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Resumo

A degradacdo bioldgica da lignina pode ser realizada por fungos de podridao branca,
parda e mole, os quais produzem enzimas oxidativas especialmente lacases, manganés
peroxidase (MnP) e lignina peroxidase (LiP). Neste trabalho, foi investigada a interacao
entre diferentes fungos filamentosos para formar consércios capazes de remover a lignina
de residuos agroindustriais. Apos triagens enzimaticas realizadas para LiP, MnP, Lacase
e glioxal oxidase (GLOX), 8 isolados apresentaram potencial para aplicagdo de
degradacdo lignocelul6sica e 5 fungos foram selecionados como os melhores produtores
das enzimas estudadas. As capacidades de interacdo e inibicdo de crescimento dos
isolados selecionados foram estudadas para posterior montagem dos consorcios. Desta
maneira, 6 diferentes consorcios foram estruturados e submetidos a testes de degradacao
de lignina utilizando trés diferentes residuos derivados da agroindustria: sabugo de milho,
casca de arroz e bagaco de cana. Dados de seletividade (celulose/lignina) foram também
utilizados como parametro de avaliacdo dos consércios. Os consorcios C5 (Tinctoporellus
sp. e Marasmiellus sp. e Aspergillus sect. flavi) e C6 (Tinctoporellus sp. e Marasmiellus
sp. Fusarium sp.) apresentaram resultados mais coerentes de degradacdo de lignina,
seletividade e atividades enzimaticas no bagaco de cana ap0ds 7 dias a 28°C. A casca de
arroz apresentou menor degradabilidade devido a uma maior resisténcia ao ataque
microbiano. O sabugo de milho foi melhor degradado por consércios que apresentaram
habilidade em reduzir a lignina e os polissacarideos. Sendo assim, os consorcios C5 e C6
foram submetidos aos experimentos de degradacdo do bagaco de cana por 15 dias. Os
resultados revelaram que o consorcio C5 foi mais eficiente no processo de deslignificacédo
e apresentou melhores resultados de seletividade. Para aumentar o rendimento da
deslignificacao, 3 experimentos de otimizacao do processo foram realizados utilizando o
planejamento experimental do tipo Plackett-Burman (PB). Aumentos sequenciais da
deslignificagdo foram observados a cada experimento, onde as duas melhores condicdes
de cultivo encontradas (PB3) apresentavam: i) indculo fungico (7), 8 mM de CuSOq, 0,4
o/L de KH2PO4 e 2,5 g de bagaco de cana (ensaio 10) e ii) indculo fungico (7), 20 g/L de
glicose, 2 g/L de extrato de levedura, 8 mM de CuSO4 e 2,5 g de bagaco de cana (ensaio
5). As condicGes de cultivo dos ensaios 10 e 5 permitiram uma porcentagem de
deslignificagdo correspondente a 57,65% e 49,73%, respectivamente. Os melhores
resultados de seletividade (celulose/lignina e xilana/lignina) foram, de maneira geral,
condizentes com os melhores resultados de deselignificacdo. Experimentos adicionais
foram conduzidos visando avaliagdo da influéncia do sulfato de cobre no crescimento dos

fungos dos consorcios e nos fungos de maneira isolada, e avaliagdo da deslignificagdo em



cultivos contendo extrato de malte e bagaco de cana. Os resultados revelaram que a
presenca do sulfato de cobre ndo interferiu na eficiéncia dos consoércios frente a
deslignificacdo. Na presenca do sulfato de cobre a porcentagem de seletividade da lignina
do bagaco de cana pelo consorcio C5 (53,18%) foi muito proxima a obtida no PB3. Neste
teste, houve producédo de LiP e MnP, enquanto a lacase foi detectada na auséncia do
sulfato de cobre. Os resultados da deslignificacdo dos experimentos em meio malte e
bagaco de cana foram inferiores aos resultados com o meio otimizado, destacando a
importancia da aplicacdo do planejamento experimental para a otimizacéo de processos.
Os resultados do presente trabalho evidenciam o potencial do consoércio C5 para a

deslignificacdo do bagaco de cana em 7 dias de cultivo.

Palavras-chave: Biomassa lignocelulosica, tratamento bioldgico, consorcio fungico,
otimizacdo, planejamento experimental.



Abstract

Biological lignin degradation can be performed by white rot, brown, and soft fungi, which
are able to produce oxidative enzymes such as lignin peroxidase (LiP), manganese
peroxidase (MnP) and Laccase. In this work, the interaction between different
filamentous fungi (isolated from different environments) was investigated aiming to the
structuration of consortia able to remove the lignin from agro-industrial wastes. After the
enzymatic screening accomplished to LiP, MnP, laccase, and glyoxal oxidase (GLOX), 8
isolates presented potential application to lignocellulose degradation and 5 were selected
as the best producers of the studied enzymes. The interaction and inhibition growth ability
of the selected isolates was investigated for the subsequent consortia assembling. In this
way, 6 different consortia were pooled and subjected to lignin degradation tests using 3
different waste materials derived from agro-industry: corn cobs, rice husks, and sugarcane
bagasse. Data related to selectivity (cellulose/lignin) were also used for the consortia’s
evaluation. The consortia C5 (Tinctoporellus sp., Marasmiellus sp., and Aspergillus sect.
Flavi) and C6 (Tinctoporellus sp., Marasmiellus sp., and Fusarium sp.) presented more
coherent results of lignin degradation, selectivity, and enzymatic activities in sugarcane
bagasse after 7 days incubation at 28°C. The rice husk showed lower degradability due
to the higher resistance to the microbial attack. The corncob was better degraded by the
consortia that showed ability to reduce the amount of lignin and polysaccharides
(cellulose and xylan). In this sense, the consortia C5 and C6 were subjected to the
experiments related to sugarcane bagasse degradation during 15 days. Results showed
that the consortium C5 was more efficient during the delignification process and showed
better results of selectivity. In order to increase the delignification efficiency, three
experiments related to the process optimization were conducted using Plackett-Burman
(PB) experimental design. Sequential improvements in delignification were observed to
each experiment and the two better culture conditions found comprised: i) inoculum disks
(7), 8 MM CuSOQg, 0.4 g/L of KH2PO4, and 2.5 g of sugarcane bagasse (assay 10), and ii)
inoculum (7), 20 g/L glucose, 2 g/L yeast extract, 8 mM CuSOg, and 2.5 g of sugarcane
bagasse (assay 5). The culture conditions of assay 10 and 5 allowed a delignification
corresponding to 57.65% and 49.73%, respectively. In general, the better results of
selectivity (cellulose /lignin and xilan/lignin) were consistent with the better results of
delignification. Additional experiments were conducted in order to evaluate the effect of
copper sulfate on the growth of the consortia fungal strains and the each single fungus,
and to evaluate the delignification in cultures containing malt extract and sugarcane

bagasse. Results reveal that the presence of copper sulphate did not interfere in the



consortia delignification efficiency. In the presence of copper sulphate the percentage of
sugarcane bagasse delignification by the consortium C5 (53.18%) was almost the same
that one obtained in the PB3. In general, in the presence of copper sulphate LiP and MnP
were produced, while laccase was detected in the absence of this compound. Results
related to the delignification in medium containing malt extract and sugarcane bagasse
were lower than that ones with the optimized medium, highlighting the relevance of the
experimental design to the process optimization. Results from the present study show the
potential of the consortium C5 for the delignification of sugarcane bagasse in 7 days of

cultivation.

Keywords: Lignocellulosic biomass, biological treatment, fungal consortia,

optimization, experimental design.
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1. INTRODUCAO

Em virtude de uma alta demanda de energia baseada em fontes fdsseis finitas e
instaveis de combustiveis e outros derivados, novas alternativas para a substituicdo dessa
matriz energética tem sido procurada. Dentre 0s recursos nao-renovaveis existentes, o
consumo do petroleo para a geracao de energia tem atingido 35% do total, seguido pelo
carvdo mineral (27%) e gas natural (21%) (AIE, 2012). Além disso, o constante
esgotamento desses recursos naturais pode levar a uma situacdo cadtica de
desenvolvimento humano na Terra. De acordo com o relatério da Organizacéo das Nagdes
Unidas (ONU, 2015), a populacdo mundial tende a chegar a 8,5 bilhdes de pessoas até o
ano de 2030 e em consequéncia disso, havera também a necessidade de aumento no
consumo de combustiveis, energia e alimentos.

Nesse contexto, politicas de utilizagdo consciente e principalmente o investimento
em energias renovaveis serdo a base para o controle da problemética envolvendo o
petroleo. Em particular os biocombustiveis, desde os anos 80, tém apresentado bons
resultados em termos de producédo e utilizacdo sendo um potencial recurso energético
sustentavel. O etanol, exemplo mais difundido no mundo todo, obtido através do processo
de fermentacdo, atingiu no ano de 2010 a escala de producdo de 13,2 milhdes galdes
(FICHMAN, 2011). Atualmente, esse valor chega a mais de 22,6 bilhdes de galGes
produzidos mundialmente, dos quais em sua grande parte sdo produzidos pelo Brasil e 0s
EUA (SINGH et al., 2016). Em adicdo ao etanol ligninocelulésico, outros tipos de
monoculturas também tém sido explorados, incluindo sementes de oleaginosas, tais
como, canola, girassol, soja e feijdo (América do Norte, Europa e Brasil) ou de 6leo de
palma (Asia), além de alguns bulbos e raizes como a beterraba e a batata. Entretanto,
independentemente do sucesso do processo implementado a partir desses cultivos
energéticos, alguns fatores limitantes ainda preocupam, como a seguranca alimentar, a
exploracgdo da terra e a alta necessidade de irrigagéo.

Dessa maneira, toda a biomassa derivada de materiais lignocelulésicos oriundos
do setor agricola e industrial tem sido amplamente explorada como fonte sustentavel para
a geracdo de biocombustiveis e outros biomateriais. Muitas tecnologias tém sido
desenvolvidas ao longo de 80 anos para que o custo-beneficio do processo tenha
condigdes de entrar no mercado atual. Contudo, alguns desafios ainda precisam ser
vencidos, como por exemplo o pré-tratamento da matéria lignoceluldsica, a eficiéncia da
hidrélise enzimética e a recuperacdo do alcool final. Dentre as estratégias aplicadas a
conversdo de biomassa, a de maior vantagem é a utilizagédo da sacarificacdo enzimatica.

Porém, a maior dificuldade do uso dessa técnica é a baixa acessibilidade a celulose
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contida na fibra vegetal devido a sua forte associacdo com a lignina. Portanto, quebrar a
lignina de modo a tornar a celulose mais acessivel a hidrélise enzimatica para a converséo
é o objetivo fundamental do pré-tratamento. Sendo assim, 0s recursos bioldgicos
aplicados na deslignificacdo tém despertado alto interesse industrial e tecnologico
principalmente por se tratar de um processo economicamente mais acessivel, seguro, com
baixo consumo de energia e ambientalmente viavel.

Nesse sentido, este trabalho teve por objetivo geral, encontrar e selecionar
recursos microbianos (fungos filamentosos) eficientemente ligninoliticos, bem como o
conhecimento e entendimento do processo enzimatico durante a deslignificacéo,
buscando a identificacdo da principal enzima ou do complexo enzimatico para aplicacdo
biotecnoldgica referente a producdo de bioetanol. Este estudo faz parte do Tematico
Fapesp 2010/12624-0 intitulado “Aplica¢do de métodos fisico-quimicos e enzimaticos na
sacarificacdo do bagaco de cana: Estudos de microrganismos, processos fermentativos
relacionados e métodos de hidrélise” coordenado pela Profa. Dra. Eleni Gomes (IBILCE-
UNESP, Séo José do Rio Preto). O trabalho foi organizado em trés capitulos, sendo
apresentado na primeira parte, uma revisdo dos principais trabalhos desenvolvidos
utilizando a biomassa lignocelulésica como forma de reaproveitamento de residuos
destinados a producdo de biocombustivel.

No capitulo 1 foi realizada a selecdo de novas fontes de recursos genéticos
ligninoliticos (fungos filamentosos) a partir de isolados previamente obtidos nos projetos
Fapesp 2010/12624-0 (Temaético), Fapesp 2010/519925-5 e Fapesp 2005/60175-2
(Tematico). A selecdo teve como base uma triagem qualitativa em meio sélido e uma
triagem quantitativa em meio liquido. Os fungos selecionados por apresentar capacidade
de producdo das enzimas estudadas que ndo haviam sido previamente identificados foram
caracterizados taxonomicamente pelo grupo de pesquisa do Prof. André Rodrigues
(UNESP/Rio Claro). Com base na identificagdo dos fungos e nos resultados de
antagonismo (em meio sdlido), consorcios fungicos foram estruturados visando a
degradacédo de biomassa lignoceluldsica.

O capitulo 2 teve como objetivo a avaliacdo da capacidade de degradagdo da
lignina pelos consércios selecionados no capitulo 1 utilizando diferentes tipos de
substrato lignocelulosico, paralelamente doi realizada a avaliacdo da producdo de
enzimas ligninoliticas em cada um dos substratos estudados, visando selegdo do consorcio
com maior potencial de deslignificagéo.

No capitulo 3 foi avaliado o efeito de diferentes fatores na degradacao da lignina

do bagaco de cana-de-agucar e na producdo das enzimas ligninoliticas pelo consorcio
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fangico selecionado utilizando o desenho experimental e visando otimizacao do processo
de deslignificacdo. A avaliacdo da atividade enzimética durante a degradagdo da lignina
também foi estudada, para maior entendimento e identificacdo da principal enzima ou do
complexo enzimatico com potencial de degradacdo de materiais lignocelulosicos. Nesse
capitulo também foi estudada a influéncia do sulfato de cobre no desenvolvimento dos
fungos em consdrcio e em separado, bem como o efeito nas atividades das enzimas
ligninoliticas. Em adig&o, foi realizado um experimento adicional de deslignificacdo do
bagaco de cana e meio malte visando comparagdo com a deslignificacdo obtida com o

meio otimizado.
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2. REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO
2.1. Bioenergia

Entende-se por bioenergia, tudo aquilo que pode ser utilizado para gerar energia
a partir de uma biomassa derivada de residuos solidos, liquidos e gasosos oriundos de
matérias-primas biologicas (IEA, 2013). Isso inclui, biocombustiveis (bioetanol e o
biodisel) para transportes, produtos aplicados para gerar eletricidade e calor (lascas de
madeira e pallets), bem como o biogas (biometano e o biohidrogénio) produzido a partir
do processamento de materiais bioldgicos de residuos urbanos e industriais (HO et al.,
2014). Toda bioenergia pode ser uma fonte renovavel, entretanto, nem toda fonte
renovavel gera uma bioenergia. A energia renovavel é obtida de fontes naturais capazes
de se regenerar. Dessa maneira, além das fontes amplamente difundidas no pais, tais
como, a energia hidraulica, eolica e solar, a biomassa também vem angariando espa¢o no
setor energético brasileiro. Desde a década de 1970, com a primeira crise do petréleo,
responsavel pela elevacdo do preco do barril, a busca por matérias-primas renovaveis
geradoras de energia foi rapidamente explorada pelos setores académicos e
governamentais como alternativa de substituicdo ao petréleo, visando também a
diminuicdo do impacto ambiental (SILVA, 2010).

Desde entdo, o uso do etanol até o presente momento, tem mostrado ser a melhor
opcéo frente ao uso de fontes fosseis para produgdo de combustiveis. Nesse contexto, 0
Brasil € conhecido mundialmente pelo seu pioneirismo na producédo do etanol de primeira
geracdo derivado da fermentacdo da cana-de-acUcar. Segundo estimativas recentes da
UNICA (Unido da Industria de Cana-de-Acucar, 2016), a safra de 2015/2016, produzira
em média, 617 milhdes de toneladas de cana-de-agucar, sendo 28 bilhGes de litros de
etanol. Paralelamente a isso, a quantidade de residuos gerados também serd maior em
relacdo a safra anterior. Mais de dois tergos da atual bioenergia gerada é produzida por
materias-primas derivadas de terras cultivadas, implicando em uma crescente
preocupacdo sobre a disputa de terras e agua para a producdo de alimentos e outras
questbes ambientais relacionadas ao manejo daterra (MUSSATTO et al., 2010). Portanto,
0 uso de residuos para a producdo de bioenergia tem sido foco de interesse, ja que na
maioria das vezes, estes encontram-se prontamente disponiveis em diversos paises.

A cana-de-agUcar é apenas um, dentre varios outros tipos de biomassa produzida
abundantemente no pais por setores agricolas, florestais e industriais, cujo destino final

nem sempre é bem aproveitado. Além disso, algumas dessas matérias-primas acabam
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sendo destinadas em geral a mercados alternativos mais remuneradores, como alimentos
ou insumos para outros fins (BALAT, 2011).

Os residuos lignocelulésicos agroindustriais sdo materiais com grande potencial
uma vez que podem ser utilizadas ndo somente para a producdo de etanol, mas também
para a fabricacdo de outros produtos (SILVA, 2010). Uma grande variedade de produtos
quimicos pode ser desenvolvida de maneira sustentavel a partir do componente principal
presente em todos os residuos lignocelulésicos, que é a lignina (OLIVEIRA, 2015;
VANDERGHEM, 2011). Aléem disso, para a conversdo dessa biomassa em energia, ha
uma ampla variacdo de tecnologias que incluem desde uma simples combustdo até a
aplicacdo de processos complexos que podem ser fisicos, quimicos ou bioldgicos ou a
combinacéo deles.

Dessa forma, a perspectiva do uso da biomassa para a conversdo de produtos de
alto valor agregado ira reduzir o valor do biocombustivel gerado, minimizando a geragédo
e descarte de residuos e principalmente reduzir a dependéncia de produtos a base de
petroleo. A escolha de uma bioenergia moderna é um elemento chave para a transicdo
geral de sustentabilidade por muitas razfes, entre elas, a de fornecer diversas opcdes
renovaveis para finalidades diferentes implicando na mitigacdo da mudanca climatica.
Entretanto, a transi¢do energética ndo se trata somente de substituicdes dos combustiveis
existentes ou implantar tecnologias de conversdo. Para se estabelecer uma inovadora
plataforma de bioenergia, é preciso que todas as formas (solido, liquido e gasoso) de
combustiveis sejam exploradas abrangendo varios setores, ndo somente o industrial e de
transporte (SILVEIRA; JOHNSON, 2016). Isso significa que apenas as politicas e
incentivos econdmicos ndo serdo suficientes para alcancar um sistema bem-sucedido.
Obter novas solucdes de energia implica no deslocamento de velhas préaticas e em uma
constante disseminacdo de novas alternativas tecnoldgicas e de gestdo para a integracéo

dos sistemas existentes.
2.2. Residuos do setor agroindustrial

A biomassa de residuos agricolas, especialmente a de residuos lignocelulésicos
ndo é vista somente como uma fonte sustentavel geradora de eletricidade para muitas
indUstrias, mas também um recurso para a produgéo de biogas e combustiveis de segunda
geracdo em paises em desenvolvimento (ZHONG et al., 2011). Estima-se que a América
Latina tenha o maior potencial para producdo de biomassa mesmo levando em conta a
producdo de alimentos e algumas limitagcdes de recursos (JANSSEN; RUTZ, 2011,
RAMBO et al., 2015). O Brasil faz parte desses importantes paises produtores de grandes
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quantidades de biomassa residual. Gracas a algumas particularidades propicias na
producdo de biomassa como, condi¢bes geogréaficas favoraveis, solos e condicGes
climéticas agricultaveis, radiacdo solar por longos periodos e diversas opcGes de cultivo
a serem aplicadas o ano todo (SANTOS, 2014). Os residuos agricolas, tais como, palhas,
cascas de cereais, sementes e frutas, lascas de madeira, folhas verdes, melago, vinhaga,
entre outros, sdo potenciais fontes de energias renovaveis. Essas matérias-primas de
segunda geracdo derivadas de biomassa lignocelulésica podem ser classificadas em trés
grupos principais: (I) homogéneos, tais como, lascas de madeira oriundas de cultivos
energéticos; (1) qguase homogéneas, incluido residuos agricolas e florestais; e os (111) ndo-
homogéneos, que englobam os residuos sélidos municipais e industrial (HO et al., 2014;
LEE; LAVOIE, 2013). Esses materiais contém energia quimica armazenada a partir da
radiacdo solar transformada em energia. Essa energia quimica pode ser diretamente
liberada por combustdo ou convertida alternativamente em outras fontes de energia de
acordo com a finalidade do processo. Em busca da minimizacao de impactos ambientais
provocados pelo descarte em massa desses residuos ou da propria queima para geragao
de energia, desde 2010, tém sido investigadas alternativas de empregabilidade dessa
biomassa na geracdo de biocombustiveis e na producdo de alguns quimicos (COTANA
et al., 2014). Anualmente, toneladas de residuos de cultivos de cana-de-agUcar, soja,
milho, mandioca, café, entre outros sdo descartadas no Brasil. A seguir estdo descritos 0s
residuos utilizados no presente estudo como substratos para o crescimento microbiano

visando deslignificacao.
2.2.1. Bagaco de cana

No Brasil, o etanol é produzido exclusivamente pela cana-de-agtcar, com 0
ranking médio de producéo de 7.500 L/hectare (NOVA CANA, 2016). E um sistema de
agroenergia bastante eficiente, devido a 6tima adaptacdo da cana em relagdo ao solo e
climas brasileiros. Atualmente, a cana € produzida por 23 estados brasileiros, dentre os
quais, S&o Paulo, Minas Gerais, Parana, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e
Pernambuco s&o os de maior destaque. Frente a esse sistema, 0 bagaco de cana surge
como residuo derivado da moagem da cana-de-agUcar que € composto de fibras e
resquicios de caldo. Nos dltimos anos, tém-se buscado o aumento da producdo e
rendimento da cana e a0 mesmo tempo o aumento da fracdo de biomassa a ser
transformada (SOCCOL et al., 2010).

