a mistura foi submetida a aquecimento em banho termostatizado a 45

°C por 7 min.

Em seguida, adicionou-se 135 mL de 4gua destilada a mistura e o conteudo foi
transferido para erlenmeyer de 250 mL, autoclavado por 30 min, a 121°C. Ap06s
resfriada, a mistura reacional foi filtrada em membrana Milipore (0,1 um) e avolumada
com agua destilada a 250 mL em baldo volumétrico, e utilizada para andlise de

carboidratos, &cidos organicos, furfural e hidroximetilfurfural.

Foram considerados como fracdo celuldsica os compostos glicose, celobiose,
acido formico e hidroximetilfufural, e como fracdo hemiceluldsica a xilose, arabinose,

acido glucurénico, acido acético e furfural.

Todas as analises foram conduzidas utilizando o mesmo modelo de

cromatadgrafo liquido (LC-10Ai; Shimadzu Corp., Téquio, Japao).
2.6.1.1 Carboidratos e acidos organicos

As andlises de carboidratos e acidos organicos foram realizadas usando um
cromatografo liquido equipado com um sistema de deteccdo duplo consistindo de um
detector de UV-vis a 210 nm (SPD-10Ai; Shimadzu) e um detector de indice de
refracdo (RID-10Ai; Shimadzu). Uma coluna de excluséo de ions Shimadzu (Shim-pack
SCR 101-H, 7,9 mm x 30 cm) foi utilizada para determinacao de carboidratos e acidos
organicos utilizando como fase movel a 4gua ultrapura acidificada com HCIO4 (pH 2.1),
fluxo de corrida 0,6 mL/min e temperatura de forno igual a 50 °C.

As concentracGes foram determinadas a partir de curvas de calibracdo dos
compostos puros (glicose, celobiose, xilose, arabinose, acido fdérmico, acido

glucurdnico e &cido acético).
2.6.1.2 Furfural e hidroximetilfurfural

As andlises de furfural e hidroximetilfurfural foram realizadas usando um
cromatografo liquido equipado com um sistema de deteccdo duplo consistindo de um
detector de UV-vis a 276 nm (SPD-10Ai; Shimadzu), um detector de indice de refracdo
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(RID-10Ai; Shimadzu) e uma coluna C18 (LC18 15 cm x 4,6 cm). Utilizou-se como
fase movel acetonitrila/agua 1:8 (v/v) com 1% de acido acético a uma vazéo de 0,8
mL.min, a 27 °C e detector de UV a 276 nm.

As concentracGes foram determinadas a partir de curvas de calibracdo dos

compostos puros (furfural e hidroximetilfurfural).
2.7 Analises estatisticas

Para a avaliacdo da producdo enzimatica low scale e em biorreator, 0
delineamento inteiramente casualizado (DIC) foi utilizado com arranjo fatorial 2x2x3,
sendo duas condicBes de pH (4 e 7), duas temperaturas (19 e 23 °C) e trés tempos (0, 7 e
14 dias). O DIC também foi utilizado para avaliacdo da degradacédo do bagaco de cana,
com arranjo fatorial 6x2 com seis ensaios e duas temperaturas (19 e 23 °C). Todos 0s

ensaios foram realizados em duplicata.

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as medias
comparadas utilizando o teste Scott-Knott a 5% de probabilidade, atraves do Software R
(R Development Core Team, 2008).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Screening enzimatico e selecdo das melhores condi¢6es de cultivo

Foram selecionadas seis cepas de fungos filamentosos para producédo de lacases
e manganés peroxidase (MnP). Dentre as seis cepas testadas para produgdo enzimatica,
a Unica produtora de enzima foi Penicillium brevicompactum CCDCA 11400,
responsavel pela producdo de lacase em todas as condigdes de temperatura testadas,

como pode ser observado na Tabela 2.

Tabela 2: CondicGes de temperaturas estabelecidas para producdo de enzimas pelas
cepas testadas. Para cepa isolada de solo amazdnico (CCDCA 11400), foram testadas
trés temperaturas e para as cepas isoladas de solo antartico (CCDCA 11619, CCDCA
11620, CCDCA 11615, CCDCA 11633, CCDCA 11607) foram testadas duas condi¢cbes
de temperatura.

Lacase MnP
Espécie 23°C 19°C 25°C 23°C 19°C 25°C
CCDCA 11400 + + + - - -
CCDCA 11619 NT - - NT - -
CCDCA 11620 NT - - NT - -
CCDCA 11615 NT - - NT - -
CCDCA 11633 NT - - NT - -
CCDCA 11607  NT - - NT - -

Legenda: CCDCA 11400: Penicillium brevicompactum, CCDCA 11619: Penicillium lanosum, CCDCA
11620: Penicillium crustosum, CCDCA 11615: Penicillium thomii, CCDCA 11633: Penicillium
daejonium, CCDCA 11607: Pseudogymnoascus pannorum. NT: ndo testado.

Apbs a confirmacdo da producdo enzimatica nestas condicdes de temperatura, P.
brevicompactum CCDCA 11400 foi submetido ao cultivo em diferentes condi¢cbes de
pH (4; 5.5 e 7) e o critério utilizado para selecdo das melhores condi¢cdes da producgédo
de lacase, seguiu-se a intensidade da coloracgdo esverdeada ao redor da col6nia no meio
de cultura (POINTING, 2000), conforme mostra a Figura 2.
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Figura 2: Representacdo esquematica dos cultivos das cepas testadas para producdo de
lacases (A; B) em diferentes condi¢bes de pH e temperatura (23°C - Ae 19°C-B)e
manganés peroxidase (C) a 25 °C ap6s 14 dias. A producdo de lacase é representada
pela coloracdo esverdeada no meio de cultivo ao redor da colénia. O critério de sele¢do
das melhores condi¢cdes de producdo de lacase se deu por meio da intensidade da
coloracdo no meio, representada pelas setas 1 para o pH 4 e 2 para o0 pH 7 na imagem A,
e pelas setas 1 para o pH 4, 2 para o pH 5.5 e 3 para 0 pH 7 na imagem B. Para a
confirmacdo da produgdo de manganés peroxidase, 0 meio de cultura deveria ser
descolorido, o0 que ndo ocorreu, como mostra a imagem C.
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Fonte: Do autor (2021).

O crescimento dos isolados fungicos foi avaliado nos tempos 0, 7, 10 e 14 dias.
Para Penicillium brevicompactum CCDCA 11400, até o decimo dia de cultivo, 0 meio
de cultura permaneceu com a coloragdo inalterada. Do décimo ao décimo quarto dia, a
diferenca da coloracdo do meio foi imperceptivel, aumentando a intensidade,

principalmente, dos cultivosem pH 4 e 7.

A 19 °C, a producdo de lacase se mostrou mais efetiva no dltimo dia de
incubacdo (14° dia) e nos pHs 4 e 7. A 23 °C, a producdo de lacase também se mostrou
mais efetiva no dltimo dia de incubacdo (14° dia), nos pHs 4, 5.5 e 7. A fim de
padronizar as condi¢des de cultivo, as melhores condigbes selecionadas foram as
temperaturas 19 e 23 °C e 0s pHs 4 e 7. A producdo de manganés peroxidase ndo foi
encontrada em nenhuma cepa testada a 19 °C e a 23 °C e, portanto, a producdo desta

enzima nao pode ser testada em biorreator.

A producdo microbiana de manganés peroxidase ja é reconhecida em diversas
espécies flangicas, principalmente aquelas pertencentes ao filo Basidiomycota e género
Pleurotus (ALBORNOZ et al., 2018; SINGH et al., 2013; AYDINOGLU et al., 2013).

Entretanto, algumas espécies de ascomicetos tém sido utilizadas em consércios para
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producdo de MnP, representadas pelo género Aspergillus e Penicillium, principalmente
pela espécie Penicillium chrysogenum (NAYANASHREE & THIPPESWAMY, 2014).

Neste trabalho, os microrganismos isolados da Antértica utilizados foram
cultivados primariamente a 25 °C, temperatura média comumente utilizada para o
cultivo de fungos filamentosos. Ao diminuir a temperatura para 19 °C, esperava-se a
inducdo da producdo enzimatica, principalmente por se tratar de microrganismos
psicrofilos, isolados de ambientes extremos, como a Antértica. Contudo, ndo houve
producdo enzimatica.

Os microrganismos isolados de ambientes extremos de temperatura, como a
Antartica, tendem a sofrer um estresse celular e, uma das estratégias de sobrevivéncia a
estes estresses € atraves da sintese de enzimas (DUARTE et al., 2016; 2018). Acredita-
se gue as enzimas sintetizadas por microrganismos psicrofilos sejam mais adaptaveis a
baixas temperaturas, as quais podem proporcionar uma maior eficiéncia catalitica
(GOCHEVA et al., 2009). Duarte et al. (2018), através do screening enzimatico de
fungos filamentosos isolados de diversas origens da Antartica, testaram diferentes
condigbes para producdo de ligninases e, a melhor temperatura encontrada para
producédo de lacase foi a 15 °C. Entretanto, este pardmetro pode variar de espécie para
espeécie.

O potencial biotecnolégico de Penicillium brevicompactum ja é explorado para
producdo de acido micofenolico (PATEL et al., 2016; HANSEN et al., 2011). Quanto a
producdo de enzimas, ndo ha relato na literatura da producao de lacase e manganes
peroxidase por esta espécie. Contudo, existem estudos que relatam a producdo de outras
enzimas, tais como L-glutaminase, L-asparaginase e lipases (ELSHAFEI et al., 2012,
2014; SILVA et al., 2011).

3.1.2 Utilizacao de atrazina como fonte de carbono por Penicillium brevicompactum
CCDCA 11400

A atrazina é um importante herbicida utilizado nas culturas de cana-de-agucar e
milho. O maior problema decorrente do seu uso é a capacidade de acumulacdo durante
longos periodos (HALLBERG, 1987). Contudo, estratégias para degradacdo deste
pesticida vém sendo adotadas, e o uso de microrganismos € uma alternativa

economicamente viavel, que garante a sustentabilidade do processo.
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A capacidade de utilizacdo de atrazina como fonte de carbono alternativa por P.
brevicompactum CCDCA 11400 foi testada a 19 °C e a 23 °C, conforme mostra a
Figura 3.

Figura 3: Avaliacdo do crescimento de P. brevicompactum CCDCA 11400 apos 14
dias de cultivo em meio de cultura contendo atrazina como fonte de carbono em duas
diferentes temperaturas.

— 23°C

—— 19°C

Fonte: Do autor (2021)

Ja foram relatadas na literatura espécies de fungos filamentosos capazes de
utilizar pesticidas como fonte alternativa de carbono, tais como Trichoderma atroviride
e Pleurotus sp. (COLLA et al., 2008; SENE et al., 2010; MARINHO et al., 2017;
ALUFFI et al., 2020). Acredita-se que isto seja possivel pela sintese de enzimas pouco
especificas no sitio ativo capazes, entdo, de reconhecer compostos ou estruturas dos
compostos presentes em diversos pesticidas. As lacases séo capazes de degradar a
lignina, que apresenta compostos aromaticos em sua estrutura semelhantes aos
encontrados na atrazina (KOROLEVA et al., 2015). Isto permitird que simultaneamente

ocorra a degradacdo do material organico com a descontaminacdo ambiental.

Dentre as espécies capazes de utilizar a atrazina como fonte alternativa de
carbono, destacam-se aquelas pertencentes aos géneros Aspergillus, Fusarium e
Penicillium, além dos fungos da podridao branca, conhecidos por sua alta capacidade de
bioconversdo e biodegradacdo de compostos xenobiodticos (ALUFFI et al., 2020;
KOROLEVA et al., 2015).