A cada tonelada de cana-de-agucar moida na industria, sdo gerados cerca de 250
a 300 kg de bagaco umido (CANAONLINE, 2016; BURGI, 1995). Este € um material
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lignocelulésico oriundo, sobretudo, das industrias de acucar e alcool, encontrado em
grandes quantidades e bastante valorizado como matéria-prima na fabricacdo de
bioetanol, especialmente em paises de clima Gmido e tropical, como o Brasil, india,
Malésia e China (MARTIN et al., 2007). Sua composi¢&o pode ser muito variada, ja que
este material depende de uma enorme quantidade de aspectos correspondentes ao cultivo
de cana-de-agUcar, onde: a variedade, as condi¢fes climéticas, o estagio de maturagdo da
planta, as propriedades quimicas e microbioldgicas do solo, entre outras, irdo interferir na
classificacédo estrutural dessa biomassa (BRIENZO et al., 2014).

De acordo com Brienzo e colaboradores (2014), a cana pode ser dividia em
colmos (caule), folhas e raiz, tendo uma complexa formacdo intermediada por nés e
entrends, caracterizados por uma epiderme composta de diferentes células com diferentes
tipos de paredes celulares. Esta caracteristica da cana €, portanto, considerada um dos
grandes desafios a ser vencido na conversao desse material em biocombustiveis. Contudo,
do ponto de vista fisico, 0 bagaco também é formado por um conjunto de fragmentos
bastante heterogéneos sendo constituidos de 50% de umidade, 45% de estruturas
fibrilares e 5% de extrativos e outros componentes inorganicos (metais) (MARABEZI,
2009). Quimicamente, o bagaco compreende a celulose, hemicelulose, lignina e
extrativos bem como a maioria das biomassas vegetais. Para Cowling e Kirk (1976), essa
composigdo foi estimada em 25-40% de celulose, 20-35% de hemicelulose e 15-35% de
lignina. Recentemente, outros autores determinaram esses teores em 42,3% de celulose,
28,8% de hemicelulose, 24,7% de lignina e 3,5% de extrativos e cinzas, respectivamente
(ROCHA et al, 2012; ROCHA et al, 2015). Dificilmente o resultado dessas
caracterizagdes alcancara um balanco de 100% na massa, principalmente se o0 nimero de
etapas e analises desse processo forem estendidos, ocasionando erros ou sobreposicdes
de valores. Por esse motivo, a composi¢do quimica da cana ndo é um padrdo observado
em todas as espécies, visto que, essa planta sofre diversas influencias durante o periodo
de cultivo.

Por anos, a principal funcdo do bagago foi mantida como fonte de energia
elétrica e de aquecimento aplicadas na propria usina para manutencdo das caldeiras,
entretanto, a grande quantidade gerada dessa biomassa ndo acompanha a co-geracéo,
acarretando no problema de disposic¢éo e armazenamento. Nas industrias de polpa e papel
0 consumo do bagaco € apreciado, pois além de mais barato, emite uma quantidade
relativamente menor de gases estufa durante o processamento do papel se comparado com
lascas de madeira e necessita de uma quantidade infima de branqueadores quimicos
(AMARASEKARA, 2014). O bagaco de cana tem sido utilizado como material
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adsorvente de baixo custo para remoc¢do de algumas substancias poluentes tais como,
metais pesados, fendis e corantes (BONI et al., 2016; VIEIRA et al., 2010; FERREIRA
et al., 2015). Além disso, também tem sido destinado para produgdo de ragdo animal, na
construcdo civil como material alternativo, utilizados como adubo em solos, e também na
geracdo de biomassa microbiana (DOHERTY et al., 2011).

2.2.2. Casca de Arroz

O arroz é um dos mais importantes alimentos basicos para uma grande parte da
populacdo humana, especialmente na Asia Oriental, Sudeste da Asia, Sul da Asia, Oriente
Médio, e no oeste da india. E considerado o segundo maior grdo consumido seguido do
trigo. Dentre os paises produtores de arroz pertencentes ao bloco do Mercosul, o Brasil é
responsavel por 75,75% (12 milhdes toneladas) da producdo deste cereal (CONAB,
2015). S&o esperadas 10,4 mil toneladas colhidas desse grdo para a safra de 2016. Cada
kg de grdo colhido é acompanhado por uma producdo de 1,5 kg de palha de arroz
(MAIORELLA, 1985). Este dado revela uma estimativa de que entre 700-800 toneladas
de residuos sdo gerados por ano globalmente, da qual grande parte € destinada a
alimentacédo de gado e o restante é descartado como residuo agricola (AMARASEKARA,
2014).

A préatica mais comum entre 0s agricultores tem sido a queima desse material para
a retirada do residuo dos campos de beneficiamento, ja que as opg¢des de armazenamento
ou disposicdo da palha e da casca de arroz sdo limitadas por sua baixa densidade, lenta
degradacdo no solo, e pela ameaca de alojamento de doencas no caule do arroz.
Entretanto, em consequéncia dessa pratica, pode haver um aumento intrinseco da emissdo
de gases na atmosfera e comprometer a qualidade da saude publica devido a poeira
respiravel contendo silica cristalina e outras substancias perigosas (FERREIRA-LEITAO
et al., 2010). As cinzas obtidas apds a queima dessa biomassa possuem de 87 a 95% de
silica, fonte apropriada para a fabricacdo de materiais a base de silicone (OLUPOT et al.,
2016).

Além do uso da casca de arroz para a producgdo de biocombustiveis, esse residuo
pode ser utilizado na fabricacdo de painéis particulados, placas de isolamento, placas
utilizadas como teto, adicionados em tijolos, artigos ceramicos e de vidro, e até usado
como fertilizante. No pais, apenas uma pequena parte da energia elétrica gerada é oriunda
da queima dos residuos derivados especificamente do arroz, 9MW dos 200 MW
consumidos em geral. Apesar dos grandes beneficios apontados para aplicacdo da casca
de arroz, somente 17% da produgdo mundial é aproveitado a cada ano, ressaltando,
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portanto, que uma enorme quantidade ainda permanece sem destino (OLUPOT et al.,
2016).

Bem como qualquer outra biomassa vegetal, a composicdo quimica da casca de
arroz também pode variar em funcdo das espécies, de fatores ambientais e de maturidade
da planta. Este residuo possui uma quantidade elevada de celulose e hemicelulose e por
isso é vista como fonte propicia para hidrolise de agucares fermentesciveis. A casca de
arroz, corresponde a 23% da quantidade total de residuos advindos do cultivo do arroz,
sendo este em média quimicamente composta por 34,4% de celulose, 16,2% de xilana,
1,3% de arabinana e 23% de lignina (FERREIRA-LEITAO et al., 2010). Alguns estudos
tém mostrado que para obtencéo desses aglcares, é necessario o uso de algum tipo de pré-
tratamento na biomassa, antes da hidrolise enzimética. Esse comportamento segue valido
para a maioria das biomassas de residuos agroindustriais, onde a grande dificuldade esta
no rompimento da camada de lignina e no acesso dos carboidratos. Sendo assim, com a
casca de arroz, alguns métodos ja foram empregados como, entre outros, aguecimento
(110°C), uso de solventes (ANG et al., 2012; LYNAM et al., 2012), uso de micro-
organismos (POTUMARTHI et al., 2013; GHORBANI et al., 2015). Para melhorar a
natureza recalcitrante dessa biomassa o pré-tratamento precisa ser um passo eficiente para
que essa estrutura complexa se rompa a fim de remover as pentoses e hexoses da camada

hemicelulésica sem que haja a formacao de compostos inibidores durante esse processo.
2.2.3. Sabugo de milho

O sabugo de milho é um residuo lignocelulésico solido derivado do debulhamento
do milho, bem como a palha, que sdo abandonados em campo ap6s a colheita e se tornam
residuos excedentes e sem aproveitamento direto. Com plantages mundialmente
agricultadas, o milho é destinado principalmente a alimentagdo humana e animal devido
a suas conhecidas propriedades nutricionais. E um tipo de monocultura anual que se
adapta bem a varias condi¢6es ambientais. Diversos paises tem o cultivo do milho como
base para producdo de outros derivados e fazem desse cereal o principal produto de
exportacdo. Além disso, a utilizacdo do milho ndo é semelhante entre os paises que o
produzem. No México, o milho € a base da alimentacdo da populacéo, enquanto que 0s
Estados Unidos e o Canada, utilizam para producédo de racdo animal, para combustiveis
e exportacdo (SILVEIRA, 2010). No Brasil, 65% sdo destinados a alimentacao animal e
11% é usufruido pela indastria com diversas finalidades, tais como, a fabricacdo de

espessantes, colantes e 6leos a partir de sementes (SILVEIRA, 2010).
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Espera-se que a safra mundial de 2016/17, arrecade mais de 1 bilhdo de toneladas
desse cereal, sendo os EUA responsavel por mais de 50% da producéo, além da China,
india, Brasil, Argentina, Franca e Africa do Sul (USDA, 2016). No Brasil a producéo
média/ano do milho, é estimada entre 76-86 milhdes de toneladas (CONAB, 2016).
Entretanto, como nem toda parte dessa planta € utilizada de forma direta, ocorre uma
subutilizacdo dos residuos gerados. Residuos estes que tem a possibilidade de serem
aproveitados para geragéo de outros produtos com alto valor agregado. Recentemente, a
proposta de agregar valor a esses residuos que anteriormente ndo eram aproveitados, tém
atraido a atencdo de muitos produtores devido a rentabilidade e o lucro agregado ao ciclo
de producéo de cereais. Dessa forma, o sabugo de milho entra nessa categoria de residuo
lignocelulésico cujo potencial ainda ndo foi totalmente explorado (LATIF et al., 2011).

Estruturalmente o sabugo é formado por celulose (31,7%), hemicelulose (34,7%)
e lignina (20,31%) (AGUIAR, 2010; SANTQOS, 2014). No entanto, a hemicelulose, fracdo
majoritaria contida em cereais e gramineas compreende em grande parte moléculas de
xilana, um polimero de cadeias lineares B- (1,4) ligadas a residuos d-xilopiranosilo
(EILEN, et al., 2011; LI, etal., 2016). Esse polimero confere aos cereais maior vantagem
em relacdo aos outros tipos de biomassa, ja que apesenta em sua composi¢cdo uma
quantidade desejavel de acucares disponiveis ao reaproveitamento e promissores para
producdo de bioetanol.

Segundo Kim; Dale (2004), se os residuos do milho fossem plenamente utilizados
como matéria-prima para a producdo de bioetanol, entdo 9,3 GL de bioetanol poderiam
ser produzidos para substituir 6,3 GL de gasolina se este fosse utilizado como combustivel
veicular. Nesse mesmo contexto, Li, et al. (2016) também destacaram o potencial
aproveitamento de outros residuos derivados do milho como o caule, folha, flor e a palha
durante o processo de sacarificacdo para producdo de etanol. Contudo, o melhor
rendimento de etanol observado, foi obtido a partir do sabugo de milho (24.0gL™).
Assim como o bagaco de cana possui diferencas em sua composicao estrutural, na planta
como um todo, o sabugo de milho também compartilha da mesma problematica,
influenciando diretamente na producdo desse biocombustivel.

Além do bioetanol, o sabugo de milho do ponto de vista industrial ja vem sendo
aproveitado e aplicado desde a década de 80, nos mais diversificados ramos desde a
producdo de explosivos utilizando sua farinha; como veiculos de vitaminas; e até a
obtencdo de novos compostos quimicos como o furfural (LOPES, 2015; FOLEY;
VANDER-HOOVEN, 1981). Em parédmetros industriais, o sabugo de milho pode ser

empregado na fabricacdo de 6leos vegetais como aditivos, pode ser utilizado como fonte
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de fibras alimentares destinadas a fabricacfes de alimentos como bolos, pées e pizza. Por
décadas, este material também tem sido empregado em pesquisas voltadas a area médica,
na extracdo dos polimeros naturais, os polissacarideos (xilana e heteroxilana) para
producio de imunoestimuladores (EBRINGEROVA, 2005, HROMADKOVA;
EBRINGEROVA; MALOVIKOVA, 2005), anti-inflamatérios (SAMUELSEN et al.,
1998), antitumorais (CAO; IKEDA, 2009; MAKKY et al., 2013), anticoagulantes
(SILVEIRA, 2010; LEITE et al., 1998), entre outros.

2.3. Biomassa Lignocelulésica

2.3.1. Composicao

Materiais lignoceluldsico sdo formados por estruturas duras e fibrosas, composta
principalmente por polissacarideos celulose e hemicelulose (cerca de 70% da massa seca)
entrelacados por outra macromolécula formada de alcoois aromaticos, conhecida como
lignina. Como demonstrado na Figura 1 esses trés componentes estdo fortemente unidos
entre si por meio de forgas ndo-covalentes e por ligacdes covalentes cruzadas (SOCCOL
etal., 2011; PEREZ et al., 2002). A composicéo varia de acordo com o tipo da biomassa
vegetal, e por isso também podem ser encontrados resinas, cidos graxos, fendis, taninos,
compostos nitrogenados e sais minerais (calcio, potassio e magnésio) (NEUREITER et
al., 2002; SILVA, 2010).

Figura 1 - Estrutura Lignocelulosica.
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A celulose é um polimero linear composto de subunidades de D-glicose, ligadas
por ligagdes glicosidicas [-1,4 carbono-carbono e por ligacbes de hidrogénio
intramoleculares (entre unidades de glicose da mesma molécula) e intermoleculares (entre
unidades de glicose de moléculas adjacentes) formando o dimero de celobiose. As
ligacbes intermoleculares sdo responsaveis pela rigidez, enquanto que as ligacOes
intramoleculares sdo responsaveis pela formacgdo das fibrilas, estruturas altamente
organizadas que se associam entre si, formando as fibras de celulose (SILVA, 2010). As
fibrilas de celulose sdo geralmente apresentadas como uma estrutura altamente cristalina
somada a outra pequena parte formada de cadeias de celulose menos organizadas,
denominadas fracdo amorfa, sendo esta Ultima a fracdo mais susceptivel a degradagédo
enzimética (LORENCINI, 2013). Todas essas caracteristicas da celulose juntamente com
o fato desta estar envolta pela molécula de lignina, tornam esse polissacarideo resistentes
a hidrolise representando um grande desafio para a utilizacdo dos materiais
lignocelulésicos em aplicagdes biotecnoldgicas e principalmente na producgdo de etanol
de segunda geragédo (BIRENZO et al., 2014).

A hemicelulose é um polissacarideo com menor massa molecular do que a
celulose, consiste de cadeias ramificadas de acUcares que incluem unidades de
aldopentoses como D-xilose, L-arabinose, D-aldohexoses incluindo D-manose, D-
galactose, e a D-glicose, além de alguns &cidos como, 4-O-metil-glucurénico, D-
galacturonico e D-glucurénico (SANCHEZ, 2009; SILVA, 2010). De acordo com 0s seus
mondmeros, as hemiceluloses podem ser classificadas como xilanas, mananas,
arabinoxilanas, arabinogalactanas e arabinana (SILVANIA, 2013). A principal diferenca
entre a hemicelulose e a celulose é que a hemicelulose possui ramificacdes de pequenas
cadeias laterais mantidas por ligagdes glicosidicas do tipo -1,4 formadas por diferentes
acucares, além de ndo possuir regides cristalinas sendo, portanto, mais susceptivel a
hidrélise quimica em condigdes mais brandas (MENON; RAO, 2012). As hemiceluloses
estdo presentes em todas as camadas da parede celular das plantas, e estdo mais
concentradas nas camadas primarias e secundarias, onde encontram-se fortemente
associadas a celulose e a lignina (PANDEY, 2009).

A lignina esta ligada a ambos polimeros de celulose e hemicelulose e atua como
uma espécie de selo fisico, formando uma barreira impenetravel da parede celular das
plantas. E uma macromolécula tridimensional amorfo, ndo soltvel em &gua, formado por
unidades de fenilpropano unidas entre si por ligacGes ndo-hidrolisaveis (SOCCOL et al.,
2011; SANCHEZ, 2009). A lignina é formada a partir da geracdo de radicais livres que

sdo liberados pela desidrogenacdo mediada por peroxidases, de trés alcoois



26

fenilpropiodnicos: alcool coniferilico (guaiacil propanol) (G), alcool cuméarico (p-
hidroxifenil propanol) (H), e &lcool sinapilico (siringil propanol) (S). A lignina apresenta
uma grande variabilidade de grupos funcionais incluindo grupos hidroxila alifaticos,
grupos fendlicos, e grupos carboxilicos, 0 que a torna uma macromolécula atrativa para
a sintese de polimeros (DOHERTY et al., 2011; MONTEIL-RIVERA et al., 2013).
Entretanto, a distribuicdo e proporc¢do desses monémeros e grupos funcionais seguem a
origem filogenética de cada biomassa vegetal. Assim como exposto anteriormente, essa
variacdo sera estabelecida em funcéo da espeécie, do 6rgdo e tecidos vegetais e até mesmo
das fracdes da parede celular.

A lignina representa um dos maiores estoques de carbono/energia da natureza,
representando o0 maior depdsito de estruturas quimicas aromaticas, considerada uma fonte
potencial para geracdo de valiosos insumos para a industria quimica. A particular
composicdo quimica da lignina confere a essa macromolécula funcGes bioldgicas de
suporte e rigidez estrutural a parede secundaria de plantas vasculares, tornando-a
hidrofdbica e recalcitrante, capaz de impedir ndo somente a maioria das formas de ataques
microbianos como também de resistir a radiacdo UV (WANG; SUN, 2012).

A composicdo quimica da biomassa lignocelulosica é constituida em média de 35-
50% de celulose, seguido de 20-35% de hemicelulose, 10-25% de lignina e uma pequena
quantidade de cinzas. Na Tabela 1, pode ser visualizada a variacdo da composi¢ao

quimica basica de alguns tipos de biomassa lignocelulésica.

Tabela 1 - Composicdo quimica parcial de materiais lignoceluldsicos.