3.2 Fermentacéo em estado sélido para producdo enzimatica
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3.2.1 Producéo enzimatica

Embora pouco relatado na literatura, Penicillium brevicompactum é um fungo
filamentoso versatil que cresce entre -2 a 30 °C e possui a temperatura 6tima igual a 23
°C e, no geral, cresce numa faixa de pH entre 3-7 (PITT, J. I., 2006). Estas
caracteristicas 0 tornam uma espécie interessante para utilizacdo em estudos que
envolvem a sintese de metabolitos microbianos, inclusive para producdo de enzimas.

A Figura 4 mostra os valores da atividade enzimatica de lacase de Penicillium
brevicompactum CCDCA 11400, obtidos nos tempos 0 (TQ), 7 (T7) e 14 (T14) dias de

fermentacdo, tanto em biorreator quanto em erlenmeyer (low scale).

Figura 4: atividade enzimatica (U/L) durante a fermentagcdo em estado sélido em low
scale (A) e biorreator (B), em trés diferentes tempos, dois pHs (4 e 7) e duas
temperaturas (19 °C e 23°C), onde TO = 0 dias, T7 = 7 dias e T14 = 14 dias.
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Legenda: Figura A - Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Letras mindsculas avaliam o efeito das
diferentes temperaturas para um mesmo intervalo de tempo. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica. Figura B - Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Letras mindsculas avaliam os
diferentes ensaios em uma mesma condigdo. Letras mailsculas avaliam o mesmo ensaio nas diferentes
condigdes. Letras diferentes indicam diferenca estatistica.

As maiores médias foram encontradas nos ensaios conduzidos em low scale
(erlenmeyer), com o maior valor encontrado a 19 °C e pH 4, no tempo T14, igual a
1801 U/L. Nos ensaios conduzidos em biorreator, as maiores médias foram encontradas
no tempo T14, porém, sem diferencas estatisticas quando comparadas as temperaturas e
0S pHs.

Considerando a atividade enzimatica low scale, houve diferenga significativa em
cada tempo de avaliagdo, para o pH 4.0 em ambas as temperaturas (19 °C e 23 °C),

sendo as maiores produgdes enzimaticas observadas na menor temperatura (19 °C). No
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pH 7.0 também houve diferenca significativa em cada tempo de avaliacdo, porém com
relacdo a temperatura apenas o tempo de 14 dias apresentou diferenca significativa, com
maior producéo da enzima a 19 °C.

As maiores médias foram encontradas no tempo de 14 dias (T14). Na
temperatura de 19 °C, a maior produgdo enzimatica ocorreu em meio acido (pH 4) com
valor de 1801 U/L, enquanto no pH 7 a producédo foi de 1495 U/L. A 23 °C, o maior
valor também foi observado na fermentacdo em meio acido (pH 4), igual a 1130 U/L.
Em pH 7, o valor foi menor 907,6 U/L.

No tempo de 7 dias de fermentacdo (T7), maior concentracdo da enzima foi
produzida a 19 °C, pH 4 com 1537 U/L e menor em pH 7 460 U/L. Contrariamente, na
temperatura de 23 °C maior producdo enzimatica foi verificada em pH 7 com 625,6
U/L, enquanto em pH 4 a producéo foi de 492.6 U/L.

No inicio da fermentacdo (T0), como esperado, observou-se 0os menores valores
de producgdo enzimatica. A 19 °C, os valores observados nos pHs 4 e 7 foram de 375,3
U/L e 187,6 U/L, respectivamente. A 23 °C, verificou-se menor atividade enzimatica
com relacdo a temperatura de 19 °C e que no pH 7 essa atividade foi maior que no pH 4,

com valor de 92 U/L e 40,6 U/L, respectivamente.

Observou-se, no geral, maior produtividade a 19 °C e em pH 4. A 23 °C a
atividade de lacase se mostrou maior em pH 4 apenas no tempo de 14 dias. Nos tempos

inicial (T0) e T7, opostamente, a atividade de lacase se mostrou maior em pH 7.

Com relacdo a FES em biorreator, para a producdo da lacase, ndo houve
diferenca significativa entre as temperaturas (19 e 23 °C) e nem entre os pH (4 e 7).
Diferencas significativas foram observadas apenas entre os tempos de fermentagdo, em
todas as condigdes de temperatura e de pH. No geral, as médias da atividade enzimatica

se mantiveram equivalentes em todos 0s ensaios.

As médias das atividades enziméaticas em cada tempo de fermentagdo foram
muito semelhantes em todas as condic¢des avaliadas. No tempo inicial (TO) a atividade
da enzima foi de 188,5 U/L em pH 4 e 204,5 U/L em pH 7 a 19 °C, enquanto que a 23
°C esses valores foram de 208 U/L em pH 4 e 197,5 U/L em pH 7. Com sete dias de
fermentacdo, a producdo da enzima atingiu valores de 705 U/L em pH 4 e 701 U/L em
pH 7 a 19 °C e de 555,5 U/L em pH 4 e 534 U/L em pH 7 a 23 °C. Com 14 dias de
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fermentacdo a 19 °C as médias da producao enzimatica foram de 963 U/L e 965,5 U/L,
em pH 4 e 7, respectivamente. Ja a 23 °C, os valores médios foram de 959 U/L e 897

U/L em pH 4 e 7, respectivamente.

Assim como low scale, a fermentacdo em biorreator a 19 °C se mostrou mais
efetiva na producéo de lacase por P. brevicompactum CCDCA 11400. Diferentemente
do low scale, no biorreator, nesta temperatura, quando utilizado o inéculo com o pH 4, 0
microrganismo foi responsavel por um menor rendimento enzimatico quando
comparado com o inéculo com o pH 7. Na temperatura de 23 °C, exceto no tempo T14,
0 in6culo com o pH 4 se mostrou eficiente. E provavel que a atividade de lacase tenha
sido maior nestes ensaios devido ao crescimento acentuado do fungo no substrato

durante a fermentagéo, observado na Figura 5.