Material Celulose (%) | Hemicelulose (%) | Lignina (%)
lignocelulésico
Farelo de cevada 23,0 32,7 24 .4
Sabugo de milho 31,7 34,7 20,3
Bagaco de cana 40,2 26,4 25,2
Bambu 26-43 15-26 21-31
Casca de arroz 34,4 17,5 23
Palha de trigo 33,8 31,8 20,1
Fibra de coco 36-43 0,15-0,25 41-45
Palha de sorgo 34,0 44,0 20,0
Serragem 45.0 15.1 25.3
Eucalyptus grandis 40,2 15,7 26,9
Madeira dura 43-47 25-35 16-24
Madeira mole 40-44 25-29 25-31

Fonte: SILVA (2010); SILVANIA (2013); DYK; PLETSCHKE, (2012); ROWELL (1992), SANCHEZ,
2009.
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2.3.2. Pré-tratamentos

A conversdo da biomassa lignocelul6sica seja para a produgdo de bioetanol ou
para obtencdo de qualquer outro produto quimico de interesse que necessite da celulose,
requer um prévio tratamento antes da hidrolise do polissacarideo pois este, permanece
envolto pelas moléculas de lignina e hemicelulose. Dessa maneira, em um pré-tratamento
eficiente considera-se necessario romper a estrutura da lignina para liberar a celulose, e
reduzir sua cristalinidade (SILVA, 2010). Além de reduzir a recalcitrancia da biomassa
vegetal, um pré-tratamento adequado deve minimizar a formacao de produtos que possam
interferir na etapa de hidrdlise e posterior fermentacdo. Em adicao, esse também deve ser
um processo com baixo capital e custos operacionais (AGBOR et al., 2011). Algumas
técnicas de tratamento tém sido amplamente estudadas e ainda continuam em
desenvolvimento, pois € dificil avaliar e comparar tecnologias de pré-tratamentos que
envolvem, entre outros, 0s custos de upstream e downstream, a reciclagem quimica e
sistema de tratamento de residuos, e a preparacdo do processo, como por exemplo, a
reducdo do tamanho da fibra vegetal (JEOH et al. 2007). Todas essas caracteristicas sdo
importantes a fim de que ocorra um equilibrio entre os resultados do pré-tratamento e o
custo sobre a etapa de recuperacdo do produto resultando na escolha do método mais
adequado para a matéria-prima aplicada. Existem diversos tipos de pré-tratamentos, com
diferentes rendimentos e efeitos distintos sobre a biomassa e consequente impacto nas
etapas subsequentes. Os mais comuns, sao agrupados em 3 categorias (BHASKAR, et al.,
2011; AGBOR et al., 2011; SOCCOL et al, 2011)

i. Pré-tratamentos fisicos: moagem (moinho de bolas, moagem de dois rolos,
martelo de moagem, moagem coloidal, moinho de facas), irradiacdo (raios gama,
feixe de elétrons, micro-ondas), outros (hidrotermal - AFEX, vapor de alta
pressdo, a expansao, extrusdo, pirolise);

ii. Pré-tratamentos quimicos e fisico-quimicos: explosdo (explosdo de vapor,
explosdo da fibra com amonia, explosdo de CO2, explosdo SO»), tratamento
alcalino (tratamento com hidréxido de sédio, amdnia ou sulfito de amdnia),
tratamento acido (acido sulfarico, acido cloridrico, acido fosfoérico), tratamento de
gés (dioxido de cloro, didxido de nitrogénio, didxido de enxofre), a adicdo de
agentes oxidantes (peréxido de hidrogénio, oxidacdo Umida, 0z6nio), extracédo
com solvente de lignina (extracdo de etanol-agua, extracdo de benzeno-agua,
extracdo de etileno-glicol, extracdo butanol-agua, agentes de inchaco);

jii. Pré-tratamentos biologicos: utilizacdo de micro-organismos.
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Embora nem todos os métodos de pré-tratamentos tenham sido desenvolvidos o
suficiente para ser viavel, a maioria deles pode ser aplicados em larga-escala. A estratégia
de combinacdo entre pré-tratamentos também pode ser uma outra alternativa eficiente

para o aumento da digestibilidade da biomassa.
2.3.3. Degradacdo biologica

Na natureza, a degradacdo da biomassa lignoceluldsica acontece por meio de uma
mistura sinérgica de enzimas hidroliticas como, as celulases e hemicellulases e também
pelo complexo lignocelulolitico, por meio da acéo de fungos e outros micro-organismos
capazes de degradar a lignina, a hemicelulose e os polifenois. Dentre as alternativas ja
existentes, o pré-tratamento biolégico vem sendo destacado como uma técnica vantajosa
em relacdo aos tratamentos termo-quimicos, incluindo a ndo especificidade quimica,
baixo gasto de energia, condi¢cdes ambientais brandas e aplicabilidade ambientalmente
correta (MENON; RAO, 2012). Neste contexto, a capacidade de degradacao das fibras
da parede celular vegetal pelos micro-organismos tem sido investigada durante as Gltimas
décadas na tentativa de diminui¢do da recalcitrancia da biomassa (DASHTBAN;
SCHRAFT; QIN, 2009). Atualmente, varias atividades em pesquisa e desenvolvimento
tem acontecido para detectar as alteracdes na estrutura quimica e na hidrélise enzimatica
da biomassa lignocelul6sica ap6s o pré-tratamento biolégico. Todavia, para que ocorra a
quebra da lignina, algumas enzimas ligninoliticas produzidas por basidiomicetos
precisam estar presentes no meio.

O mecanismo da degradacdo da lignina mais estudado tem sido observado em
fungos filamentosos pertencentes ao grupo dos basidiomicetos (filo Basidiomycota),
sendo o Phanerochaete chrysosporium o representante mais amplamente analisado
(SANCHEZ; CARDONA, 2008). As enzimas responsaveis pela degradacio da lignina
podem ser encontradas também em algumas espécies de bactérias filamentosas, incluindo
0 género Streptomyces e Clostridium (BALAT, 2011). Algumas espécies de
Pseudomonas e actinobactérias também conseguem deslignificar a parede celular vegetal
da mesma forma que os fungos, por meio de enzimas do complexo ligninolitico, além das
desmetilases, catalases e fenoloxidases (HATAKKA, 2005). Os mecanismos tipicos
incluem a solubilizacdo da lignina, clivagens enzimaticas de ligagdes C-C por radicais
gerados a partir da oxidagdo de um carbono da cadeia lateral do grupo carbonila, clivagens
do tipo alquil-aril, desmetilacdes e a formacao de alguns produtos monomeéricos como o
guaiacol, &cido vanilico e o 4-etoxi-3-metoxibenzaldeido (RABEMANOLONTSOA;
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SAKA, 2016). Segundo Salvachua et al. (2015), determinadas bactérias podem até
conseguir a clivagem do anel de compostos aromaticos.

A principal desvantagem do método bioldgico aplicado a degradacdo da lignina é
0 tempo necessario para o tratamento. Geralmente, varias semanas ou meses S&o
necessarios para obtencao de um elevado grau de degradacéo da lignina utilizando micro-
organismos (LEE, 1997; MENON; RAO, 2012). Desta forma, para que haja um avanco
do custo-beneficio do pré-tratamento bioldgico de materiais lignocelulésicos é necessério
dar continuidade as pesquisas e buscar novos recursos microbianos capazes de
deslignificar o material vegetal de forma rapida e eficiente. Atualmente, existe uma
necessidade de encontrar consércios Unicos para o pré-tratamento bioldgico. Uma
biodegradacdo bem-sucedida da biomassa lignocelulésica é decorrente da acao sinérgica
enzimatica que podera ser proporcionada por um consércio microbiano (ABDEL-
HAMID et al., 2013). As vantagens na utilizacdo de consércios microbianos incluem o
aumento da adaptabilidade, a melhoria da produtividade, o controle do pH durante a
utilizacdo do aglcar e 0 aumento da utilizacéo de substrato (KALYANI et al., 2013).

2.4. Fungos Ligninoliticos

Desde a descoberta das enzimas integrantes do complexo ligninolitico a partir de
1983, a maioria das informac6es obtidas em estudos sobre a degradacao da lignina foram
adquiridas a partir de experimentos com o fungo basidiomiceto Phanerochaete
chrysosporium (GLENN et al., 1983; AGUIAR; FERRAZ, 2011). Ao longo dos anos,
outros fungos como o Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus, Phlebia subserialis e
Ceriporiopsis subvermispora (HAMMEL; CULLEN, 2008) também tem sido fonte de
estudos e fonte de novas informacdes para o entendimento do intrincado processo de
desestruturacédo da lignina. Este grupo de micro-organismo apresenta enzimas especificas
capazes de oxidar subestruturas da lignina na presenca de peroxido de hidrogénio ou
reducdo de O2 a H20O com simultaneas oxidacgdes de subunidades fenolicas (ARANTES,
2009). Os basidiomicetos degradadores de madeira sdo tradicionalmente classificados em
fungos da podridéo branca, fungos da podriddo parda e fungos da podridao branda (WAN;
LI, 2012)CAMERON et al., 2000; SUHARA et al., 2012); recebem essa classificagdo em
funcdo da aparéncia e coloracdo da podridao causada. Alem disso, esses fungos podem
ser diferenciados por possuirem diferentes conjuntos de enzimas para a despolimerizagéo
de materiais lignoceluldsicos. Recentemente, outro novo aspecto de classificacdo foi
sugerido por Riley et al. (2014) devido a diversos mecanismos de apodrecimento da
madeira revelados pelo genoma de fungos basidiomicetos.
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Os fungos da podridao branca sdo os mais eficazes na degradacdo da maioria dos
componentes vegetais, incluindo a celulose, hemicelulose e lignina. A principal
caracteristica diferencial dos fungos da podridao branca em relacdo aos outros é que este
fungo consegue produzir uma matriz de peroxidases modificadoras da lignina juntamente
com varias outras enzimas produtoras de H20.. Alguns fungos de podriddo branca,
incluindo C. subvermispora, Phellinus pini, Phlebia spp. e Pleurotus spp. deslignificam
a madeira atacando diretamente a lignina e em seguida a hemicelulose e celulose,
deixando o meio enriquecido com a celulose (ABDEL-HAMID et al., 2011).

Fungos da podriddo parda apresentam uma estratégia diferente de degradacdo do
material vegetal. Estes micro-organismos conseguem degradar a maioria da celulose e
hemicelulose, deixando por dltimo a lignina demetoxilada. Ao contrario do fungo de
degradacédo branca, os basidiomicetos da degradacdo parda, despolimerizam a celulose
ndo por meios enzimaticos, mas sim usando os radicais hidroxilas altamente reativos
gerados pela reacdo de Fenton (MAKELA et al., 2015).

A podridédo branda é uma degradagdo muito tipica causada por um grande nimero
de fungos ascomicetos e alguns anamorficos, tais como Chaetomium globosum, Ustulina
deusta, Alternaria alternata, Thielavia terrestris e Paecilomyces spp. Fungos da podriddo
mole preferem crescer em plataformas mais localizadas, como o interior da parede celular
secundaria. Eles degradam lentamente polissacarideos da parede celular nas imediacdes
de suas hifas e afetam fracamente a lignina (SIGOILLOT, et al., 2012). As hifas podem
ser observadas em canais no interior da parede secundaria. Suas limitadas acdes resultam
em uma consisténcia macia da madeira, mas ndo apodrecida, quando presentes em
ambientes Umidos ou em aquéticos, sendo mais comumente encontrados em madeira dura
(MAKELA et al., 2015).

2.5. Modificacdo Enzimatica da Lignina

Devido a natureza complexa da estrutura e também da ampla variedade de
ligacGes quimicas na lignina, a sua biodegradacdo requer a acdo sinergética de diversas
enzimas como mencionado previamente. Numerosos estudos tém creditado o sucesso da
quebra da lignina a determinado grupo de fungos e a suas a¢@es enzimaticas, entretanto,
a interagdo dessas enzimas com a lignina € um fator de extrema importancia, uma vez que
a parede celular vegetal apresenta baixa porosidade impedindo a infiltracdo de certas
moléculas e proteinas (KIRK; CULLEN, 1998). Cada grupo de fungos responsavel pela
biodegradacdo se comporta de maneira diferente quando estdo em contato com a

superficie vegetal. Alguns atacam exclusivamente a lignina logo no estégio inicial de
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colonizacao, enquanto outros degradam todos os componentes da parede celular, cada um
em uma velocidade especifica de crescimento (AGUIAR; FERRAZ, 2011). Com base
nesses aspectos, é evidente que a medida que as hifas fangicas colonizam a superficie
vegetal, estas produzem diversos metabdlitos extracelulares que atuam na degradacao,
sendo os componentes da parede celular vegetal obrigatoriamente transformados em
moléculas menores e sollveis que sdo entdo consumidos como fonte de energia
(MARTINEZ et al., 2005).

Por muitos anos, os mecanismos de degradacao dos materiais lignocelulosicos tem
sido alvo de estudos, e até os dias atuais existem muitas ddvidas sobre o real papel de
cada enzima no processo geral de oxidacdo. Todavia, de acordo com Kirk e Farrell (1987)
e Mester e Tien (2000) as enzimas ligninoliticas sdo extracelularmente secretadas pelos
fungos para a oxidacéo dos substratos. Para Lee (1997) a degradacao da lignina acontece
durante o metabolismo secundario dos micro-organismos, em consequéncia da falta de
nutrientes nitrogenados no meio, obrigando-os a consumir as fontes de carbono
disponiveis. Dessa maneira, as enzimas ligninoliticas sdo secretadas em maior quantidade
dando o inicio ao ciclo de oxidacdo. Essas enzimas efetuam a oxidacdo de um elétron por
vez gerando radicais catibnicos da estrutura aromatica. Os radicais catidnicos podem
sofrer reacdes quimicas espontaneas tais como a clivagem das ligaces C-C ou
hidroxilagdes resultando em compostos hidrofilicos. Esses produtos sao absorvidos pelas
células fangicas e co-metabolizados na presenca de uma fonte de carbono, para didxido
de carbono (HAMMEL et al., 1991). Esse € um complexo processo de oxidacdo, reducao,
metilacdo e hidroxilacdo. A reacdo das enzimas ligninoliticas extracelulares ainda é
bastante complicada, envolvendo numerosos cofatores de pequena massa molar. Muitos
desses compostos foram identificados em cultivos de fungos decompositores de madeira,
porém, o modo de acdo desses compostos consiste em atuar diretamente sobre a parede
celular vegetal ou agir como mediadores das enzimas oxidativas (AGUIAR; FERRAZ,
2011; MESTER; TIEN, 2000).

De forma geral, duas classes distintas de enzimas estdo envolvidas no processo de
quebra da lignina: as fenoloxidases e as enzimas produtoras de peroxido de hidrogénio
(peroxidases). As fenoloxidases englobam um grupo caracteristico pertencentes as
metaloproteinas. Entre as fenoloxidases, existem ainda dois subgrupos; o grupo das
enzimas dependentes de perdxido (lignina peroxidase — LiP, e a manganés peroxidase —
MnP) e o segundo grupo, as lacases, que nao dependem de peroxido e sdo cuproproteinas
(ABDEL-HAMID et al., 2011). Além dessas, existem também outras enzimas que

produzem H20- e auxiliam as peroxidases gerando o peroxido in situ. As mais conhecidas
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sdo glicose oxidase e metanol oxidase, glioxal oxidase (GLOX) (intracelulares) e aril-
alcool oxidase (extracelulares) (POMPEU, 2010).

2.5.1. Lacases

As lacases (EC: 1.10.3.2) sdo oxidases multi-cobre, ou seja, uma glicoproteina
que contém cobre em seu sitio ativo, que ndo requer H.O> para sua atividade catalitica,
sendo encontradas em plantas, fungos e bactérias. Foi primeiramente isolada em 1883
quando extraida da laca de uma arvore japonesa da espécie Rhus vernicifera (YOSHIDA,
1883). Em geral, as lacases apresentam 4 atomos de cobre, os quais sdo distribuidos em
diferentes sitios de ligacdo e sdo classificados em trés tipos: cobre tipo 1 (centro cobre
mononuclear), 2 (aglomerado de cobre trinuclear) e 3 (nucleo de cobre normal), que sdo
diferenciados por propriedades especificas, tendo importante papel no mecanismo
catalitico da enzima (HOEGGER et al., 2006; ABDEL-HAMID et al., 2011). Esta enzima
atua na destoxificacdo de compostos e também pode oxidar grupos fendlicos, agindo
como enzima inicial da clivagem de cadeias laterais e anéis aromaticos das por¢des
fendlicas da lignina (POMPEU, 2010; TIEN; KIRK, 1998). De acordo com Aguiar e
Ferraz (2011), as lacases atuam pela abstracdo de 1 elétron dos fenois, em funcdo da
reducdo de Cu®* a Cu'* que, por sua vez, reduz Oz a H,0, permitindo que a enzima atue
de forma ciclica. Entretanto, essas enzimas também podem degradar estruturas
aromaticas nao fendlicas por meio da oxidacao de alguns mediadores sintéticos como o
hidroxibenzotriazol (HBT), ou mesmo naturais como derivados do acido benzoico e ions
Mn?* (ARANTES et al., 2011).

As lacases fungicas tém demonstrado boa eficiéncia quanto a degradacdo de
compostos-modelo de lignina fendlica, entretanto, a degradacdo de compostos ndo-
fendlicos de lignina, s6 acontece na presenca de mediadores sintéticos, como o 2,2'-
azinobis-(3-etilbenzotiazolino-6-sulfonato) (ABTS), 1-hidroxibenzotriazol, e o acido
violdrico (LI et al., 1999). Esses mediadores funcionam como um substrato inicial, que
por sua vez, oxida a lignina por mecanismos ainda néo claramente definidos. Na auséncia
de mediadores foi verificado que a lignina degradada consegue se repolimerizar
(ROCHEFORT, et al., 2004; AGUIAR; FERRAZ, 2011).

Por ser uma enzima ndo especifica ao substrato, as lacases podem oxidar
compostos como corantes fenolicos, fenois, clorofendis, difenilmetanos, benzopirenos,
organofosforos e modelos de fenodis de lignina. A capacidade destas enzimas de usar o
oxigénio atmosférico como receptor de elétrons, juntamente com as suas diversas
especificidades de substrato e bons rendimentos, faz com que essas enzimas catalisadoras

sejam atraentes para as tecnologias ambientais (MARTINKOVA et al., 2016).
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2.5.2. Manganés peroxidases (MnP)

A manganés peroxidase (EC: 1.11.1.13) é uma hemiperoxidase com elevada
especificidade pelo fon manganés (Mn?*) como substrato redutor (POMPEU, 2010). As
MnPs também s&o dependentes de H2O> para sua atividade que oxida o doador de um
elétron Mn?* para Mn®", o que por sua vez, pode oxidar um grande niimero de substratos
fendlicos (KUWAHARA et al., 1984). O ciclo catalitico das MnPs é semelhante ao das
enzimas hemiperoxidases e da LiP. Segundo Abdel-Hamid (2013) a enzima manganés
peroxidase é ativa pela oxidagdo do H2.O formando o composto | (C1) que é um radical
complexo Fe**-oxo-porfirina. O fon Mn?* doa um elétron para a o composto mediador
porfirina para formar Composto 11, e é oxidado para Mn®*. Entdo, uma enzima nativa é
gerada a partir do Composto 1l de forma semelhante através da doacdo de um elétron de
Mn?* para formar Mn®*. Os ions quelados Mn®* gerados por MnP atuam como poderosos
mediadores de transferéncia de carga difusiveis, permitindo que a oxidacdo de varios
substratos fendlicos, tais como fendis simples, aminas, corantes, bem como, compostos-
modelo de lignina fendlica. As MnPs de fungos causadores da podridao branca vém sendo
empregadas em estudos de biodegradacdo da lignina (HILDEN et al., 2000),
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (WANG et al.,, 2003), corantes sintéticos
(HEINFLING et al,. 1998) e poluentes clorados (HAAS et al., 2004).

2.5.3. Lignina peroxidases (LiP)

A lignina peroxidase (EC 1.11.1.14) primeiramente descoberta no meio
extracelular do fungo de podriddo branca P. chrysosporium (KIRK; FARRELL, 1987).
Vérias isoformas da LiP foram observadas em P. chrysosporium e outros fungos
basidiomicetos como T. versicolor (JOHANSSON et al., 1993), Phanerochaete sordida
(SUGIURA et al., 2009) Phlebia radiata (MOILANEN et al.,1996) e Phlebia tremellosa
(VARES et al., 1994). A LiP foi a primeira enzima estudada quanto a capacidade em
atacar compostos de lignina (TIEN E KIRK, 1984), sendo a principal responsavel na
degradacéo de compostos ndo fendlicos da molécula. As LiPs podem abstrair elétrons de
estruturas aromaticas nao fendlicas, dando origem a radicais cation. A LiP extracelular,
na presenca de H20 pode degradar a lignina através da clivagem oxidativa da ligacéo C-
C da cadeia principal, da oxidacdo e a hidroxilacdo de grupos metileno benzilicos, da
oxidacéo de fenois e alcoois benzilicos, entre outros. A interacdo da LiP com o0 H20. gera
um radical catidnico porfirina com alto potencial redox que pode extrair um unico elétron

de um anel aromatico contido na estrutura da lignina e gerar um radical aromatico. Isto é
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acompanho se uma serie de reacdes degradativas espontaneas através de radicais
catiénicos intermediérios (LEE, 1997).

A LiP j& demonstrou capacidade de oxidacdo de varios compostos-modelos nao-
fenolicos de lignina como as ligagdes tipo p-O-4, éteres arilglicerol-aril, na presenca de
H>O>. Durante o crescimento de P. chrysosporium na lignina, alcool veratrilico (VA) é
produzido como um metabolito que aumenta a atividade de LiP e, consequentemente, a
taxa de degradacdo da lignina. Diferentes LiPs mostraram capacidade de mineralizar
varios compostos aromaticos recalcitrantes, de oxidar numerosos policiclicos aromaticos
e também compostos fendlicos (DURAN; ESPOSITO, 2000), bifenilas policloradas e
diversos corantes (WESENBERG et al., 2003).

2.5.4. Outras enzimas

Além das lacases, MnP e LiP, outras enzimas também auxiliam no processo geral
de degradacdo da lignina, beneficiando a maioria das peroxidases de forma indireta. As
alcool-veratril-oxidases (VP) (EC 1.11.1.16) sdo enzimas oxidativas, agem como
catalisadoras da reagdo do alcool veratilico a H20., elemento necessario para a atividade
das peroxidases. Sdo produtos do metabolismo secundario dos fungos, e possui um ciclo
catalitico muito similar ao da lacase, atuando como um potencial mediador. De acordo
com Breen e Singleton (1999), o principal papel desempenhado pelas VPs € a de
reciclagem da atividade da LiP, prevenindo a sua inativacdo através do peroxido de
hidrogénio.

As glioxal-oxidases (GLOX), sdo enzimas extracelulares que atuam na
transferéncia de elétrons de aldeidos de baixa massa molar para o O, resultando em H;O».
Por isso, acredita-se que a GLOX seja a principal enzima auxiliar geradora de peroxido
durante o processo de degradacdo da lignina (BREEN; SINGLETON, 1999). A Glox foi
descrita pela primeira vez em P. chrysosporium (KERSTEN, 1990), como uma
glicoproteina monomérica extracelular de massa molecular de 68 kDa, sobre duas
isoformas diferentes (SIGOILLOT etal., 2012). A atividade dessa enzima é desencadeada
por diversos substratos, e oxida aldeidos simples como o glioxal ou o metilglioxal, e seus
respectivos acidos carboxilicos.

As aril-alcool oxidases (AAQO) sdo enzimas pertencentes ao grupo glicoproteinas
capazes de produzir H20,. Sdo produzidas por uma pequena quantidade de espécies
fangicas e por isso sua fisiologia j& foi exaustivamente estudada. Foi observada pela
primeira vez em Polystictus versicolor por Farmer et al. (1960) e atividades semelhantes

as da AAO foram encontradas em outras trés diferentes espécies de Pleurotus
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(SIGOILLOT et al., 2012). A principal acdo oxidante das AAOs ocorre nas ligagdes o- e
B- de aril-y-alcoois insaturados e seus correspondestes aldeidos com a concomitante
reducdo de O, a H202 (DASHTABAN et al., 2005).



Capitulo 1

Selecao de recursos genéticos com potencial
producao de enzimas ligninoliticas
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3.0. Resumo

Neste estudo foi investigado o potencial de producdo de enzimas ligninoliticas de 28
linhagens fangicas oriundas de diferentes ambientes, com o objetivo de selecionar 0s
melhores isolados visando a montagem de consorcios degradadores de biomassa
lignoceluldsica. No primeiro screening realizado em meio sélido suplementado com
guaiacol, 19 linhagens foram positivas para a formacdo do halo marrom-avermelhado
indicando a producéo de enzimas ligninoliticas. No segundo screening, as linhagens
positivas foram submetidas a quantificacdo das enzimas LiP, MnP, Lacase e GLOX. Os
resultados revelaram que oito diferentes fungos foram capazes de produzir as enzimas
estudadas. A lacase (ABTS) foi a enzima observada com maior atividade (12,65 U.L™)
sendo a MnP e a LiP detectadas em quantidades muito baixas. A GLOX apresentou
valores semelhantes & atividade da lacase. Os oito isolados selecionados foram
submetidos a teste de inibicdo em meio sOlido para avaliacdo da atividade de
antagonismo. O fungo 205 apresentou atividade inibitoria e os isolados i1D3 e UNK
cresceram por todo o meio se sobrepondo aos outros fungos sendo, portanto, descartados
do estudo. Os cinco fungos restantes foram utilizados para a estruturacdo dos consorcios.
As andlises taxondmicas indicaram a presenca de nove diferentes taxons entre os 28
isolados fungicos. Os cinco fungos selecionados pertencem aos géneros Tinctoporellus,
Marasmiellus, Fusarium, Aspergillus e Lichtheimia. Com base nesses resultados, seis
consorcios foram estruturados, sendo cada consorcio constituido por trés dos melhores

fungos produtores de ligninases.

Palavras chave: Fungos filamentosos, enzimas ligninoliticas, guaiacol, antagonismo.
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3.1. Introducéo

O reino fangico é extremamente diverso com um amplo ndmero de espécies e de
grupos funcionais envolvidos na regulagéo de energia e de ciclagem de nutrientes em
ecossistemas naturais. A diversidade de fungos existente no planeta esta estimada em 5,1
milhGes de espécies, sendo que até o ano de 2013 foram catalogadas cerca de 1,9%
(97.330) das espécies (KIRK et al., 2008; ABRAHAO, 2013). Seja atuando como micro-
organismos decompositores, como patégenos ou micosimbiontes, os fungos comandam
o ciclo do carbono (MATHIEU et al., 2013). Estes sdo considerados 0s principais
organismos responsaveis pela degradacdo de matéria organica na natureza, incluindo
residuos lignoceluldsicos, devido a alta eficiéncia atribuida ao aparato enzimatico
presente nesses organismos (LEE, 1997).

A conversdo bioldgica de plantas realizada por micro-organismos desempenha um
papel essencial no ciclo do carbono presente em ecossistemas terrestres. Estra atividade
microbiana vem sendo por décadas considerada como uma potencial solugdo para o
aproveitamento da biomassa destinada a produgdo de biocombustiveis e bioguimicos.
Conhecidos como micro-organismos saprofiticos, os fungos desenvolveram ao longo dos
anos estratégias diferentes para utilizacdo de polimeros da parede celular de plantas como
fonte de carbono. Estas estratégias estdo associadas aos fungos em diferentes nichos
funcionais devido a especificidade de seus coquetéis enzimaticos (BARBI et al., 2016;
TALBOT et al.,, 2015). Em particular, os basidiomicetos degradadores de madeira,
principalmente os fungos da podridao branca, sdo os de maior relevancia na conversdo de
compostos aromaticos e desestruturacdo da lignina (MAKELA et al., 2015).

A habilidade degradadora desse grupo de fungos € bem estabelecida devido a forte
atividade oxidativa e a baixa especificidade por substratos necessarios as enzimas
ligninoliticas (SANCHEZ, 2009). Em contraste aos basidiomicetos, outros estudos tém
considerado também a aplicacdo de ascomicetos na degradacao lignoceluldsica (LOPEZ
et al., 2007; SIGOILLOT et al., 2012). Os ascomicetos representam 0 segundo mais
importante grupo de fungos colonizadores da madeira, contabilizando uma extensa
degradacéo da lignina.

Considerando a extraordinaria capacidade dos fungos em habitar ambientes
diversificados, bem como degradar a biomassa lignocelulésica, em especial a complexa
e recalcitrante molécula de lignina, o presente capitulo teve como objetivo triar 28 fungos
filamentosos visando a selecdo dos melhores isolados produtores de enzimas
ligninoliticas e posterior estruturacdo de consorcios com potencial deslignificagdo de

biomassa lignoceluldsica.
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3.2. Material e Métodos

3.2.1. Fungos filamentosos
Foram utilizados no presente projeto fungos filamentosos previamente isolados
de diferentes substratos:
e 8 fungos filamentosos isolados de composteira, pilha de bagaco de cana-de-agUcar
(Tematico Fapesp 2010/12624-0).
e 17 fungos filamentosos ligninoliticos isolados da compostagem do zooldgico de
Sdo Paulo (Auxilio pesquisa Fapesp 2010/51992-5).
e 3 basidiomicetos ligninoliticos isolados de esponjas marinhas (Tematico Fapesp
2005/60175-2).

3.2.2. Cultivo e manutencao dos isolados

Todos os fungos cedidos para este estudo foram recebidos em placas separadas
contendo meio malte e agar batata-dextrose (PDA) ou em culturas preservadas pelo
método de Castellani. Os fungos foram mantidos em geladeira a temperatura de 4°C até
a sua manipulacdo. Para a reativacdo dos isolados e cultivo ao longo do trabalho, foi
utilizado o meio malte MA2 (2% de malte e 1,5% de Agar) sélido e liquido (2% de malte).
Os fungos foram incubados em estufa bacterioldgica a 28°C durante um periodo de 7 dias.

3.2.3. Selecdo de isolados produtores de enzimas ligninoliticas
3.2.3.1. Triagem qualitativa (meio sélido)

Os fungos foram submetidos a uma primeira triagem em meio sélido utilizando a
metodologia descrita por Verma et al. (2010). Para tanto, os fungos foram cultivados em
meio de cultura B&K (10 g/L glicose, 2 g/L peptona,l g/L extrato de levedura e 20 g/L
de agar) acrescido de 4 mM de guaiacol. Neste método, a presenca de coloragdo marrom-
avermelhada sobre e ao redor do micélio em meio suplementado com guaiacol, €

indicativo da presenca da atividade de lacase (Lac).

3.2.3.2. Triagem quantitativa (meio liquido)

Os fungos positivos previamente selecionados na etapa anterior, foram cultivados
em meio MA2 e apds o crescimento em placa, 3 cilindros de 5 mm de didmetro da margem
das colbnias foram transferidos para frascos Erlenmeyers de 150 mL contendo 50 mL de

meio MA2 liquido. Os ensaios foram incubados a 28°C por 7 dias a 140 rpm. Apds este
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periodo os extratos foram obtidos por centrifugacdo e a atividade enzimatica foi
determinada como descrito abaixo.

Lignina Peroxidase (LiP) (EC: 1.11.1.14): A atividade da lignina peroxidase foi
avaliada por espectrofotometria UV/VIS a partir do aldeido veratrilico produzido (gz1onm=
9300M* cm™) na oxidagao do &lcool veratrilico que foi usado como substrato. A mistura
era composta de 1 mL de tampdo tartarato de soédio 125 mM (pH 3,0); 0,5 mL de &lcool
veratrilico 10 mM; 0,5 mL de H202 2 mM e 0,5 mL do caldo enzimético. A reacéo foi
iniciada adicionando o perdxido de hidrogénio e o aparecimento do aldeido veratrilico foi
determinado lendo-se a absorbancia a 310 nm, apds 10 min de reacdo (ARORA,; GILL,
2001).

Manganés Peroxidase (MnP) (EC: 1.11.1.13): A atividade desta enzima foi
quantificada pelo método modificado de Wariishi et al. (1992) com a adig¢do de 50 uL de
H202 2 mM em 0,8 mL de tampé&o malonato de sddio 60 mM (pH 4,5), 50 uL de MnSO4
10 mM e 0,1 mL de caldo enzimatico. A formagio do complexo Mn*3-malonato foi
acompanhada a 270 nm (g = 11590 M* cm™) ap6s 5 min de reagéo.

Lacase (EC: 1.10.3.2): A atividade enzimatica de lacase foi determinada por dois
métodos distintos: 1) Oxidacdo da siringaldazina (eszsnm= 65.000 M cm™), onde a
mistura continha 0,2 mL de tampao citrato-fosfato 0,05 M (pH 5,0), 0,1 mL de agua
deionizada, 0,6 mL de caldo enzimético e 0,1 mL de siringaldazina 1 mM preparada em
etanol (P.A.) (BONUGLI-SANTOS et al., 2010). O monitoramento do aumento da
absorbancia foi verificado a 525 nm e 2) Oxidacdo do é&cido 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS): a mistura continha 0,3 mL de tampé&o acetato de
s0dio 0,1 M (pH 5,0), 0,1 mL de solugdo de ABTS a 0,03% e 0,6 mL do caldo enzimatico
(BUSWELL et al., 1996). A oxidacdo do ABTS foi medida pelo monitoramento do
aumento da absorbéancia a 420 nm, ap6s 10 min de incubagédo a 37°C.

Glioxal-Oxidase (GLOX) (EC 1.2.3.5): A atividade da GLOX foi determinada
mediante da oxidacdo do metilglioxal (KERSTEN; KIRK, 1987) pelo aumento da
absorbancia a 436 nm. A reacdo ocorreu a partir da mistura de: 10 pL de caldo enzimético,
10 pL de solugéo estoque (100x) de 2,8 mM guaiacol; 10 pL de 1 mg L de solugdo de
peroxidase, 50 pL de metilglioxal (acetilformaldeido) e 120 pL de solugdo tampéo de
acido citrico/hidrogenofosfato de sodio (pH 6,0).

Uma unidade enzimatica (U) é definida como a quantidade de enzima necessaria
para oxidar 1 pmol de substrato por minuto. A atividade enzimatica foi expressa em U.L"
! do caldo enzimatico e os calculos realizados a partir da equacdo descrita abaixo,

derivada da Lei de Lambert-Beer:
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UL'=AA.V.10%/¢.R.t
onde:
AA  diferenca entre a absorbancia final e a inicial
\/ volume da reacédo (0,001 L em todos 0s casos)
10 converte os mols de & para umols
£ coeficiente de extingdo (Mt cm™)
R quantidade de caldo enzimético (L)

T tempo de reagdo (min)

3.2.4. Selecéo dos isolados e teste de inibicao

Apds a triagem dos melhores produtores de enzimas do complexo ligninolitico, os
fungos selecionados foram submetidos a um teste de antagonismo. A atividade inibitoria
dos micro-organismos foi realizada seguindo a metodologia de Gerardo et al. (2006)
usando placas Petri contendo meio MAZ2 sélido. O agar foi recortado em formato de uma
cruz na placa e foram adicionados: um fungo ao centro e outros 3 isolados diferentes em
cada uma das extremidades da cruz, deixando uma das extremidades sem inoculo
(controle). Para tanto, os fungos foram cultivados nas placas em diferentes combinacdes.
Este teste avalia a capacidade inibitoria entre fungos durante o crescimento na mesma

placa, além de monitorar o comportamento de crescimento dos mesmos.

3.2.5. Identificacdo taxonémica e deposito dos isolados ligninoliticos na CRM-UNESP

Os fungos que apresentaram atividade significativa das enzimas ligninoliticas
foram identificados por meio de taxonomia polifasica. Esta etapa foi realizada em
colaboracdo com o Laboratorio de Ecologia e Sistematica de Fungos, UNESP — Rio
Claro/SP. Apo6s o crescimento em MAZ2, os fungos foram identificados utilizando
marcadores morfolégicos (caracteristicas macro e microscépica) e moleculares
(sequenciamento da regido ITS e B-tubulina). O DNA gendmico dos isolados foi extraido
realizando lise fisica das celulas com microesferas de vidro (425-600 um de diametro,
SAMPAIO et al.,, 2001). Apds extragdo do DNA, a regido ITS ou B-tubulina foi
amplificada com os primers ITS4 e ITS5 (WHITE et al., 1990) e pt2a e pt2b (GLASS;
DONALDSON, 1995), respectivamente. As reac6es de amplificacdo consistiram em 0,2
mM de cada dNTP, tampao KCI 5x, 1,5 mM de MgCl», 0,5 uM de cada primer e 1U da
enzima Taq polimerase, em volume final de 25 pL. Foi realizada uma eletroforese em gel
de agarose 1% para checar os produtos de amplificacdo, os quais foram corados com

GelRed (Biotium) e visualizados em transluminador UV. A purificacdo da reacdo de
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amplificacdo foi realizada com o KkitWizard® SV Gel and PCR Clean-up
System (Promega) e quantificado em NanoDrop® (Thermo Scientific). A reacdo de
sequenciamento foi realizada utilizando BigDye® Terminator Cycle Sequencing kit v.
3.1 (Life Technologies), segundo o protocolo do fabricante e aplicados em sequenciador
ABI 3330 (Life Technologies). As sequéncias forward e reverse geradas foram checadas
quanto a qualidade e reunidas em uma sequéncia consenso utilizando BioEdit v. 7.0.5.3
(HALL, 1999). Os contigs foram comparados com sequéncias homdlogas presentes em
bancos de dados publicos como o CBS (www.cbs.knaw.nl) e NCBI-GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov). Foi utilizado a ferramenta MegaBLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

As sequéncias forward e reverse foram reunidas em contigs no BioEdit v7.1.3
(HALL, 1999). Os contigs foram comparados com sequéncias homologas no banco de
dados NCBI-GenBank. Sempre que possivel, foram recuperadas sequéncias de linhagens
de referéncia (na sua maioria provenientes da Fungal Biodiversity Centre CBS-KNAW)
com base nos estudo realizado por Soares et al. (2012). O alinhamento foi realizado
no software MAFFT v. 7.158 (KATOH; STANDLEY, 2013). A arvore filogenética foi
inferida no MEGA v.5.05 (TAMURA et al., 2011), utilizando o algoritmo neighbor-
joininge Kimura 2-parametros como o modelo de substituicdo nucleotidica,
os gaps foram excluidos da analise. O suporte dos ramos foram calculados utilizando
1000 pseudo-réplicas de bootstrap. Os isolados ligninoliticos com potencial aplicacdo
biotecnoldgica e identificados taxonémicamente foram depositados na cole¢édo de cultura
do Instituto de Biociéncias da UNESP campus Rio Claro, intitulada Central de Recursos
Microbianos da UNESP (CRM-UNESP), utilizando dois métodos distintos de

preservacdo: criopreservacdo a -80°C e Castellani (preservacdo em agua a 4°C).

3.2.6. Montagem dos consorcios

Para a estruturacdo dos consorcios foi levado em consideracdo os resultados do
teste de antagonismo e a atividade enzimatica ligninolitica. Cada consorcio foi constituido
por 3 diferentes fungos produtores de pelo menos 2 diferentes enzimas do complexo

ligninolitico.

3.3. Resultados
3.3.1. Triagem enzimatica e estruturagdo dos consorcios

Os resultados da triagem qualitativa revelaram que dentre os 28 fungos
filamentosos estudados, 19 foram capazes de produzir o composto de colora¢do marrom-

avermelhada a partir do guaiacol utilizado como indicador (Figura 2, Tabela 2).


http://www.cbs.knaw.nl/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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Figura 2. Teste qualitativo positivo utilizando
guaiacol como indicador de producao de enzimas
ligninoliticas.