Considerando a fisiologia da espécie Penicillium brevicompactum, é possivel
explorar a sua versatilidade, principalmente se tratando dos fatores de cultivo, tais como
a temperatura, o pH e a atividade de agua. Desta forma, é praticavel analisar a melhor
forma de obtencdo de metabdlitos por meio da fermentacdo em estado solido. Neste
trabalho, a temperatura, pH e a atividade de agua foram fatores determinantes para
avaliar a capacidade deste fungo em sintetizar a lacase, assim como em quais condicdes

obteve-se maior rendimento enzimatico.

Figura 5: crescimento micelial de P. brevicompactum CCDCA 11400 perceptivel nas
colunas do biorreator onde ocorreu a FES durante 14 dias. As setas A e B indicam parte
do crescimento fangico no bagaco de cana que foi substrato para a fermentacéo.
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Fonte: Do autor (2021).

A producdo de lacases por fungos filamentosos ja é bem reconhecida (WANG et
al., 2019; DOS SANTOS et al., 2016; BUCIC-KOJIC et al., 2017; RODRIGUEZ-COUTO
et al., 2011). Uma das maneiras mais eficientes de se obter lacases fangicas é através da
fermentacdo em estado solido. A FES ¢é eficiente para estes fins, pois, ao utilizar
substratos s6lidos como base da fermentagdo, as condi¢Ges proporcionadas no meio sdo
semelhantes as condi¢bes naturais de muitos fungos filamentosos (BARRIOS-
GONZALEZ et al., 2008; MIRANDA et al., 2014). O substrato geralmente atua como
suporte e fonte de nutrientes, como fonte de carbono, por exemplo. A versatilidade dos
residuos agroindustriais permite que estes sejam reutilizados nestas fermentacgdes,

reduzindo o custo do processo (PEREZ et al., 2014).

Estas fermentagbes podem ocorrer em erlenmeyers ou em biorreatores, onde
espera-se que a producdo enzimatica ocorra em maior escala. O biorreator de colunas ja
é bem utilizado para producdo de enzimas fungicas através da FES (FLORES et al.,
2013; VALLE-PEREZ et al., 2021).
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Neste trabalho, a producdo enzimatica alcancou maiores valores nos ensaios
conduzidos em low scale quando comparado com a producao enzimatica em biorreator.
Tal fato pode estar relacionado a superficie de cultivo e aeracdo do meio. O cultivo em
erlenmeyers de 250 mL era supervisionado a cada 3 dias, onde fazia-se o revolvimento
do substrato, permitindo a aeracdo do meio. Na fermentacdo conduzida em biorreator,
as colunas eram preenchidas em até 85% de sua capacidade e o espaco, diferentemente

do erlenmeyer, tornava-se restrito.

Além do espaco, que influencia a difusdo de oxigénio e o crescimento fungico, o
tamanho das particulas do substrato, o substrato propriamente dito e as condi¢cdes de
cultivo, como o pH e a temperatura, influenciam diretamente a producéo de lacases, que
tém afinidade por substratos que apresentem substancias fenoélicas em sua composicao,

como a biomassa lignocelul6sica (TADESSE et al., 2008).

A manutencdo do tamanho das particulas do substrato nas fermentacGes em
estado solido deve favorecer o acesso aos nutrientes e a aeracdo do meio, que esta
diretamente ligada a disponibilidade de oxigénio. Geralmente, particulas menores sao
mais acessiveis aos ataques microbianos, contudo, quando muito pequenas, favorecem a
compactacdo do substrato, vindo a interferir na aeracdo e no crescimento microbiano.
Particulas maiores permitem maior areacdo do meio, promovida pelos espacos entre as
particulas, entretanto, limitam a superficie de ataque microbiano. Neste tipo de
fermentacdo, geralmente sdo escolhidas particulas com os tamanhos entre 1 a 10 mm
(MITCHELL et al., 2000; PANDEY et al., 2001).

Poucos estudos relatam a producdo de lacase por Penicillium sp. (AYLA et al.,
2018; SAROQJ et al., 2014), entretanto, todos utilizaram a fermentacdo submersa como
via de obtencdo da enzima. Considerando as vantagens na obtencdo de enzimas por
fermentagdo em estado s6lido (maior rendimento de enzimas e maior concentracéo final
de produtos), torna-se interessante a condugdo de novos estudos utilizando

microrganismos produtores de enzimas previamente testados em fermentacdo submersa.

Diante disso, é importante considerar que os valores estabelecidos de pH e
temperatura estdo intimamente relacionados com a manutengdo do metabolismo da
espécie de estudo, devendo-se atentar aos valores 6timos e a capacidade desta em tolerar

condigcdes adversas de cultivo para producdo de metabolitos de interesse industrial
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(PIROTA et al., 2014). Além disso, a mecanica das superficies de cultivo é um fator que
influencia as fermentac6es em estado solido (MANAN & WEBB, 2017).

Neste caso, o design das colunas que compdem o biorreator, quando comparado
com design dos erlenmeyers, pode ter sido um fator que impediu a producéo enzimatica
nas mesmas propor¢oes dos resultados obtidos para os ensaios low scale, uma vez que
foram conduzidos nas mesmas condi¢Ges. Outro fator que pode ter favorecido a
producdo enzimatica low scale é a areacdo, que foi promovida periodicamente pelo
revolvimento do substrato. Em biorreator, a aeracdo foi promovida através de um
compressor de bancada, que mantinha o fluxo de oxigénio nas colunas durante todo o

tempo de fermentagéo.

A fermentacdo em estado sélido (FES) tem se mostrado vantajosa em relacédo a
fermentacao submersa, pois favorece o metabolismo e capacidade produtiva de enzimas
do microrganismo. Além disso, a otimizacdo das condi¢bes de cultivo, como o pH,
temperatura, umidade e a composicdo do meio de cultura na FES potencializa a
producdo enzimatica e pode viabilizar processos industriais para producdo em larga
escala (PANDEY, 1992; BARRIOS-GONZALEZ, 1996; SINDHU, 2015; SINGH,
2014).

A atividade de &gua, durante todo o processo de fermentacdo (low scale e
biorreator), foi monitorada, com o objetivo de se controlar a umidade do meio e manter

as condicdes adequadas para producdo de enzimas através da FES.