De acordo com Thomas-Barberan e Espin (2001) a formacdo da coloracéo
marrom-avermelhada confirma a habilidade de fungos em produzir enzimas do tipo
peroxidases bem como a lacase. Em seguida, 9 diferentes taxons de fungos foram
identificados como sendo positivos para a producdo de enzimas do complexo ligninolitico
(Tabela 2): Aspergillus sect. Fumigati (n = 17), Aspergillus sect. Flavi (n = 1), Aspergillus
sect. Nigri (n = 1), Lichtheimia ramosa (n = 1), Myceliophthora thermophila (n = 1),
Rhizomucor pusillus (n = 1), Trichoderma asperelloides (n = 2), Marasmiellus sp. (n =
1), Peniophora sp. (n = 1), Tinctoporellus sp. (n = 1) e Fusarium sp. (n = 1). Apos 3 dias
de incubacdo, o composto de coloracdo marrom-avermelhado foi observado ao redor das
colonias dos basidiomicetos marinhos Marasmiellus sp., Peniophora, sp. e Tinctoporellus
sp. Para os outros dezesseis fungos positivos para producdo de enzimas ligninoliticas em
meio solido o resultado foi observado apds 7 dias de cultivo. Os 19 isolados selecionados
na triagem qualitativa como produtores de enzimas do complexo ligninolitico foram
submetidos a um segundo screening, o qual foi baseado em uma triagem quantitativa das
enzimas. Para tanto, as enzimas lignina peroxidase (LiP), manganés peroxidase (MnP),
lacase (siringaldazina e 2,2-azino-bis-etilbenthiazolina (ABTS) e glioxal-oxidase
(GLOX) foram quantificadas e os resultados estdo apresentados na Tabela 2.

Os isolados que ndo apresentaram composto de coloracdo marrom-avermelhada
na triagem qualitativa (1B, 1A, 2A, 3A, 7, 9, 14, 55-30 e 55-45), foram também
submetidos ao experimento de triagem quantitativa visando confirmacdo a possibilidade
de produgéo do complexo ligninolitico em meio liquido. Para esses isolados os resultados
mostraram que a lacase foi produzida somente quando a siringaldazina foi utilizada como
substrato, com excecdo do isolado 1A que produziu lacase - ABTS e MnP em quantidades

muito baixas (Tabela 2). Para a maioria dos isolados a atividade enzimatica ligninolitica
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foi ausente ou muito baixa, corroborando o resultado negativo do teste qualitativo em
meio solido com guaiacol. Esses isolados ndo foram considerados como potenciais
recursos geneticos para a deslignificacio da biomassa lignoceluldsica, sendo
desconsiderados para a estruturacdo dos consorcios. Os isolados F22 e G03 também
foram descartados da selecdo, pois ndo apresentaram atividades para LiP, MnP, GLOX
ou lacase (ABTYS).

Considerando os resultados da triagem qualitativa e quantitativa, oito fungos (154,
155, 205, i1D3, UNK, G25, B19 e GF1.5) foram selecionadas como candidatos para a
composicao dos consércios. Para esses fungos, a atividade da enzima lacase utilizando o
substrato ABTS foi maior do que para o substrato siringaldazina. A GLOX apresentou
valores semelhantes a lacase sendo a maior atividade de 12 U.L™t. A MnP e a LiP foram
produzidas em quantidades muito baixas. O fungo de origem marinha Marasmiellus sp.
155 foi capaz de produzir todas as enzimas estudadas além de obter o maior valor de

atividade para a enzima lacase (12,65 U.L™Y).
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Tabela 2 - Dados relacionados a triagem qualitativa (meio sélido) e quantitativa (meio liquido).

Lip | mnp | Lec |Lac g ox
ID Taxa Origem | Guaiacol Siring. | ABTS
(ULl) (ULl) (ULl) (ULl) (ULl)
1B Aspergillus sect. Fumigati Cz - - - 0,11 - -
1A Aspergillus sect. Fumigati Cz - - 0,11 0,06 0,39 -
2A Aspergillus sect. Fumigati Cz - - - 0,21 - -
3A Aspergillus sect. Fumigati Cz - - - 0,14 - -
i4 Aspergillus sect. Fumigati Cz + - - 0,51 - -
i5 Aspergillus sect. Fumigati Cz + - - 0,51 - -
i6 Aspergillus sect. Fumigati Cz + - - 0,50 - -
F02 Aspergillus sect. Fumigati Cz + - - 0,53 - -
F24 Aspergillus sect. Fumigati Cz + - - 2,19 - -
F48 Aspergillus sect. Fumigati Cz + - - 0,52 - -
F49 Aspergillus sect. Fumigati Cz + - - 0,74 - -
F50 Aspergillus sect. Fumigati Cz + - - 0,74 - -
7 Aspergillus sect. Fumigati Cz - - - 0,11 - -
9 Aspergillus sect. Fumigati Cz - - - 0,21 - -
14 Aspergillus sect. Fumigati Cz - - - 0,06 - -
55-30 Aspergillus sect. Fumigati Cz - - - 0,43 - -
55-45 Aspergillus sect. Fumigati Cz - - - 0,40 - -
154 Tinctoporellus sp. EB + - 2,30 3,15 4,78 0,22
155 Marasmiellus sp. EB + 0,21 0,17 0,09 12,60 0,29
205 Peniophora sp. EB + 0,04 - 3,00 2,77 12,0
i1D3 Mycellophthora PBC N ) ) 0.04 185 i
thermophila
UNK Rhizomucor pusillus - + - 2,12 0,45 2,00 0,29
B19 Fusarium sp. SC + - 0,74 2,92 - -
F22 Trichoderma asperelloides SC + - - 0,81 - -
GO03 Trichoderma asperelloides SC + - - 0,41 - -
G08 Aspergillus sect. Nigri SC + - - 0,32 - -
G25 Aspergillus sect. Flavi SC + 0,07 1,49 0,15 2,93 -
GF1.5 Lichtheimia ramosa CL + - 3,16 0,83 1,85 0,48

(+) = positivo; (-) negativo ou producgdo ndo detectada. Origem do isolado: CZ — compostagem do zooldgico de
Séo Paulo; EB - esponjas marinhas da costa brasileira; PBC — pilha de bagaco de cana; SC — solo de canavial;
CL — compostagem de lixo.

Os fungos selecionados foram submetidos ao teste de antagonismo em cultivo
solido (Figura 3). Inicialmente a compatibilidade de crescimento foi monitorada para os
trés basidiomicetos marinhos (154, 155 e 205), pois estes cresciam mais lentamente do
que 0s outros e, por esse motivo, foram testados em conjunto. Apds 7 dias de incubacéo,
o isolado 205 apresentou atividade inibitéria quando cultivado com os isolados 154 e 155
e foi descartado do estudo. Os fungos i1D3 e o UNK cresceram por todo o meio e se
sobrepuseram aos outros fungos no quinto dia de incubacdo e foram por essa razdo

descartados da selecéo.
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Figura 3. Teste de antagonismo e da atividade inibitdria aplicado aos
8 fungos selecionados.

A — Frente da placa com os fungos inoculados, sendo C = controle sem
inoculo; B — dorso da placa inoculada apenas com os basidiomicetos
marinhos.

Os isolados 154, 155, B19, G25 e GF1.5 apresentaram comportamento
semelhante e ndo impediram os outros fungos de crescer apds 7 dias de incubacao.
Considerando os resultados de dindmica de crescimento e inibicdo, esses 5 fungos foram
selecionados e combinados em 6 consorcios, cada um composto por 3 diferentes fungos
(Tabela 3). O critério de agrupamento estabelecido considerou a producao de pelo menos

uma das enzimas do sistema ligninolitico.

Tabela 3. Consorcios fungicos estabelecidos utilizando os 5 isolados selecionados.

Consorcios Isolados Composicao
C1 155, G25, B19 Marasmiellus sp., Aspergillus sect. flavi e Fusarium sp.
C2 155, GF1.5, B19 Marasmiellus sp., Lichtheimia ramosa e Fusarium sp.
C3 GF1.5, 154, 155 Lichtheimia ramosa, Tinctoporellus sp. e Marasmiellus sp.
C4 G25, GF1.5, 155 Aspergillus sect. flavi, Lichtheimia ramosa e Marasmiellus sp.
C5 G25, 155, 154 Tinctoporellus sp. e Marasmiellus sp. e Aspergillus sect. flavi
C6 B19, 154, 155 Tinctoporellus sp. e Marasmiellus sp. Fusarium sp.

3.3.2. Caracterizagao taxonémica

Alguns dos fungos utilizados no presente trabalho j& haviam sido
taxonomicamente caracterizados, como € o caso dos 3 basidiomicetos marinhos 154, 155
e 205 identificados por Bonugli-Santos et al. (2010) como Tinctoporellus sp. (CBMAI
1061/CRM 592), Marasmiellus sp. (CBMAI 1062/CRM 593) e Peniophora sp. (CBMAI
1063/CRM 594), respectivamente. Os isolados 1B, 2A, 3A, i4, i5, i6, F02, F24, F48, F50,
7,9, 14, 55-30, 55-45, F02, F49, F50 e i4 foram identificados utilizando a taxonomia
convencional (caracterizagdo morfologica) como pertencentes ao género Aspergillus
secdo Fumigati. Tendo em vista a pouca ou nenhuma atividade enzimatica desses isolados

0 que os eliminou da selecdo para os consorcios, a identificagdo molecular ndo foi
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realizada. Além disso, representantes da secdo Fumigati sdo considerados como micro-
organismos potencialmente patogénicos oferecendo riscos ao ambiente de manipulacao.

Os 3 isolados restantes constituintes dos consorcios (GF1.5, G25, B19) isolados
no ambito do projeto Tematico Fapesp 2010/12624-0 (coordenado pela Profa. Dra. Eleni
Gomes, IBILCE-UNESP, Sao José do Rio Preto) do qual o presesente trabalho esta
associado, foram identificados em parceira com o grupo de pesquisa do Prof. Dr. André
Rodrigues (IB-UNESP, Rio Claro). Para tanto, foram utilizados marcadores moleculares
apropriados para essa identificacdo. Os resultados estdo apresentados na Tabela 4. Para
esses isolados, analises morfoldgicas foram realizadas confirmando a identificacdo
molecular. O isolado GF1.5 foi identificado em nivel de espécie como Lichtheimia
ramosa, sendo que para os outros 2 fungos a identificacdo foi em nivel de género.O
isolado B19 ndo pdde ser identificado até o nivel de espécie, pois a regido ITS é muito
conservada dentro do género e a amplificagdo do gene fator de elongacgao a, que melhor
resolve a identificacdo desse grupo, estd em processo de padronizacdo. O isolado G25
teve sua identificagdo realizada a partir do sequenciamento do gene B-tubulina e o
resultado das andlises de Blast indicou que varias espécies de Aspergillus da secédo Flavi
apresentam 99% de similaridade de sequéncia. Essas espécies estdo intimamente
relacionadas e sdo morfologicamente similares. Os dados das andlises filogenéticas
mostraram que o isolado G25 est4 muito relacionado ao A. arachidicola (Figura 4) mas
os resultados ndo foram conclusivos. Sendo assim, esse isolado foi identificado como

Aspergillus sect. Flavi.

Tabela 4. Isolados de fungos filamentosos selecionados para identificagdo molecular.

- e Genbank (NUmero de N° de Id® e
Cadigo Identificacdo acesso Genbank) ACESS0 %) Regido
GF15 lLichtheimiaramosa Lichtheimiaramosa  GQ342857 99 ITS

CBS 269.65
. A. parasiticus HQ285589 99
1
G25 ASpergl';'vﬂs sect. KCCM35079 B-tubulina
A. sojae
KCCM60354 HQ285598 99

F. proliferatum AF291061 99
B19 'Fusarium sp. NRRL 31071 ITS
F. oxysporum
ATCC MYA-3928 FJ196766 99
!Nomes atuais das espécies de acordo com o Index Fungorum.

2Marcadores moleculares utilizados na identificacdo: ITS: internal transcribed spacer; TUB:
gene B-tubuling;

3Identidade (em %) das sequencias dos homologos presentes no NCBI - GenBank database.



Figura 4 — Arvore filogenética Neighbor-joining baseada nas

sequéncias do gene B-tubulina de Aspergillus secti Flavi G25.

Aspergillus flavus NRRL 4818 (EF661489)
Asperygillus oryzae NRRL 447 (EF661483)

Aspergillus flavus NRRL 1957 (AF255064)
79

Aspergillus fasciculatus CBS 110.55 (EF203135)
Aspergillus effusus NRRL 506 (JN185446)
Asperygillus oryzae (KF669493)

Aspergillus flavus (HM803091)

98 ’Aspergi.'lus transmontanensis HM803087

! Aspergillus transmontanensis HM803102
Aspergillus toxicarius CBS 822.72 (EF203163)

Aspergillus parasiticus (HM803092)

Aspergillus parasiticus (HM803085)
Aspergillus chungii NRRL 4868 (JN185450)
Aspergillus parasiticus (HM803100)

G25

66

57 | Aspergillus arachidicola CBS 117610 (EF203158)
Aspergillus arachidicola CBS 117611 (EF203160)
Aspergillus minisclerotigenes (HM803088)

85

Aspergillus minisclerotigenes (HM803094)
Aspergillus minisclerotigenes (HM803083)
87 | Aspergilius minisclerotigenes (HM803098)
—‘ Aspergillus minisclerotigenes (HM803095)
66 | Aspergillus sergii (HM803099)
—————# Aspergillus sergii (HM803082)

99 [Aspergi.'lus mottae (HM803090)

! Aspergillus mottae (HM803086)

0.005

A arvore foi inferida sob Kimura 2-parametros com substituicdo de modelo. Os
nameros nas ramificagBes indicam os valores de bootstrap a partir das 1000
pseudo-réplicas (valores menores que 50% nédo evidenciados). A barra de escala
indica 0,005 substitui¢des por sitios. Todas as sequencias foram recuperadas a
partir do GenBank (acessos sdo evidenciados nos parénteses). Os vouchers do
CBS (Centraalbureau voor Schimmelcutures) e o NRRL (National Center for

Agricultural Utilization Research) também estdo em evidenciadas.

48
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3.4. Discusséo

A triagem qualitativa teve como proposito selecionar fungos capazes de produzir
enzimas ligninoliticas. Este & um teste simples e econdémico que fornece um resultado
visual rapido, revelando os isolados produtores das principais enzimas do complexo
ligninolitico. O teste mostrou-se eficiente, visto que 19 isolados de fungos filamentosos
representantes de 9 diferentes tdxons, foram positivos na triagem qualitativa em meio
solido contendo guaiacol. Com excecdo dos isolados positivos no teste qualitativo
identificados como Aspergillus sect. Fumigati, Trichoderma asperelloides e Aspergillus sect.
Nigri, todos os outros isolados positivos foram capazes de produzir ao menos duas
enzimas do complexo ligninolitico. Em adicéo, os 9 isolados considerados negativos para
producdo de enzimas ligninoliticas na triagem qualitativa em meio sélido (todos
pertencentes ao género Aspergillus se¢cdo Fumigati) produziram apenas a enzima lacase
em guantidades muito baixas utilizando como substrato a siringaldazina. Esses resultados,
corroboram os dados do teste qualitativo sendo, portanto importante destacar que a
oxidacdo do guaiacol pode revelar novas fontes de recursos genéticos fungicos a serem
exploradas e aplicadas em processos de degradacdo de poluentes ambientais e de
decomposicdo de materiais lignoceluldsicos.

Ao longo dos anos, um grande nimero de micro-organismos incluindo bacteérias,
leveduras e fungos tém sido estudados e caracterizados de acordo com suas habilidades
em degradar a lignina, hemicelulose e celulose. Os fungos filamentosos sdo 0s
organismos mais utilizados por conta da sua capacidade de producdo e secrecdo de
enzimas ligninoliticas para a degradacéo vegetal (VALENCIA; CHAMBERGO, 2013).
Desta forma, um método eficiente e rapido de selecdo de isolados se faz necessario.

O complexo ligninolitico desperta interesse, principalmente nos basidiomicetos
da podridao branca devido a sua habilidade de oxidagéo da lignina e a uma ampla escala
de compostos similares complexos incluindo os fenolicos e ndo fenolicos (WAN; LI,
2012). Apesar disso, existe uma enorme diversidade de micro-organismos néo explorados
(HIBBETT etal., 2011; KIRK et al., 2008), contribuindo para a falta de informagao sobre
outros grupos microbianos que possam desempenham papel similar. Dessa maneira, 0
presente trabalho também teve como objetivo contribuir com novas informagdes sobre
recursos microbianos ainda pouco explorados para aplicagdo na area de degradacao da
biomassa lignocelulosica. Os fungos utilizados nesse trabalho sdo originalmente de
ambientes distintos, cada um com um ecossistema particular. No entanto, todos esses
ecossistemas possuem uma caracteristica comum aos micro-organismos integrantes, que

é a decomposicdo de matéria organica. Sejam eles fungos terrestres ou aquaticos, devem
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possuir metabolismo adaptado e especializado no processo de degradacdo de matéria
organica, incluindo um amplo complexo enziméatico (BARLOCHER; BODDY, 2016).

Dois dos géneros positivos para a producdo enzimatica, Aspergillus (fungo
anamdarfico) e Lichtheimia (Zygomicota) sdo derivados de compostagem. Os principais
componentes desse ambiente sdo proteinas, lipideos e lignina (PINTO, 2005). Contudo,
nenhum deles apresentou elevados niveis de atividade enzimatica para as enzimas
monitoradas nas condigdes utilizadas no teste quantitativo. Esse resultado pode estar
associado a fonte de carbono e energia do meio utilizado (extrato de malte), bem como
as condicdes de cultivo, as quais sdo diferentes do de uma composteira. No estudo
reportado por Malek et al. (1988) e Garcia et al. (2015) a maxima producdo de enzimas
celuloliticas pelos micro-organismos isolados de composteira Streptomyces e Lichtheimia
SO ocorreu em temperaturas maiores do que 28°C (37°C e 65°C respectivamente). O
mesmo fato ocorreu para o unico fungo isolado da pilha de bagaco de cana
Myceliophthora thermophila (Ascomycota) complementando a ideia de que mesmo no
caso de materiais organicos empilhados, o aguecimento gerado pela atividade de micro-
organismos presentes nesse meio, pode ser um fator relevante na producdo de enzimas
ligninoliticas. Esse fungo foi encontrado crescendo em temperaturas entre 38-45°C, em
composteiras, ambientes imidos e solo superaquecido pelo sol (MAHESHWARI et al.,
2000; LYSEK; JENNINGS, 1999). Em adicdo, Berka e colaboradores (1997) também
avaliaram a capacidade de producdo de lacase por Myceliophthora thermophila na
aplicacdo industrial, visando utilizacdo dessas enzimas para substituicdo de reagentes
quimicos perigosos empregados nas industrias de polpa e papel e de corantes téxteis. De
forma geral, a capacidade do micro-organismo em assimilar a biomassa lignoceluldsica
esta relacionada ndo somente com a habilidade de produzir as enzimas necessarias para a
degradacédo, mas também em estar evolvido em uma ag&o sinergistica com outras enzimas
e/ou com outros micro-organismos.