Os valores médios correspondentes a atividade de agua foram obtidos para cada
ensaio, e mostraram que nas fermentagcdes low scale, ndo foram alterados de forma
significativa em nenhum dos ensaios. Opostamente, a aw foi variavel durante a
fermentacdo em biorreator, com valores de 0.87 (no ensaio 3) a 0.99 (controle) a 23 °C.
Em contrapartida, a 19 °C, o menor valor foi obtido no ensaio 3 e 0 maior valor no
ensaio controle, no valor de 0.98. Na fermentacdo contendo a combinacdo atrazina e
bagaco de cana, o menor valor foi obtido no ensaio 3, no valor de 0.90 e o maior valor

nos ensaios 2 e 4, no valor de 0.97.

Estudos que buscam a producdo enzimatica de forma otimizada tendem a
controlar diversos fatores que influenciam a eficiéncia da FES, como o meio de cultivo,

a temperatura, pH e a presenca de agua no meio, relacionada diretamente com a
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atividade de agua e a umidade (HE et al., 2019). A atividade de agua (aw) e a umidade
relativa sdo fatores correlacionados que podem ter seus valores otimizados, a fim de
aumentar a capacidade do fungo de produzir enzimas (RANJBAR & HEJAZI, 2019).

O uso de biorreatores automaticos favorece o controle destas condicdes e,
consequentemente, favorece o metabolismo microbiano, uma vez que as condicGes se
encontram adequadas para producdo de enzimas (RAY & BEHERA, 2017; GE et al.,
2017). Tanto em low scale, quanto em biorreator ndo houve o controle da umidade,
apenas 0 monitoramento da atividade de agua. No entanto, a proposta aqui foi
implementar um sistema de producéo enzimatica com pouco controle, mas eficiente de
modo que possa ser implementado em usinas e cachacarias para uso do bagaco de cana

como substrato.

Quando nao é possivel controlar estes fatores de forma automatica, uma forma
de minimizar o impacto causado pelas varia¢des de valores relacionados a atividade de
agua e a umidade é monitorar as amostras periodicamente e, quando necessario,
umidificar o substrato para a manter a viabilidade do microrganismo no estagio
fisiolégico de producdo enzimatico. O excesso de agua livre no meio pode afetar a
capacidade do microrganismo produzir enzimas, pois preenche o0s espacgos entre o
substrato, dificultando a difusdo de oxigénio no meio, além disso, favorece a
contaminacdo (GERVAIS & MOLIN, 2003; GONZALES & TARRAGO-
CASTELLANOS, 2017). Geralmente, na FES, a atividade de 4gua deve assumir valores
entre 0.80 a 0.99 para manutencao do metabolismo fungico (MARTINS et al., 2011).

Em sintese, considerando os valores de aw, especialmente aqueles referentes aos
ensaios 2 e 5, nos quais referem-se ao uso do in6culo microbiano para a sintese de
lacase, pode-se afirmar que a média da atividade de agua durante a FES se manteve
dentro dos pardmetros considerados vidveis para manutencdo do metabolismo de fungos
filamentosos, uma vez que os valores variaram entre 0.95 — 0.99, favorecendo o
metabolismo de P. brevicompactum CCDCA 11400 naquelas condi¢des. Diante dos
resultados expostos, P. brevicompactum CCDCA 11400 se mostrou eficiente na
producéo de lacase utilizando o bagaco de cana como substrato e fonte de carbono nas
condigOes testadas.

3.2.2 Degradacao do substrato (bagaco de cana)
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Os valores obtidos para degradacdo do bagaco de cana foram convertidos em

porcentagem e as Tabelas 3 e 4 mostram os as médias apos analises estatisticas.

As médias obtidas no ensaio controle provavelmente se referem a retirada

periddica de fragdes das amostras para aferi¢do da atividade de agua.

Tabela 3: Médias de cada ensaio referentes a degradacdo do bagaco de cana apés 14
dias de fermentacdo em estado sélido em biorreator em duas temperaturas (19 °C e 23
°C).

Degradacao do substrato (%)

Ensaio 19 °C 23°C

Controle 22,78 cA 23,36 bA
1 30,76 bA 24,86 bA
2 38,86 aA 33,89 aA
3 19,13 cA 17,93 cA
4 34,86 aA 15,49 cB
5 29,69 bA 23,86 bA

Legenda: Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Letras minGsculas avaliam os diferentes ensaios
na mesma temperatura. Letras mailsculas avaliam o mesmo ensaio nas diferentes temperaturas. Letras
diferentes indicam diferenca estatistica. Controle: SCB + 4gua destilada; 1 = SCB + enzima pura; 2 =
SCB + in6culo (pH 4); 3 = SCB + extrato bruto (pH 4); 4 = SCB + extrato bruto (pH 7); 5 = SCB +
inéculo (pH 7). SCB = bagaco de cana.

Na temperatura de 19 °C, houve diferenca significativa entre os ensaios sendo
observados maiores porcentagens de degradacdo para os ensaios 2 (SCB + inéculo, pH
4) com 38,86% e 4 (SCB + extrato bruto, pH 7) com 34,86%. A 23 °C 0 ensaio 2
também apresentou maior porcentagem de degradacéo (33,89%).

Avaliando um mesmo ensaio nas diferentes condi¢des de temperatura, observou-
se diferenca significativa apenas para o ensaio 4 (SCB + extrato bruto, pH 7) que
apresentou mais que o dobro da porcentagem de degradacéo a 19 °C (34,86%) quando
comparado a 23 °C (15,49%). Nos demais ensaios, embora nédo tenha sido observada

diferenca significativa, maiores valores de degradacéo foram obtidos a 19 °C.

Além da diferenca observada entre os ensaios, pOde-se observar que a
temperatura influenciou diretamente a degradacdo do substrato. Isto pode estar

diretamente ligado a producéo de lacase, que se mostrou maior a 19 °C.
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Tabela 4: Degradacdo do bagaco de cana apos 14 dias de fermentacdo em estado solido
em biorreator em duas condic¢des (sem atrazina e com atrazina).