Essa particularidade também deve ser considerada para os isolados oriundos do
solo de canavial, Fusarium, Trichoderma, Aspergillus sect. Nigri e Aspergillus sect.
Flavi, onde a diversidade de micro-organismos existentes é muito alta. Estima-se o valor
de 10° células microbianas por grama de solo, representando entre 10-30 mil genomas
microbianos distintos (ROESCH et al., 2007). Segundo Purcena (2014), as biomoléculas
e as enzimas presentes no solo do cultivo de cana-de-agUcar podem ser recursos
indicadores de fertilidade, bem como ferramentas para a remediacao de solos degradados.
Os principais grupos de enzimas encontrados nesse ecossistema sdo as glicosidases,

oxidoredutases e fosfatases. No presente trabalho, os fungos derivados de solo de canavial
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(Fusarium, Trichoderma e Aspergillus) demonstraram capacidade de producdo de
enzimas degradadoras da lignina, e sobretudo a lacase, uma fenoloxidase, conhecida pelo
seu potencial de degradagédo de compostos fendlicos, comumente presentes em poluentes.
Apesar de estarem em quantidades baias, as enzimas LiP e MnP foram produzidas pelo
fungo de solo de canavial Aspergillus sect. Flavi. A presenca de peroxidases em solos é
de grande importéancia ndo apenas pelo seu papel na decomposi¢édo da lignina presente na
matéria organica, mas também por sua participagdo no processo de humificacdo e
transformacéo de xenobioticos (PURCENA, 2014).

O papel ecoldgico dos fungos que habitam o ambiente marinho é o mesmo dos
fungos que habitam ambientes terrestres: decomposicdo de matéria organica e ciclagem
de nutrientes. Desta forma, os fungos de origem marinha tém sido foco de estudos
relacionados com a degradacdo de compostos recalcitrantes. Fungos filamentosos
isolados de diferentes substratos marinhos (e.g. invertebrados, madeira em
decomposic¢do, agua do mar, sedimentos, detritos de mangue) tém sido reportados como
produtores de enzimas hidroliticas e/ou oxidativas tais como: liases alginato, amilases,
celulases, quitinases, glicosidases, inulinases, queratinases, ligninases, lipases, nucleases,
fitases, proteases e xilanases, (BONUGLI-SANTOS et al., 2015). Os isolados de origem
marinha utilizados no presente trabalho Tinctoporellus sp., Marasmiellus sp. e
Peniophora sp. (Basidiomycota) produziram todas as enzimas do complexo ligninolitico
estudadas incluindo a GLOX e com destaque para as lacases. Esses isolados foram
previamente estudados pelo nosso grupo de pesquisa e mostraram habilidade para
producdo significativa de enzimas ligninoliticas (BONUGLI-SANTOS et al., 2011;
BONUGLI-SANTOS et al., 2010), bem como degradacdo de poluentes ambientais,
incluindo os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (MAGRINI, 2012) e corantes
téxteis (BONUGLI-SANTOS et al., 2016; BONUGLI-SANTOS et al., 2012).

De acordo com Baldrian e Gabriel (2003) a producao de enzimas por fungos é
dependente da fisiologia desses organismos e da composi¢do do meio de cultivo. Fontes
de carbono e nitrogénio sdo fundamentais para a producdo enzimatica e isso tem sido
percebido tanto em fungos terrestres quanto em fungos marinhos (VELMURUGAN;
LEE, 2012). Pouco se sabe ainda sobre o ambiente marinho e seus ecossistemas.
Entretanto, ao longo dos anos inumeros esforgos vém sendo realizados para ampliar o
conhecimento em relacgéo a diversidade de fungos marinhos principalmente por causa do
interesse em suas enzimas que podem apresentar propriedades especificas e suas

possiveis aplicacdes a industrias.
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A degradacdo microbiana da lignina tem sido bem estudada utilizando fungos ou
bactéria de forma individual. Recentemente, pesquisas relacionadas com a aplicacéo de
consoércios ao pré-tratamento do material lignoceluldsico, na producdo de enzimas e
sacarificacdo tém sido reportadas em literatura (PEREZ-RANGEL, 2015; LIANG J. et
al., 2015; DHIMAN et al., 2015). A mistura de culturas fungicas tem muitas vantagens
se comparada a monocultivos, incluindo o melhoramento da produtividade, da
adaptabilidade e da utilizacdo do substrato (KALYANI et al., 2013). Na éarea de
tratamento de aguas residuais por exemplo, autilizacdo de maultiplos micro-organismos
tém demonstrado uma eficiéncia maior do que quando se utiliza um micro-organismo
isolado (LV et al., 2014). Chandra (2001) utilizou um consércio microbiano de
Pseudomonas putida, Citrobacter sp. e Enterobacter sp. para tratar o efluente de
industria de polpa e papel por meio do processo de lodo ativado e percebeu que 0s
organismos ndo sé diminuiram a coloracéo para 98% como também diminuiram a DQO,
DBO e compostos fendlicos em 96,63%, 96,80%, 96,92%, respectivamente apds 24h de
processo.

No presente trabalho, os estudos relacionados com a producdo de enzimas do
complexo ligninolitico e antagonismo, permitiram a estruturacdo de seis consorcios

fangicos com potencial para degradacéo de biomassa lignocelulésica.
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CAPITULO 2

Degradacao de lignina de residuos
agroindustriais por consorcios de fungos
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4.0. Resumo

Diferentes métodos de pré-tratamento (quimico, fisico e biologico) tém sido
explorados para aumentar a acessibilidade aos substratos lignoceluldsicos. Dessa
maneira, nesse capitulo foram investigados seis consorcios previamente selecionados
quanto a capacidade de producdo de ligninases, para aplicacdo da degradacao de
lignina contida em sabugo de milho, casca de arroz e bagago de cana. Os
biotratamentos foram realizados por um periodo de 7 dias a 28°C e 140 rpm. Todos
os ensaios foram avaliados quanto a composicdo quimica final dos residuos,
seletividade (porcentagem de celulose/lignina) e a atividade enzimatica das enzimas
LiP, MnP, Lacase (Siringaldazina e ABTS) e GLOX. O efeito do tratamento
microbiano revelou perfis varidveis de degradacdo da lignina e seletividade por parte dos
consarcios estudados. O desempenho enzimético revelou que o sabugo de milho e bagaco
de cana tiveram maior influéncia na producédo das enzimas ligninoliticas sendo a LiP e a
MnP detetadas em quantidades baixas enquanto a lacase foi observada em maiores
quantidades em todos os consorcios. Em relacdo a biomassa, o bagaco de cana foi
considerado o residuo que mais sofreu alteracdo em sua composicao ao final do processo,
sendo modificado por todos os consorcios estudados (exceto pelo C4), seguido pelo
sabugo de milho para os consorcios 2, 4, 5 e 6. A casca de arroz foi o residuo mais
resistente ao ataque dos micro-organismos empregados, sendo parcialmente atacada pelos
consorcios C5 e C6. Com relacdo a seletividade, o bagaco de cana foi o residuo que
apresentou maior numero de consércios (exceto o C2) com valores de celulose/lignina
maiores do que a biomassa in natura quando comparado com os outros dois residuos. Os
consorcios C5 e C6 apresentaram 0s maiores valores de seletividade quando comparados
com 0s outros 4 consorcios para os 3 residuos estudados. Estes dois consorcios
apresentaram também valores maiores de seletividade do que os valores da biomassa in

natura quando cultivados nos residuos casca de arroz e bagaco de cana.

Palavras-chave: Residuos agroindustriais, consorcios microbianos, enzimas

lignoceluloliticas, degradacéo de lignina.
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4.1. Introducao

O recente cenario energético tem estimulado o melhoramento de tecnologias
que favorecam a producdo de biocombustiveis a partir de biomassa lignocelulésica
utilizada como uma fonte alternativa de energia, visando reducdo do consumo de
combustiveis fosseis. A conversdo da biomassa lignoceluldsica por fermentacdo € um
assunto extremamente discutido por décadas e ainda é considerado um grande
desafio. A produc¢do de combustiveis ou de produtos quimicos de valor agregado a
partir da biomassa verde requer a sua hidrolise em acgucares fermentesciveis, um
estagio crucial na eficiéncia do processo (BINOD et al., 2011; ROPARS et al., 1992).
A lignina presente no material lignoceluldsico é osegundo composto mais abundante
na natureza depois da celulose, sendo aproximadamente 5 x 10° toneladas desse
polimero produzido por ano (MAI et al., 2000; POLLEGIONI, 2015).

A lignocelulose é uma mistura complexa de polimeros de carboidratos de
celulose, hemicelulose e lignina, onde os polimeros de carboidratos estdo fortemente
ligados a lignina principalmente por ligacdo de hidrogénio e também por algumas
ligacGes covalentes (KUHAD et al., 2011; LEE, 1997). A lignina é composta por
unidades de fenilpropano tais como, alcool p-cumaril, alcool coniferil e o alcool
sinapilico e sdo muito resistentes a degradacdo (MENON; RAO, 2012; VAN DYK;
PLETSCHKE, 2012; HENDRIKS; ZEEMAN, 2009). A composicdo de Varios
materiais lignocelulésicos, assim como a composicdo da lignina, é variavel entre
plantas de madeiras duras (angiospermas) e madeiras moles (gimnospermas). A
biomassa vegetal em geral consiste de 40-50% de celulose, 25-30% de hemicelulose,
15-20% de lignina e outros componentes extrativos (SANTOS, 2012), por isso a
escolha apropriada da biomassa esta diretamente associada ao sucesso do processo
de converséo.

Diferentes métodos de pre-tratamento (quimico, fisico e biologico) tém sido
explorados para aumentar a acessibilidade aos substratos lignocelulésicos.
Entretanto, a maioria dos pré-tratamentos demanda muita energia ou gera algum
subproduto toxico que afeta a sua viabilidade econdmica (SIMS et al., 2010; LUCAS,
et al., 2012). Dessa maneira, o pré-tratamento biol6gico tem se tornado uma
“estratégia verde” de otimizar o processo de quebra da lignina como intuito de
melhorar a hidrdlise e a digestibilidade da biomassa (TIWARI et al., 2013; GUPTA et
al., 2011; SALVACHUA, 2011). O tratamento biolégico ainda possui a vantagem de

ser aplicado isoladamente ou em conjunto com 0s outros pré-tratamentos.
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Durante anos, esforcos tém sido concentrados na utilizacdo dos fungos da
podriddo branca para o tratamento da biomassa levando em consideragéo a habilidade
desses micro-organismos em degradar compostos aromaticos e em produzir enzimas
ligninoliticas. Portanto, a aplicacdo de fungos pertencentes ao filo Basidiomycota de
maneira isolada, pode acabar limitando o processo, ja que estes necessitam de um
longo periodo de incubacdo. Além disso, em um ecossistema natural, a quebra da
lignina ocorre por uma agéo sinergistica de varias enzimas produzidas por diferentes
fontes microbianas (TAHA et al., 2015; ARO et al., 2005). Isso reforca a ideia de que
0 consadrcio microbiano representa uma promissora abordagem, Gtil no entendimento da
interacdo do complexo de micro-organismos e na relagdo sinergistica do mix de enzimas
gerados na natureza para a biodegradacao de biomassa lignoceluldsica.

Dessa forma, o presente capitulo aborda a avaliagcdo do desempenho de 6
consadrcios microbianos formados por micro-organismos de origem marinha e de solo
de canavial no processo de deslignificacdo de residuos agroindustriais, bem como o
estudo da producdo de enzimas ligninoliticas. Para tanto, o trabalho teve como
objetivos: i) avaliacdo do crescimento dos consorcios em meio de cultivo; ii)
quantificacdo da atividade enzimatica das enzimas ligninoliticas (LiP, MnP, Laccase
e GLOX); iii) avaliacio da mudanca composicional dos residuos ap6s o
biotratamento.

4.2. Material e Métodos
4.2.1. Preparacao dos pré-indculos fungicos

Todos os isolados foram cultivados em agar malte (2%) e incubados a 28°C por 7
dias a fim de se obter biomassa microbiana para preparagédo do pré-inoculo. O pré-inoculo
foi realizado em frascos Erlenmeyer de 150 mL contendo 50 mL de meio MB2 liquido
(2% de extrato de malte). Foram adicionados a esses frascos separadamente 3 plugs (5
mm de didmetro) cortados das bordas das col6nias dos fungos cultivados em placa. Os
ensaios foram mantidos em shaker sob agitagdo de 140 rpm a 28°C por 7 dias. Apos essa

etapa, os pré-indculos foram destinados aos ensaios de tratamento das biomassas.

4.2.2. Material lignocelulésico

Os residuos lignocelulésicos foram obtidos por doagdo de um produtor de Minas
Gerais (Pouso Alegre) que cultivava cana-de-acucar, arroz e milho em uma mesma
fazenda. Os materiais foram processados de acordo com cada necessidade antes da

execucao dos ensaios. O bagaco de cana foi previamente lavado com agua por trés vezes
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para a remocao dos agucares residuais e de outras impurezas oriundas da fazenda, e em
seguida foi seco em estufa por uma semana a 80°C por 24h. O bagaco foi triturado e
passado em peneira com malha de 16-18 mesh para sua homogeneizagdo. A espessura da
fibra do bagaco obtida foi de 1 mm a 2 mm. O sabugo de milho foi separado dos graos,
foi seco em temperatura ambiente por 1 semana e triturado em pequenos pedacos de 5
mm de espessura cada. A casca de arroz também foi separada do gréo e foi mantida sua
forma e tamanho original (4-6 mm). Todos os residuos ap6s a sua preparagdo foram
divididos em pequenas quantidades e mantidos em temperatura ambiente dentro de sacos

plasticos, armazenados em uma caixa hermeticamente fechada para controle de umidade.
4.2.3. Tratamento biol6gico da biomassa lignocelulésica

O biotratamento foi realizado utilizando o bagaco de cana (BC), a casca de arroz
(CA) e 0 sabugo de milho (SM) ja processados em um ensaio de fermentacédo semissélida.
A biomassa bruta (2,5 g) foi adicionada a um frasco Erlenmeyer de 150 mL contendo 20
mL de meio mineral Savitha (SAVITHA et al. 2007) esterilizado composto por (g.L™):
7,0 KH2POy4, 2,0 Na2HPO4, 1,5 MgS04.7H20, 1,0 extrato de levedura, 0,1 CaCl..2H20,
0,008 FeCl2.4H20, 0,0001 ZnS04.7H20, 1,5 tartarato de diamoénio. Em seguida, 10 mL
de pré-inoculo correspondente a cada fungo cultivado previamente em malte foi inserido
no meio de cultura. O experimento foi mantido em shaker sob agitagéo de 140 rpm a 28
°C durante 7 dias. Ao final desse periodo todos os ensaios foram retirados do agitador
para dar sequéncia a andlise de dados. Apds a hidrdlise, a biomassa foi separada do meio
liquido por meio de filtracdo e os micélios fangicos foram cuidadosamente removidos. O
liquido filtrado foi submetido a anélise de atividade enzimatica, enquanto os substratos
lignocelul6sicos foram mantidos em estufa de secagem a 80°C por 24 horas ou até que o
peso se mantivesse constante e, s apds esse procedimento, foi dado inicio a analise

composicional.
4.2.4. Métodos analiticos

4.2.4.1. Anélise composicional

Os substratos lignocelul6sicos, incluindo a condigdo ndo tratada (antes do
bioprocesso) e biotratada (depois do bioprocesso) foram avaliados seguindo a norma para
determinacdo de carboidratos estruturais e lignina da biomassa, desenvolvida pelo
Laboratorio Nacional de Energia Renovavel (NREL) dos Estados Unidos (SLUITER et
al., 2008). As quantidades de celulose, hemicelulose e lignina dos substratos foram

avaliadas a partir de uma hidrolise &cida de duas fases. A quantidade total de lignina foi
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calculada com base nas quantidades de lignina acida (LAS) soluvel e de lignina acida
insolavel (LALI), as quais foram obtidas por anélises gravimétricas e de espectrofotometria
de UV-vis, respectivamente. A hemicelulose e a celulose foram monitoradas usando a
glicose e a xilose como parametro e foram obtidas a partir do liquido filtrado da hidrolise
acida, o qual foi mensurado por cromatografia de trocas de idnica, usando o HPAEC-
PAD (Thermo Scientific (Dionex ICS-5000, Sunnyvale, Califérnia, USA) com coluna de
troca anibnica CarboPac® PA-1 a 25°C. Os diluentes foram preparados com agua
deionizada ultrapura de 18 MQ e desgaseificada com N2.O fluxo usado foi de 1 ml min*
com solvente A (agua ultrapura) e B (NaOH 500 mmol L), usando o modo de eluigio
isocratica com 4,8% de B e 95,2% de A, durante 25 minutos. A degradacéo da lignina foi
determinada pela porcentagem total de lignina diminuida ao final do biotratamento. Esse
valor foi calculado usando a diferencas entre 0s pesos secos, antes e depois do
biotratamento. A eficiéncia da lignina removida foi calculada seguindo a equacéo abaixo:

LR (%) = (Lo—Lt) X 100
Lo
Onde, LR significa a eficiéncia da lignina removida, Lo é a quantidade de massa de
lignina na amostra original do substrato e Lt é a quantidade de lignina da amostra tratada.
Em paralelo ao céalculo composicional, foram também realizadas anéalises visando
correlacionar a relacdo entre a celulose e a lignina, sendo denominado de Seletividade,

onde adotou-se a razao:

% Cf

Seletividade =
eletividade %L

Onde Cs, significa a porcentagem final de celulose contida na biomassa ap6s o tratamento

bioldgico, e L é a porcentagem final de lignina contida na biomassa ap6s o tratamento

bioldgico.
4.2.4.2. Quantificacdo das enzimas ligninoliticas

A atividade enzimatica foi medida a partir do caldo enzimatico bruto filtrado ap6s
o0 biotratamento (140 rpm, 28 °C, 7 dias). Esse caldo enzimatico foi centrifugado a 10.000
rpm, por 30 minutos a temperatura de 5°C. A partir do sobrenadante é que foram avaliadas
as atividades das enzimas lignina peroxidase (EC: 1.11.1.14) (LiP), manganés peroxidase
(EC: 1.11.1.13) (MnP), lacase (EC: 1.10.3.2) (siringaldazina e ABTS) e Glioxal oxidade
(EC 1.2.3.5) (GLOX).
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4.2.4.3. Lignina Peroxidase

A atividade da lignina peroxidase foi avaliada por espectrofotometria UV/VIS a
partir do aldeido veratrilico produzido (ezi0nm= 9300M* cm™) na oxidagéo do élcool
veratrilico que foi usado como substrato. A mistura era composta de 1 mL de tampé&o
tartarato de sddio 125 mM pH 3,0; 0,5 mL de alcool veratrilico 10 mM; 0,5 mL de
peroxido de hidrogénio 2 mM e 0,5 mL do caldo enzimatico. A reacdo foi iniciada
adicionando o perdxido de hidrogénio e o aparecimento do aldeido veratrilico foi
determinado a 310 nm, apds 10 minutos de reacdo (ARORA; GILL, 2001).

4.2.4.4. Manganés Peroxidase

Esta atividade foi quantificada pelo método modificado de Wariishi et al. (1992)
com a adi¢do de 50 uL de H202 (2 mM) em 0,8 mL de tamp&o malonato de sodio (60
mM; pH 4,5), 50 uL de MnSO4 (10 mM), e 0,1 mL de extrato enzimético. A formacéo do
complexo Mn*3-malonato foi acompanhada a 270 nm (g = 11590 Mt cm™) apds 5 min

de reacéo.
4.2.45. Lacase

A atividade enzimatica de lacase foi determinada por espectrofotdmetro por dois
métodos distintos: 1) Oxidagdo da siringaldazina (eszsnm= 65.000 Mt cm™): A mistura
continha 0,2 mL de tampdo citrato-fosfato 0,05 M (pH 5,0), 0,1 mL de &gua deionizada,
0,6 mL da solucdo enzimatica e 0,1 mL de siringaldazina 1,0 mM preparada em etanol
(P.A.). O monitoramento do aumento da absorbancia foi verificado a 525 nm. e 2)
Oxidacdo do 2,2-azino-bis-etilbenthiazolina (ABTS): a mistura continha 0,3 mL de
tampdo acetato de sédio 0,1 M (pH 5,0), 0,1 mL de solucdo de ABTS a 0,03% e 0,6 mL
da solucdo enzimatica (BUSWELL et al., 1996). A oxidacdo do ABTS foi medida pelo
monitoramento do aumento da absorbéncia a 420 nm, apds 10 minutos de incubacdo a
37°C.

4.2.4.6. Glioxal oxidase (GLOX)

A atividade da GLOX foi determinada através da oxidacdo da metilglioxal
(KERSTEN & KIRK, 1987) pelo aumento da absorbancia a 436 nm. A reagdo ocorreu a
partir da mistura de: 10uL de extrato enzimatico, 10uL de solugdo stock (100x) de 2,8
mM guaiacol (Sigma, Aldrich); 10uL de 1mgL™? de solugdo de peroxidase, 50uL de
metilglioxal (acetilformaldeido, Sigma) e 120 pL de solugdo tampdo de &cido
citrico/hidrogenofosfato de sddio de pH 6,0.
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Uma unidade enzimatica (U) é definida como a quantidade de enzima necessaria
para oxidar 1 umol de substrato por minuto. A atividade enzimatica foi expressaem U L
! do caldo enzimatico e os calculos realizados a partir da equacgdo descrita abaixo,

derivada da Lei de Lambert-Beer:

ULT=AAxVx10%/exRxt

onde:
AA  diferenca entre a absorbancia final e a inicial
\Y volume da reacdo (0,001 L em todos 0s casos)
106 converte os mols de ¢ para pmols
£ coeficiente de extingdo (M cm™)
R quantidade de caldo enzimético (L)

T tempo de reagdo (min)

4.2.4.7. Analise Estatistica

Todos o0s experimentos apresentados nos graficos e nas tabelas foram realizados
em tréplicas, sendo calculado o desvio padréo para todas as amostras.

4.3. Resultados

4.3.1. Andlise do desenvolvimento e crescimento dos consorcios

Ao longo do periodo de 7 dias, foi possivel notar que os 6 consércios foram
capazes de crescer nos substratos empregados. A temperatura de 28°C ndo interferiu de
forma negativa no desenvolvimento dos isolados utilizados. O crescimento e a adeséo
micelial nos substratos foram visualmente observados no 5° dia de incubacéo,
confirmando o potencial desses fungos de crescerem juntos e sob as condigOes

estipuladas.
4.3.2. Efeito do tratamento biologico na remogéo da lignina

O efeito do tratamento microbiano revelou perfis variaveis de degradacdo da
lignina por parte dos consorcios estudados. Porém, como o balanco das massas apresentou
um valor total de 61,01% para o sabugo de milho, 66,53% para a casca de arroz e 65,35%
para 0 bagaco de cana, a analise de correlagéo entre a porcentagem de celulose e de lignina
(denominada seletividade) apds os tratamentos para os 3 residuos estudados, foi aplicada
em conjunto com a analise de deslignificacéo.

Durante os sete dias de incubacéo, o consércio C1 (Marasmiellus sp., Aspergillus

sect. flavi e Fusarium sp.) apresentou maior dificuldade em degradar o sabugo de milho
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e a casca de arroz, apresentando quantidades maiores de lignina em relagéo ao residuo in
natura (Tabela 5 e 6). No entanto, esse mesmo consorcio apresentou o melhor resultado
para remocdo da lignina do bagaco de cana, apresentando no final do processo 11,38%
de lignina enquanto que o bagaco néo tratado continha 21,88% de lignina. Esse resultado
corresponde a 47,94% da eficiéncia na deslignificacdo do material (Tabela 7). A analise
de seletividade para esse consorcio apresentou valores inferiores para o sabugo de milho
e a casca de arroz quando comparado com 0s outros consércios e com a biomassa in
natura.

O consércio C2 (Marasmiellus sp., Lichtheimia ramosa, Fusarium sp.), obteve o
segundo melhor resultado quanto a diminuigdo do teor de lignina quando cultivado em
bagaco de cana (41,54%) (Tabela 7) e sabugo de milho (30,33%) (Tabela 5). Quando
adicionado ao tratamento da casca de arroz (Tabela 6), o consorcio ndo apresentou
capacidade de deslignificacdo, permanecendo com 19,70% de lignina na composicao.
Contrariamente aos perfis de deslignificacdo, a analise de seletividade apontou valores
inferiores aos valores dos outros consércios (de maneira geral) e também ao valor da
biomassa in natura (Tabela 5, 6 e 7).

Os resultados do consorcio C3 (Lichtheimia ramosa, Tinctoporellus sp.,
Marasmiellus sp.) foram muito semelhantes aos do C1, a deslignificagdo (31,85%) foi
observada no cultivo com bagaco de cana ndo havendo resposta positiva no cultivo de
casca de arroz e sabugo de milho (Tabela 5). Por outro lado, a anéalise de seletividade
demonstrou que as raz@es entre os valores de celulose/lignina foram maiores nos residuos
casca de arroz (Tabela 6) e barago de cana (Tabela 7) do que a razéo obtida para biomassa
in natura. Em relacdo aos outros consarcios, o resultado de seletividade foi melhor do
gue para os consorcios C1 e C2.

Os resultados do tratamento bioldgico com o consorcio C4 (Aspergillus sect. flavi,
Lichtheimia ramosa, Marasmiellus sp.), revelaram que o cultivo em sabugo de milho foi
0 Unico dos trés substratos com reducédo da lignina, que passou de 19,52% (in natura)
para 16,05%, equivalendo a 17,75% de deslignificacdo (Tabela 5). No entando, o
resultado de seletividade para este residuo foi menor do que da biomassa in natura e
maior do que os resultados dos consércios C1, C2 e C3. Para os residuos casca de arroz
(Tabela 6) e bagaco de cana (Tabela 7) os resultados de seletividade foram maiores do
que os da biomassa in natura.

Os consorcios C5 (Tinctoporellus sp., Marasmiellus sp., Aspergillus sect. flavi) e
C6 (Tinctoporellus sp., Marasmiellus sp. Fusarium sp.) revelaram comportamento

semelhante durante o tratamento dos residuos. Ambos obtiveram resultados parciais de
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remocao da lignina nos trés residuos avaliados. Para o sabugo de milho (Tabela 5) e a
casca de arroz (Tabela 6), a deslignificacdo ocorreu em pequenas quantidades em relagéo
ao bagaco de cana (Tabela 7), sendo 1,53% e 1,96% correspondentes ao C5 e 11,77% e
1,84 % correspondentes ao C6, respectivamente. Para 0 bagaco de cana, a porcentagem
de lignina diminuida foi equivalente a 29,41% para o consércio C5 e 19,76% para o
consarcio C6. O resultado da seletividade apontou valores maiores do que 0s obtidos com
0s outros 4 consorcios nos cultivos com sabugo de milho (Tabela 5), casca de arroz
(Tanela 6) e bagaco de cana (Tabela 7). Porém, os valores de seletividade foram maiores
do que os valores da biomassa in natura apenas para os residuos casca de arroz e bagaco
de cana.

De acordo com as analises de deslignificacdo, o bagaco de cana (Tabela 7) foi
considerado o residuo que mais sofreu alteracdo em sua composicao ao final do processo,
sendo modificado por todos os consorcios estudados (exceto pelo C4), seguido pelo
sabugo de milho para os consorcios 2, 4, 5 e 6. A casca de arroz foi o residuo que mais se
mostrou resistente ao ataque dos micro-organismos empregados, sendo apenas
parcialmente atacada pelos consércios C5 e C6 (Tabela 6). Com relacao a seletividade, o
bagaco de cana foi o residuo que apresentou um maior nimero de consoércios (todos
exceto 0 C2) com valores de celulose/lignina maiores do que a biomassa in natura (Tabela
7) quando comparado com os outros dois residuos.

A composicdo da celulose e da xilana variaram ao longo dos tratamentos
empregados, apresentando de maneira geral uma leve diminuicdo ou aumento de acordo
com os residuos ou consorcios empregados. Os seis consorcios apresentaram valores de
celulose menores ou iguais a metade do valor da celulose do sabugo de milho in natura
(Tabela 5), o mesmo foi observado para o consorcio C2 quando cultivado em bagaco de
cana (Tabela 7). Para a xilana, os valores foram de forma geral, menores do que a
biomassa in natura para os residuos casca de arroz (Tabela 6) e bagaco de cana (Tabela
7). O consorcio C2 apresentou uma porcentagem de xilana bastante reduzida para os 3
rediduos estudados, o consorcio C1 para casca de arroz e bagaco de cana, enquanto que
0 C4 e C6 apresentaram porcentagem de xilana bastante reduzida quando cultivados em

casca de arroz.
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Tabela 5. Composicdo do sabugo de milho, antes (in natura) e apds o tratamento
bioldgico e a relacdo entre celulose/lignina (seletividade) de 6 diferentes consoércios
apos 7 dias de incubacgdo. (Média de triplicatas).

Consorcios C1 C2 C3 C4 C5 C6 In natura
“Celulose 815 641 11,67 10,63 1356 1429  2874+9
“Xilana 1350 576 2090 26,35 2298 2548 12,55+ 0,86
“Lignina 2030 13,60 2545 16,05 1922 1722 19,52+07
“Deslignificacio . 3033 - 1775 153 11,77 i
Seletividade 040 047 046 066 071 085 1,47

(Celulose/Lignina)

“Valores expressos em %.

Tabela 6. Composicédo da casca de arroz antes (in natura) e ap6s o tratamento
bioldgico e a relacdo entre celulose/lignina (seletividade) de 6 diferentes consorcios
apos 7 dias de incubacdo. (Média de triplicatas).

Consorcios C1 C2 C3 C4 C5 C6 In natura
*Celulose 20,21 1464 27,45 3258 31,29 26,86 18,43+0.43
*Xilana 2,20 394 12,34 7,10 1255 7,78 29,66 + 1,03
*Lignina 23,43 19,70 23,62 23,62 18,07 18,10 18,44 +1,8
*Deslignificacdo - - - - 1,96 1,84 -
Seletividade 08 074 116 138 173 148 1,00

(Celulose/Lignina)
“Valores expressos em %.

Tabela 7. Composicdo do bagaco de cana antes (in natura) e apos o tratamento
bioldgico e a relacdo entre celulose/lignina (seletividade) de 6 diferentes consorcios
apos 7 dias de incubacdo. (Média de triplicatas).

Consorcios C1 C2 C3 C4 C5 C6 In natura
“Celulose 16,38 1324 24,45 31,08 3571 2954 26.02+0.60
“Xilana 286 280 1226 19,05 16,83 1353 17,45 +0.44
“Lignina 11,38 12,78 1491 2211 1544 17,55 21,88+17
“Deslignificacdo 4794 4154 31,85 - 29,41 19,76 -
Seletividade 144 104 164 141 231 168 1,18

(Celulose/Lignina)

“Valores expressos em %.
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4.3.3. Resposta enzimatica dos consdrcios em relagdo ao cultivo em diferentes
substratos lignocelulésicos

Os resultados relacionados ao desempenho enzimatico dos consorcios estudados
nesse trabalho revelaram que as biomassas lignocelulésicas sabugo de milho e bagago de
cana tiveram maior influéncia na producdo das enzimas ligninoliticas. Quando o0s
consorcios foram cultivados em sabugo de milho, as enzimas LiP (Figura 5) e MnP
(Figura 6) foram detectadas apenas por alguns consércios e em baixas quantidades (< 5,0
U.L1), enquanto que a lacase (Figura 7) apresentou uma atividade mais expressiva para
todos os consorcios. Para o cultivo com o bagaco de cana a presenca da LiP (Figura 5) e
da MnP (Figura 6) foi verificada em dois dos consorcios monitorados diferentes dos que
apresentaram essas mesmas enzimas em sabugo de milho. No bagaco de cana a producéo
de lacase (Figura 7) foi também mais expressiva do que a de LiP e MnP.

No bioprocesso utilizando a casca de arroz a producdo das enzimas LiP e MnP
ndo foi detectada, havendo apenas producdo da enzima lacase. A enzima GLOX (Figura
8) foi detectada apenas em alguns dos condrcios e substrato em quantidades muito baixas
(< 0,4 U.L'Y). A lacase foi a enzima com o melhor resultado durante o tratamento
bioldgico dos trés residuos. Tanto para o substrato siringaldazina, quanto para o substrato
ABTS (Figura 7). Nesse aspecto, as melhores atividades para as duas lacases foram
obtidos nos cultivos em casca de arroz e bagaco de cana. O maior valor desta enzima
utilizando o substrato siringaldazina foi obtida pelo consorcio C3 (143,93 U.LY) e
utilizando o substrato ABTS pelo consércio C1 (138,27 U.L™Y). Apds os cultivos em
bagaco de cana foram detectados valores de 129,09 U.L* (siringaldazina) e 127,47 U.L*
(ABTS) para os consorcios C4 e C1, respectivamente. Em adi¢do, os consorcios C2 e C3

foram os que menos apresentaram atividade de lacase durante os experimentos.



Figura 5. Atividade enzimatica da lignina peroxidase apés 7
dias de biotratamento dos residuos lignoceluldsicos usando
0s seis consorcios. (Dados obtidos de amostras em
triplicadas).
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Figura 6. Atividade enzimatica do manganés peroxidase apés 7
dias de biotratamento dos residuos lignoceluldsicos usando o0s
seis consorcios. (Dados obtidos de amostras em triplicadas).
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Figura 7. Atividade enzimatica da lacase apds 7 dias de
biotratamento dos residuos lignocelulésicos usando o0s seis
consorcios. A siringaldazina (S) e o ABTS foram usados como
substratos. (Dados obtidos de amostras em triplicadas).
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Figura 8. Atividade enzimatica da Glioxal oxidase apés 7 dias de
biotratamento dos residuos lignocelulésicos usando o0s seis
consorcios. (Dados obtidos de amostras em triplicadas.)
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Considerando os resultados acima mencionados, um apanhado geral dos
consorcios e de suas atividades enzimaticas ligninoliticas foi estipulado da seguinte
forma:

- C1, apresentou melhor producdo enzimatica quando cultivado em sabugo de milho e
bagaco de cana, sendo observadas atividades para a lacase, LiP e MnP, ndo havendo
presenca da GLOX.

- C2, mostrou-se mais eficiente na producédo de lacases e MnP na seguinte sequéncia de
substratos BC > SM > CA. A LiP e a GLOX ndo foram detectadas para esse consorcio.

- C3 e C4, apresentaram melhores atividade enziméticas quando cultivados em casca de
arroz e bagaco de cana. A lacase foi a enzima em destaque nesses cultivos. Ndo houve
registro de atividade para as outras enzimas monitoradas.

- C5, apresentou boas atividades enzimaticas em todos os substratos, com producédo de
lacase e MnP.

- C6, apresentou melhores atividades enziméticas quando cultivado em bagago de cana,
com producdo de LiP e lacase. Foi observado também, atividade de lacase em sabugo de

milho e casca de arroz. Nao houve deteccdo de MnP e GLOX.

4.4. Discussao
A parede celular vegetal tem sido alvo de estudos intensos devido a sua
importancia na formacéo e desenvolvimento da planta e na resisténcia aos estresses (a)

bioticos. Esta estrutura é também considerada por muitos como uma fonte rica de
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biopolimeros compostos de agucares e outras moléculas, além de ser uma alternativa
sustentavel para o uso de petroquimicos. Pensando nisso, o presente estudo teve como
foco a avaliagdo da capacidade de deslignificacio de 3 diferentes materiais
lignocelulosicos oriundos da agroindudstria para aplicagdo em areas biotecnoldgicas, de
biomateriais e de biocombustiveis.

Os resultados obtidos no presente estudo revelaram que a composigéo do material
vegetal influenciou diretamente o desempenho dos consorcios durante o tratamento
bioldgico dos residuos. A recalcitrancia desses materiais e suas diferentes morfologias
foram fundamentais durante o processo. Para avaliacdo dos diferentes processos
aplicados, faz-se necessaria a caracterizacdo da composi¢cdo quimica do material
lignoceluldsico durante as fases envolvidas. Nesse estudo, o balango final das massas
obtidas ndo foi satisfatorio, pois atingiu valor maximo de 66,53%, apontando entdo uma
possivel ineficiéncia do método utilizado para quantificacdo da composicéo dos redisuos
lignocelul6sicos estudados. A técnica de caracterizacdo utilazada no presente trabalho se
baseia na hidrdlise &cida (laboratério NREL, EUA) (SLUITER, 2008) e foi desenvolvida
para analise de residuos lignocelulésicos do milho como substrato. No entanto, esta
metodologia é amplamente adotada para estudos que utilizam diversas fontes de
biomassas lignocelulésicas. Tendo em vista a baixa porcentagem da composi¢do da
biomassa, uma analise comparativa das relacdes entre as porcentagens de celulose e
lignina foi adicionalmente aplicada para analise da seletividade dos micro-organismos
dos consorcios sobre a lignina. Sendo assim, o estudo do pré-tratamento biolégico dos
residuos lignoicelulésicos foi baseado na interpretacdo dos dados de deslignificacéo e
seletividade. Para uma maior eficiéncia na deteccdo dos componentes da biomnassa,
métodos especificos para os diferentes residuos devem ser aplicados, como € o caso do
método desenvolvido por Rocha e colaboradores (2014) para a separacdo completa e
eficiente dos componentes do bagaco de cana. Entretanto, como o presente trabalho fez
uso de 3 diferentes residuos, um unico metodo foi aplicado para fornecer base
comparativa, o qual foi escolhido por ser um método comumente reportado em literatura.

Os mesmos consorcios que apresentaram 47,94% (Cl1) e 31,85% (C3) de
deslignificagdo do bagaco de cana, ndo foram capazes de utilizar de forma eficiente o
sabugo de milho ou a casca de arroz. Em adic¢éo, o consércio C4 também apresentou baixa
eficiéncia na deslignificacdo de dois dos residuos utilizados (bagaco de cana e casca de
arroz). Os resultados evidenciaram que para a grande maioria, a casca de arroz foi o Gnico
substrato com porcentagens minimas ou inexistentes de deslignificacdo. Vérios fatores

podem ter prejudicado o processo e estes podem estar associados as caracteristicas dos
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substratos e as caracteristicas das enzimas durante a quebra dos mesmos. Os resultados
de seletividade foram condizentes com os resultados de deslignificacdo para o bagaco de
cana, onde todos os consorcios (exceto o C2) apresentaram valores de celulose/lignina
maiores do que a biomassa in natura, sendo os consorcios C5 e C6 0s maiores para
seletividade. Entretanto, para o residuo sabugo de milho os resultados de seletividade
foram todos menores em relagéo a biomassa in natura, mesmo onde deslignifica¢éo tenha
sido evidenciada por valores maiores do que 10% pelos consécios C2, C4 e C6. Para a
casca de arroz os resultados de seletividade foram maiores do que o da biomassa in natura
para 0s concorcios C3, C4, C5 e C6, apesar da deslignificacdo ter sido extremamente
baixa e apenas evidenciada nos consorcios C5 e C6.

Quanto aos aspectos relacionados aos residuos lignocelulésicos, vale a pena
ressaltar a alteracdo da porosidade da matéria, a area superficial exposta a degradacao, o
acumulo de lignina e mudancas no grau de polimerizacdo (PITARELO, 2013). No caso
do sabugo de milho e da casca de arroz, o alto teor da lignina podem dificultar a
degradacdo do material, onde as quantidades de cinzas e silica contribuem para esse
bloqueio. Alguns autores (PRICHULA et al., 2010; REGINA et al., 2009) relataram
resultados semelhantes aos obtidos no presente trabalho, onde a maior restricdo a
degradacdo foi a casca de arroz, mesmo sendo detectadas atividades das enzimas
celulases, xilanases, lacases, celobioses, desidrogenases e MnP. Em adicédo, de acordo
com Tengerdy e Szakacs (2003) o crescimento dos fungos em substratos lignocelulésicos
ocorre em um ritmo logaritmico limitado devido ao espago e/ou a acessibilidade ao
substrato. Portanto, a granulometria da casca do arroz e do sabugo de milho (> 2 mm de
espessura) pode ter sido uma barreira a mais para a deslignificacdo. Além disso, ainda
que os consorcios contenham micro-organismos produtores de enzimas degradadoras de
material ligniceluldsico, os basidiomicetos (Tinctoporellus sp e, Marasmiellus sp.)
empregados parece ndo ter sido suficientes para a deslignificacdo da casca de arroz e
sabugo de milho.