Degradacao do substrato (%)

Ensaios Sem atrazina Com atrazina
Controle 22,78 cA 24,86 bA

1 30,76 bA 33,99 aA

2 38,86 aA 40,00 aA

3 19,13 cB 35,33 aA

4 34,86 aB 42,73 aA

5 29,69 bB 38,66 aA

Legenda: Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Letras mindsculas avaliam os diferentes ensaios
na mesma condi¢do (com atrazina ou sem atrazina). Letras mailsculas avaliam o mesmo ensaio nas
diferentes condi¢Bes (com atrazina ou sem atrazina). Letras diferentes indicam diferenca estatistica.
Controle: SCB + agua destilada; 1 = SCB + enzima pura; 2 = SCB + inoculo (pH 4); 3 = SCB + extrato
bruto (pH 4); 4 = SCB + extrato bruto (pH 7); 5 = SCB + in6culo (pH 7). Com a atrazina (Atz), 0s ensaios
foram os mesmos, porém, adicionou-se a atrazina ao bagaco de cana, exceto pelo ensaio controle, que
permaneceu 0 mesmo. SCB = bagaco de cana.

Sem a atrazina, os melhores resultados foram obtidos nos ensaios 2 (SCB +
inoculo, pH 4) e 4 (SCB + extrato bruto, pH 7). Com a atrazina, todos 0s ensaios
tiveram maiores resultados comparados ao controle (sem atrazina). Comparando um
mesmo ensaio em cada condicdo (auséncia ou presenca de atrazina), houve diferenca
significativa para os ensaios 3, 4 e 5 com maior taxa de degradacdo na presenca da
atrazina. Nos demais ensaios, embora néo tenha sido observada diferenca significativa,
os maiores valores de degradacdo foram obtidos também na presenca de atrazina. No

ensaio 2, ndo houve diferenga entre a auséncia e uso da atrazina.

O uso de extrato bruto na sua forma livre pode ter a sua eficiéncia reduzida
dependendo do substrato e das condigfes do meio. Uma das formas de manter e/ou
aumentar a eficiéncia dos extratos brutos é através da utilizacdo de mediadores redox,
que se ligam no sitio ativo da enzima e no substrato com a finalidade de aumentar o
potencial redox e, consequentemente, permitir uma maior oxidacdo, neste caso, do
bagaco de cana. Além de aumentar a eficiéncia enzimética, os mediadores sdo capazes
de manter a funcionalidade da enzima durante o processo de fermentagéo, permitindo
um melhor alcance de resultados (ZENG et al., 2017; MOROZOVA et al., 2007).

A atrazina pode ter atuado como indutor de lacase, potencializando o seu efeito

de oxidacdo sobre o substrato e, consequentemente, a degradacdo do bagago de cana.
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Singh et al. (2009) e Cupul et al. (2014) estudaram diferentes tipos de substrato e o
efeito destes sobre a atividade de lacase. Observaram que diversos pesticidas, inclusive
a atrazina, induziram a atividade de lacase, aumentando a atividade enzimética e
concluiram que isto so foi possivel devido a presenca de um anel aroméatico em sua
estrutura, que induz a sintese de lacase. Acredita-se que, nestes casos, a sintese de lacase
€ maior pois trata-se de um mecanismo de defesa contra o estresse oxidativo causado

pelo substrato, no caso, o pesticida.

O fato de estes ensaios terem apresentado um melhor resultado nestas condi¢cfes
pode estar relacionado com o potencial da lacase em degradar este tipo de material, uma
vez que as lacases sdo enzimas lignoceluloliticas que atuam na oxidacdo de compostos
aromaticos, como a lignina, na qual o Oz € o aceptor final da reacdo (BETTIN et al.,
2014). Como séo encontradas em diversas fontes, existem relatos de que a enzima
possui diferentes mecanismos de atuacdo e, até mesmo sua estrutura ndo pode ser
padronizada, variando de espécie para espécie (MADHAVI & LELE, 2009). A busca
por lignocelulases se da principalmente pela capacidade que elas possuem em degradar
ou converter qualquer tipo de matéria lignoceluldsica (BALLESTEROS, M., 2010).

Os ensaios 3 e 4 correspondem a inoculacdo do extrato bruto (pH 4 e 7,
respectivamente), enquanto o ensaio 5 corresponde ao indculo (pH 7) e, portanto, pode-
se afirmar que, nestas condi¢cfes, 0 uso dos extratos brutos e do indculo fangico na
degradacdo da biomassa lignocelulosica do bagago de cana se mostrou eficiente,

principalmente no ensaio que utilizou a combinacéo do bagaco de cana com a atrazina.

Neto et al. (2017) utilizaram o extrato bruto de lacase fangica para conversao do
bagaco de cana e obtiveram bons resultados, uma vez que, ap6s o tratamento, ocorreu a
deslignificacdo da biomassa lignocelulésica, facilitando o ataque de enzimas hidroliticas

como as celulases e as hemicelulases as fracdes de celulose e hemicelulose.

A utilizacdo de in6culos microbiano, como nos ensaios 2 e 5, para degradacdo
do bagaco combinado com a atrazina ainda ndo foi relatada em outros estudos,
entretanto, o bom desempenho destes ensaios pode estar relacionado com a capacidade
de Penicillium brevicompactum CCDCA 11400 em utilizar fontes alternativas de
carbono, como a lignina e a atrazina. Além disso, pode-se considerar que as estruturas
quimicas que formam estes compostos sdo representadas por anéis aromaticos, sendo 0s

principais alvos de ataques por lacases (SU et al., 2018).
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A producdo de lacases por espécies do género Penicillium é bem limitada
(NARAIAN & GAUTAM, 2018). Por isso, tem-se utilizado coquetéis enzimaticos, nos
quais enzimas lignoceluloliticas de Penicillium sp. e outros fungos filamentosos séo
aplicadas em processos de tratamento do bagagco de cana, garantindo uma maior
eficiéncia na deslignificacdo das biomassas lignocelulésicas (DWIVEDI et al., 2011;
RAl et al., 2019).

O ensaio 1 corresponde ao uso da lacase comercial e, em comparacdo com as
médias dos demais ensaios e em ambos 0s ensaios, as médias se mantiveram proximas,
com uma pequena diferenca favoravel ao ensaio que possui a atrazina. A enzima pura
tende a ter sua eficacia aumentada quando imobilizada, combinada com extratos brutos
ou com uma enzima pura de outra fonte ou, por fim, quando combinada com cofatores
especificos (HOWARD et al., 2003; BERNAL et al., 2018; WANG et al., 2014). Outra
alternativa que aumenta a eficiéncia da enzima é o uso de mediadores, que tém sido
implementados, formando um complexo enzima-mediador (MOROZOVA et al., 2007).
O sistema lacase mediador utiliza mediadores -NO, -NOH e -NRNOH para aumentar a
capacidade de oxidacdo de compostos aromaticos e tem sido eficiente nos tratamentos
de materiais lignoceluldsicos e compostos xenobidticos, como os pesticidas (HOWARD
et al., 2003; DENG et al., 2019).

Embora ndo tenham sido utilizados mediadores nos ensaios apresentados neste
trabalho, observou-se um potencial elevado no uso de indculos de Pencillium
brevicompactum CCDCA 11400 e nos extratos brutos aplicados nos ensaios que
objetivaram a degradacdo do substrato utilizado na fermentacdo em estado sélido, no

caso, 0 bagaco de cana.

3.2.3 Caracterizacdo dos compostos do bagaco de cana ap6s FES por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Apbs o scale-up da producdo enzimatica em biorreator, o bagaco de cana foi
caracterizado a fim de se obter a concentracdo dos compostos presentes nas fracdes
celulésicas e hemiceluldsicas da biomassa lignocelulésica. Considerou-se como fracéo
hemicelulésica a xilose, a arabinose, 0 acido acético e o acido glucurénico e o furfural, e
como fracdo celulésica a glicose, a celobiose, o hidroximetilfurfural e o acido férmico
(DE CARVALHO OLIVEIRA et al. 2018).
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Geralmente, a conversao bioguimica dos compostos lignocelul6sicos seguem
vias complexas, envolvendo uma série de produtos intermediarios ao longo das reacoes
quimicas (GIRISUTA et al., 2013). A celulose é despolimerizada em glicose e,
posteriormente, convertida em hidroximetilfurfural. Este Gltimo atua como produto
intermediario da reacdo que, quando catalisado, € convertido em é&cidos (levulinico e
férmico). A hemicelulose de bagaco de cana é composta em sua maior parte por xilanas
que, quando despolimerizada, é convertida em xilose e arabinose e, posteriormente,
transformados em furfural e acido férmico. A lignina, estrutura mais resistente do
bagaco de cana, € convertida em &cidos soluveis e em lignina insolivel (GIRISUTA et
al., 2013).

Apo6s os 14 dias de fermentacdo o bagaco de cana possivelmente sofreu
conversdes bioquimicas devido a acdo de lacase de Penicillium brevicompactum
CCDCA 11400. Aléem disso, é provavel que a biomassa lignoceluldésica também tenha
sido alvo de ataques por outras enzimas ligninoceluloliticas, como as celulases e as
hemicelulases. Os valores das concentracbes dos carboidratos e acidos organicos
obtidas nos ensaios conduzidos em biorreator s&o mostrados nas Tabelas 4 e 5. N&o
foram detectados os carboidratos celobiose e arabinose e os &cidos glucurénico e

férmico.

Tabela 4: Concentragdo (g/L) dos carboidratos e acidos organicos presentes no bagaco
de cana referentes aos ensaios conduzidos em biorreator ap6s fermentacdo em estado
solido durante 14 dias a 23 °C. Dados obtidos apds analise por CLAE.

Ensaios Glicose Xilose A(f'qo Furfural HMF
acetico

0150+ 0239+ 0.0003+  0.0005 +
Controle 4 031 0.076 ND 00002 0.0004

. 0135+ 0141+ 0042+ 0 0.0019 +
0.081 0104  0.035 0 0.0001

, 0015+ 0013+ 0033+ 00002+ 0.0005 +
0.014 0016 0014 00001  0.0001

0132+ 0160+ 0001+ 0000l 0.0027 &
3 0.052 0077  0.015 0 0.0016

. 0146+ 0179+ 0.002+ 0.0020 +
0.026 0.038  0.008 ND 0.0004

- 0009+ 0011+ 0043+ 0000l  0.0002 %

0 0.007 0.032 0.0000 0.0003
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Legenda: Controle: SCB + agua destilada; 1 = SCB + enzima pura; 2 = SCB + in6culo (pH 4); 3 = SCB
+ extrato bruto (pH 4); 4 = SCB + extrato bruto (pH 7); 5 = SCB + inéculo (pH 7). SCB = bagaco de
cana. Média + desvio padrdo. ND = nao detectado. HMF = hidroximetilfurfural.

Tabela 5: Concentracdo (g/L) dos carboidratos e acidos organicos presentes no bagaco
de cana referentes aos ensaios conduzidos em biorreator apos fermentacdo em estado
solido durante 14 dias a 19 °C. Dados obtidos apds analise por CLAE.

Acido

Ensaios Glicose  Xilose - Furfural HMF
acético

Controle 0.128+ 0.097 ND 0.0004 + 0.0171 +
0.104 0.068 0.0003 0.0132

1 0.075+ 0.096+ 0.025+ 0.0001 + 0.0002 +
0.025 0.029 0.012 0.0000 0.0001

2 0.011 + ND 0.085+ 0.0001 + 0.0001 +
0.009 0.064 0.0000 0.0000

3 0.045+ 0.082 + ND 0.0001 + 0.0004 +
0.012 0.036 0.0001 0.0000

4 0.170+ 0.175+ 0.008+ 0.0003 + 0.0025 +
0.022 0.018 0.018 0.0001 0.0001

5 0.030+ 0.005+ 0.228+ 0.0001 + 0.0003
0 0.019 0.144 0.0000 0.0003

Legenda: Controle: SCB + &gua destilada; 1 = SCB + enzima pura; 2 = SCB + in6culo (pH 4); 3 = SCB
+ extrato bruto (pH 4); 4 = SCB + extrato bruto (pH 7); 5 = SCB + indculo (pH 7). SCB = bagaco de
cana. Média + desvio padrdo. ND = ndo detectado. HMF = hidroximetilfurfural.

Em ambas as temperaturas (23 e 19 °C), as menores concentra¢des de glicose
foram encontradas nos ensaios 2 e 5. Com relacdo a xilose, as menores concentracfes
foram encontradas nos ensaios 2 e 5a 23 °C e 3e 5a 19 °C. Nesta ultima temperatura, a

xilose ndo foi detectada no ensaio 2.

Referente aos acidos organicos, apenas o acido acético foi detectado e, ainda
assim, ausente nos ensaios controle e nos ensaios 3 a 19 °C. As menores concentracdes

foram detectadas nos ensaios 3e4 a3 °Cenosensaiosledal9°C.

As maiores concentracdes de glicose e xilose foram encontradas nos ensaios
controle, 1 e 4. Possivelmente, estes ensaios apresentaram estes resultados devido a
acao de celulases e hemicelulases presentes no meio, uma vez que as concentragdes de
glicose e xilose aumentam & medida que a celulose e hemicelulose sdo despolimerizadas
(VERARDI et al., 2016). A 23 °C as concentracfes destes carboidratos foram ainda

maiores que quando comparados a 19 °C.

Em contrapartida, as concentracdes de &cido acético foram maiores nos ensaios

5e2al9°Cenosensaios 1eb5a?23°C. O acido acético é um composto facilmente
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hidrolisado derivado do grupo acetil presente na hemicelulose (SAHA et al., 2013), que
pode ser considerado composto inibidor da fermentacao e, geralmente, sdo removidos

nos processos de conversao da biomassa lignocelulésica.

Com relacéo ao hidroximetilfurfural e ao furfural, € comum que estes compostos
sejam removidos durante as etapas de pré-tratamento, pois, assim como o &cido acético,
também sdo considerados compostos inibidores da fermentacdo. A formacdo de todos
estes compostos inibidores acontece apo6s a despolimerizacdo das pentoses e hexoses.
Enquanto o hidroximetilfurfural é produto de formacdo das celuloses, o furfural é
produto de hemiceluloses. A presenca de inibidores impede a fermentacdo, uma vez que
estes compostos, em contato com a célula microbiana, prejudicam o metabolismo
intracelular, uma vez que afetam as enzimas da via glicolitica (JONSSON et al., 2013;
RAN et al., 2014)

Embora detectados em concentracdes muito baixas em relagdo aos valores
encontrados para os carboidratos e acidos orgénicos, o furfural obteve a concentragdo
mais alta a 19 °C, no ensaio controle. O mesmo foi observado a 23 °C. Para o
hidroximetilfurfural, os maiores valores foram detectados a 23 °C, nos ensaios 3, 4 e no
Controle. A 19 °C, o maior valor encontrado foi no ensaio Controle, seguido do ensaio
4. Isto pode ser explicado pela auséncia do inoculo do microrganismo Penicillium
brevicompactum CCDCA 11400 neste ensaio, bem como pela auséncia do extrato bruto
de lacase. Neste ensaio, havia apenas o bagaco de cana e dagua destilada e,
possivelmente, a presenca de outras enzimas no meio foi capaz de hidrolisar o bagaco
de cana e, no caso, de hidrolisar a celulose em hidroximetilfurfural e a hemicelulose em

furfural.

Nos ensaios 3 e 4, onde também foram detectados estes compostos, a presenca
do extrato bruto de lacase e de outras enzimas no meio pode, de certa forma, ter
contribuido para despolimerizagdo ndao somente da lignina, seu principal alvo, mas
também da celulose e da hemicelulose. Entretanto, ainda sdo necessarias mais analises

para, de fato, concluir

Assim sendo, considera-se que o0 bagago de cana sofreu transformacgdes
bioquimicas através do ataque de enzimas, confirmado pelos dados obtidos pela
cromatografia liquida. Contudo, para afirmar que esta conversao tenha sido realizada

pela lacase de P. brevicompactum CCDCA 11400, é preciso obter mais dados
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relacionados aos produtos de formacdo da lignina e a caracterizacdo quimica dos

polimeros formadores do material lignocelulosico (lignina, celulose e hemicelulose).
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4 CONCLUSAO

O potencial biotecnoldgico de Penicillium brevicompactum CCDCA 11400 foi
observado através da capacidade de utilizacdo de fontes alternativas de carbono, como o
bagaco de cana e a atrazina, e da producdo de lacase. O microrganismo demonstrou a
capacidade de sintese enzimatica na fermentacdo em estado sélido low scale e em
biorreator, principalmente em meio &cido (pH 4) e a 19 °C. Além disso, observou-se
apos os 14 dias de fermentacdo, uma redugdo considerdvel do substrato (bagago de
cana), sobretudo quando combinado com a atrazina. Com relacdo a conversdo do
material lignocelulosico, possivelmente a lacase teve efeito positivo na oxidacdo da

lignina.

Diante dos resultados expostos, o fungo P. brevicompactum CCDCA 11400 pode
ser considerado um microrganismo promissor, com potencial para aplicagdo na industria
de enzimas. A multifuncionalidade desta espécie, caracterizada pela sua fisiologia e
pelos fatores que influenciam a sintese de metabdlitos, como a temperatura, o pH e a

atividade de agua, estimula a busca por novas aplicacdes biotecnoldgicas.

Ademais, poucos trabalhos utilizando este microrganismo para producdo de
enzimas foram encontrados na literatura e, portanto, este estudo servird como base para

trabalhos futuros.
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