Frente a essa questdo, dois outros fatores podem estar fortemente ligados a esse
resultado além das dificuldades citadas acima: a composi¢do do meio de cultivo e a
capacidade de expressar essas enzimas no meio. De acordo com os perfis enzimaticos
obtidos a resposta enzimatica dos consoércios C1, C3 e C4, em relagéo a biodegradacgéo
do material foi limitada. A atividade enzimatica observada foi essencialmente a da enzima
lacase, sendo LiP e MnP produzidas em baixas quantidades. Sabe-se que a lacase por si
sO ndo possui um potencial redox forte o suficiente para agir nas partes nao fendlicas da

lignina e também de compostos poluentes. De acordo com Duran e Esposito (2007) a
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lacase quando ndo associada a um mediador sintético (que atua na elevacdo do seu
potencial redox) pode acabar diminuindo a eficiéncia do processo de degradacéo, através
da baixa capacidade de oxidacao.

Além disso, no decorrer do experimento as fontes nutricionais iniciais eram
bastante limitadas, com o intuito de induzir o consorcio a utilizar o substrato como fonte
de carbono, e em consequéncia disso produzir as enzimas ligninoliticas. Todavia, essa
hipotese também ndo teve éxito, implicando baixa producdo enzimética e também da
degradacéo de alguns dos residuos utilizados. De acordo com Boyle (1998) a natureza e
a concentracao da fonte de nitrogénio disponivel exercem uma grande influéncia sobre a
producdo de enzimas ligninoliticas por basidiomicetos que degradam madeira. Fernandes;
Silva (2012), também verificaram que a baixa disponibilidade de nitrogénio em meio de
cultivo de casca de arroz suplementado com farelo de milho (70:30) néo foi o suficiente
para induzir P. ostreatus a produzir lacase ao longo de 70 dias.

Do ponto de vista ecoldgico, todos 0s micro-organismos presentes no consorcio
tinham capacidade de degradar matéria organica e de produzir enzimas ligninoliticas
como apresentado no Capitulo 1 do presente trabalho. Inclusive, a maioria dos fungos
utilizados nesse trabalho ja foram empregados em estudos de producéo de enzimas como
xilanase, celulase e lacases e de degradacdo de agrotoxicos (PERISSINI, 2015) e corantes
(BONUGLI-SANTOS et al., 2011; BONUGLI-SANTOS et al., 2012). E conhecido o fato
de que micro-organismos que desempenham papel degradador em um ambiente
especifico quando cultivados em laboratorio podem perder ou diminuir essa capacidade.
Este fato se deve a varias condi¢des, mas a principal delas é auséncia de sinergia com
outros micro-organismos presentes no meio original. Por isso, a formacdo de consorcios
pode constituir uma situacdo mais favoravel para aplicacio em processos
biodegradativos.

Resultados favoraveis a degradacdo da lignina presente no bagaco de cana e
sabugo de milho foram observado para o C2, composto pelos mesmos fungos
basidiomicetos e ascomicetos empregados nos outros consorcios. Ainda que as atividades
enzimaticas correspondentes a esse consorcio se encaixem no mesmo padrdo de
expressao observado para 0s outros consorcios, ha a possibilidade de outras enzimas ndo
monitoradas terem atuado em primeira instancia, facilitando a subsequente atuacéo da
lacase. Apesar de existir muitas pesquisas envolvendo a producdo de enzimas
ligninoliticas, o mecanismo de degradacdo da lignina em si, ainda n&o foi totalmente
esclarecido. A degradacdo pode ser afetada por outros sistemas enzimaticos e também

por fatores ndo enzimaticos, entre 0s quais podem-se destacar os cofatores de baixas
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massas moleculares (CBMM) que servem como mediadores de Oxido-reducéo
(MESTER; TIEN, 2000, COELHO, 2007), os niveis de H>O. produzidos no meio
reacional e os radicais hidroxilas produzidos pelos fungos.

Os CBMM sédo produzidos como resultado do metabolismo secundario dos
basidiomicetos e iniciam o processo de degradacéo da lignina, atuando como mensageiros
das enzimas. O mediador oxidado conta com um mecanismo de oxidagao ndo disponivel
para a enzima (FABBRINI et al., 2002), visto que esta é tdo grande que ndo consegue
penetrar na madeira (JUNG et al., 2002). Assim, as células fdngicas produzem
mediadores que sdo excretados para o meio extracelular antes das enzimas e que,
consequentemente, participam da oxidagédo da lignina (COELHO, 2007). Os CBMM
produzidos durante a degradacéo por fungos de degradacéo branca e parda sdo gerados a
partir de varios sistemas oxidativos, onde os mais conhecidos sdo, o mediador da lacase,
alcool veratrilico, compostos aromaticos clorados, acido oxalico, as reacGes de Fenton
(ARANTES et al., 2011).

Em todos os consorcios houve diminui¢do ou aumento da celulose e da xilana. Em
algumas situacdes, onde houve reducdo da taxa de lignina, houve também a reducao de
celulose e xilana, as quais devem ter ocorrido pela acdo de enzimas celuloliticas e
xilanoliticas, cujas atividades ndo foram monitoradas nesse estudo. O oposto disso
também ocorreu, onde ndo houve a reducdo da lignina, houve a diminuicdo da celulose
e/ou da xilana. Esse comportamento pode estar relacionado com a facilitacdo do acesso
dessas enzimas a parede vegetal através da acdo dos CBMM e/ou também pela acdo de
outras enzimas que participam de processos oxidativos no meio de cultivo, tais como
hidrolases, celobioses e outras.

A heterogeneidade dos substratos celulésicos em funcdo da presenca de
guantidades variadas de hemicelulose e lignina podem acarretar efeitos adicionais sobre
a acdo das enzimas (RAMOQOS, 2000). A lignina ndo precisa ser completamente removida
para aumentar a digestibilidade da celulose, ja que apresenta maior efeito negativo quando
esta “blindando” as microfibrilas da mesma (EPOBIO, 2006). Esse aspecto foi muito
importante para ajudar a construir e entender o perfil enzimatico de cada consércio
utilizado nos experimentos, sendo eles apresentados como ligninoliticos ou
celuloliticos/hidroliticos.

Os consorcios C5 e C6 diferentemente dos outros consorcios exibiram um perfil
ligninolitico para todos os residuos testados, apresentando principalmente degradacgéo da
lignina e da xilana. O residuo casca de arroz foi fracamente degradado, bem como o

sabugo de milho. Este resultado pode estar relacionado com a estrutura morfoldgica
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desses residuos, bem como com 0S micro-organismos presentes nos consorcios (2
basidiomicetos marinhos e 2 fungos mesofilicos derivados de solo de canavial) e na
capacidade enziméatica dos mesmos. Esses 2 consorcios apresentaram os maiores valores
de seletividade quando comparados com o restante dos consorcios para 0s 3 residuos
estudados. Em adicdo, para os residuos casca de arroz e bagaco de cana, 0S consorcios
C5 e C6 apresentaram valores maiores de seletividade do que os valores da biomassa in
natura.

Estudos anteriores realizados com os fungos derivados marinhos utilizados nos
dois consorcios (C5 e C6), revelaram que esses fungos sdo capazes de produzir enzimas
ligninoliticas e degradar corante téxtil (BONUGLI-SANTOS et al, 2011; BONUGLI-
SANTOS et al, 2012; RODRIGUEZ et al, 2015). As mesmas caracteristicas podem ser
associadas o isolado G25, uma vez que este fungo foi recuperado de solo de canavial e
apresentou capacidade para degradar o herbicida Diuron (EGEA, 2010). Portanto, esses
fungos possuem potencial capacidade para utilizar substratos lignocelul6sicos. Em adicao
o fungo B19 também oriundo de solo de canavial, foi utilizado em estudos relacionados
com a producdo de enzimas hidroliticas e de lacase (EGEA et al., 2010). Embora a
atividade enzimatica para os isolados estudados tenha sido baixa, estudos relacionados
com a producdo enzimética do complexo ligninolitico ainda € bastante limitado para
fungos que ndo pertencem ao filo Basidiomycota, e também para fungos de origem
marinha. Desta forma, o presente trabalho fornece informacdes complementares sobre o
comportamento enzimatico desses isolados fungicos.

Considerando os resultados obtidos no presente Capitulo, os consércios C5 e C6
foram selecionados para os estudos subsequentes de remocdo de lignina. Esses consorcios
apresentaram maior estabilidade nos resultados do biotratamento dos residuos
lignocelulésicos. Dessa maneira, 0os consércios C1, C2, C3 e C4 nao foram continuados
no trabalho devido aos perfis menos satisfatorios quanto a deslignificacdo, seletividade e
producéo enzimatica quando cultivados em sabugo de milho e casca de arroz, estando a
disposicao para futuros estudos de degradacéo de bagaco de cana e/ou outros substratos

lignocelulésicos.
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CAPITULO 3

Avaliacéo de diferentes fatores na deslignificacao

do bagaco de cana
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5.0. Resumo

Nesse trabalho dois consércios anteriormente estudados (C5 e C6) foram
empregados no processo de degradacdo do bagaco de cana para avaliagdo do melhor
desempenho. O consorcio C5 composto pelos isolados Tinctoporellus sp., Marasmiellus
sp., Aspergillus sect. flavi, apresentou melhor eficiéncia na deslignificacdo do bagaco de
cana (29,28%) no periodo de 7 dias a 28°C sob agitacdo de 140 rpm. Os resultados de
seletividade (celulose/lignina) foram maiores no quinto, sétimo e décimo terceiro dias de
incubagdo. As enzimas LiP e MnP apresentaram baixos niveis de atividade, sendo
verificada somente uma correlacdo entre a maior deslignificacao e o pico da atividade de
lacase (46,73 U.L™). O consdrcio C5 apresentou atividade praticamente nula para as
enzimas celulases e xilanases. Visando aumentar a eficiéncia da deslignificacdo, o
consércio C5 foi submetido a experimentos de avaliacdo de diferentes varidveis e
otimizacdo do processo por meio de planejamento experimental. Foram aplicados trés
planejamentos do tipo Plackett-Burnman (PB). O aumento da deslignificacdo do bagaco
de cana foi sequencial, sendo os dois melhores resultados do PB3 responsaveis pela
diminuicdo de 57,65% (ensaio 10). Em adicdo, no planejamento expeirmental, os
melhores resultados de seletividade (celulose/lignina e xilana/lignina) foram, de maneira
geral, condizentes com os melhores resultados de deslignificacdo. As condicGes de
cultivo do ensaio 10: indculo de sete discos de cada fungo, 8 mM de CuSOs, 0,4 g/L de
KH2PO4 e 2,5 g de bagaco de cana. As enzimas ligninoliticas foram produzidas em baixas
quantidades pelo consaércio C5 nas condigdes de cultivo do ensaio 10, sendo a LiP a Gnica
enzima detectada em quantidades maiores durante o processo de deslignificacdo.
Experimentos na presenga e auséncia de CuSO4 nas duas melhores condig¢des otimizadas
(ensaio 10 e 5 do PB3) foram realizados no intuito de avaliar o efeito desse composto no
desenvolvimento dos fungos do consorcio e dos fungos de forma individualizada. A
presenca do CuSO4 ndo afetou a eficiéncia de deslignificagdo do bagago, sendo o melhor
resultado obtido pelo consorcio C5 nas condigdes de cultivo do ensaio 5 (53,18%). De
maneira geral, na presenca do sulfato de cobre houve producéo de LiP e MnP, engquanto
a lacase foi detectada na auséncia do sulfato de cobre. O consorcio C5 e os fungos em
separado foram cultivados em meio contendo extrato de malte visando avaliar a
deslignificagdo do bagaco de cana em meio malte. Os resultados da deslignificagdo dos
experimentos em meio malte foram inferiores aos resultados com o meio otimizado,
revelando a importancia do planejamento experimental para otimizacdo do processo de
deslignificagdo. O fungo de origem marinha Marasmiellus sp. (155) presente no
consércio C5 demonstrou habilidade para deslignificar o bagaco de cana quando
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cultivado em separado, apresentando altas porcentagens de deslignificacdo no
experimento de validagdo, nos experimentos sem o sulfato de cobre e nos experimentos
em meio malte.

Palavras-chave: Otimizacdo, degradacdo de lignina, CuSQOs, enzimas ligninoliticas,

planejamento experimental.
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5.1. Introducéo

O estudo da degradacdo da lignina por fungos filamentosos através da agdo de
enzimas oxidativas (LV et al., 2014) tem recebido muita atencdo. Entretanto, sdo poucos
os estudos que tem tentado acessar a relacdo entre a producao de enzimas ligninoliticas e
a degradacéo de lignina (KNEZEVIC et al., 2014; ARORA et al., 2002; MARTINEZ et
al., 2005; ROBERTSON et al., 2008). O maior obstaculo para a utilizacdo de biomassa é
a completa separacgéo da lignina e de seus complexos carboidratos. Portanto, a eficiéncia
dos complexos processos de degradacdo depende ndo sO6 do potencial dos micro-
organismos e seus mecanismos oxidativos, como também das condicdes de cultivo.

A partir de variados recursos pode-se alcancar uma condicdo 6tima de cultivo e o
meio resultante pode ser eficientemente aplicado aos processos que demandam altas
exigéncias nutricionais. A otimizacdo do meio de cultura para obtencdo de enzimas
aplicadas aos processos de biodegradacao de corantes (ALAM et al., 2009; TRUPKIN et
al., 2003; BABIC et al., 2012, BONUGLI-SANTOS et al., 2016) e de biomassa (LV et
al., 2014; LEVIN et al., 2008) tém se mostrado ser uma estratégia eficiente. Para Babic e
colaboradores (2012), a 6tima producdo de enzimas depende ndo s6 da composicdo
quimica do meio, mas também do material de apoio que oferece uma superficie de
aderéncia e crescimento. Varios tipos de madeira com diferentes composicdes fisico-
quimicas tém diversos efeitos sobre a producdo da enzima durante o cultivo de
Ganoderma lucidum (SOUZA et al., 1999), sendo este um aspecto a mais a ser
considerado.

Fatores ambientais (e.g. pH, temperatura, nutrientes, entre outros) podem
influenciar o crescimento dos micro-organismos, bem como a sua eficiéncia em degradar
a biomassa. A avaliacdo de diferentes variaveis no processo de degradacdo pode ser
realizada variando-se um fator por vez ou através de delineamentos fatoriais. De acordo
com Rodrigues e lemma (2009) para minimizar o tempo e 0s custos em estudos onde ha
um namero alto de varidveis a ser analisadas a aplicacdo do planejamento experimental
pode ser considerada uma escolha bastante viavel para alcancar a maximizagdo do
rendimento do processo. Neste sentido, diferentes modelos podem ser utilizados, sendo
0s delineamentos fatoriais fracionados ou Plackett & Burman (PB) comumente utilizados
para selecdo prévia das varidveis que devem ser consideradas até que se chegue ao
planejamento fatorial completo (Delineamento Composto Central Rotacional - DCCR).
Ao final do processo € importante avaliar a reprodutibilidade do resultado obtido, sendo
necessaria a repeticdo do experimento para garantir a estabilidade do processo

(validacéo).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960852413018294
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1369703X07003312
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Além de permitir a avaliacdo de diferentes variaveis no processo estudado, o
planejamento experimental funciona como um processo de triagem de varidveis
influentes, podendo culminar na diminui¢do de custos do bioprocesso. A diminui¢do do
custo tanto para a producdo de enzimas quanto para o desenvolvimento de processos
degradativos € um fator importante a ser considerado para que se possa estar competitivo
frente as tecnologias convencionais. Nesse contexto, e levando em consideracdo 0s
resultados obtidos no Capitulo 2, os objetivos desse estudo foram: i) escolher o melhor
consorcio produtor de enzimas ligninoliticas e com habilidade para degradacéo de lignina
do bagaco de cana; ii) otimizar as condi¢des de cultivo do tratamento bioldgico do bagaco
de cana; iii) melhorar a eficiéncia da biodegradacdo do bagago de cana; iv) avaliar a
influéncia do sulfato de cobre sobre o crescimento do consércio; v) ampliar o

conhecimento do processo de biodegradacédo do bagaco de cana por consorcio de fungos.

5.2. Material e Métodos

Parte I:

5.2.1. Avaliacdo do melhor consércio degradador da lignina presente em bagaco de
cana

A fim de selecionar o melhor consércio com potencial degradador de lignina do
bagaco de cana, foi realizado um experimento com monitoramento do crescimento dos
consorcios C5 (G25, 154, 155) e C6 (B19, 154, 155) por 15 dias. Os pré-indculos dos
fungos de cada consorcio foram preparados por meio do cultivo dos mesmos (em
separado) em Erlenmeyer de 150 mL contendo meio liquido malte 2% (MB2) e incubacéo
em shaker a 28°C por 7 dias a 140 rpm. Apds esse periodo, os pré-indculos foram
transferidos para outros frascos Erlenmeyer contendo 2,5 g de bagaco de cana
previamente moido e peneirado (1mm) e 20 mL de meio mineral Savitha (SAVITHA et
al. 2007) esterilizado composto por (g.L%): 7,0 KH2PO4, 2,0 Na;HPO4, 1,5 MgSO4
.TH20, 1,0 extrato de levedura, 0,1 CaCl».2H,0, 0,008 FeCl,.4H>0, 0,0001 ZnSO4.7H0,
1,5 tartarato de diamdnio. Em seguida todos os frascos foram mantidos_a 28°C, em 140
rpm por 15 dias. A cada 3 dias uma triplicata pertencente a cada consorcio foi removida
da incubadora com agitagéo visando separacdo da biomassa e sobrenadante. A biomassa
foi separada do meio liquido por filtragcdo, sendo a parte liquida filtrada armazenada em
tubos Falcons para posterior analise enzimatica (item 5.3.3). Os micélios fungicos foram
cuidadosamente removidos do substrato, e este foi levado para secagem em estufa por um
periodo de 24 horas a 80°C.
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5.2.2. Analise composicional

Os substratos lignoceluldsicos, na condicdo antes e apos o bioprocesso e foram
avaliados seguindo a norma para determinacdo de carboidratos estruturais e lignina da
biomassa, desenvolvida pelo Laboratério Nacional de Energia Renovavel (NREL) dos
Estados Unidos (SLUITER et al., 2008). As quantidades de celulose, hemicelulose e
lignina dos substratos foram avaliadas a partir de uma hidrdlise acida de duas fases. A
quantidade total de lignina foi calculada com base nas quantidades de lignina &cida (LAS)
solavel e de lignina é&cida insoluvel (LAI), as quais foram obtidas por anélises
gravimétricas e de espectrofotometria de UV-vis, respectivamente. A hemicelulose e a
celulose foram monitoradas usando a glicose e a xilose como parametro e foram obtidas
a partir do liquido filtrado da hidrdlise acida, o qual foi mensurado por cromatografia de
trocas de ibnica, usando o HPAEC-PAD (Thermo Scientific (Dionex 1CS-5000,
Sunnyvale, Califérnia, USA) com coluna de troca anidnica CarboPac® PA-1a 25°C. Os
diluentes foram preparados com agua deionizada ultrapura de 18 MQ e desgaseificada
com N2.O fluxo usado foi de 1 ml min't com solvente A (agua ultrapura) e B (NaOH 500
mmol L), usando o modo de eluigdo isocratica com 4,8% de B e 95,2% de A, durante
25 minutos. A degradacédo da lignina foi determinada pela porcentagem total de lignina
diminuida ao final do biotratamento. Esse valor foi calculado usando a diferengas entre
0S pesos secos, antes e depois do biotratamento. A eficiéncia da lignina removida foi
calculada seguindo a equacéo abaixo:

(Lo—Lt) x 100

LR (%) = "

Onde, LR significa a eficiéncia da lignina removida, Lo é a quantidade de massa lignina
na amostra original do substrato e Lt € a quantidade de lignina da amostra tratada.

Em paralelo ao calculo composicional, foram também realizadas analises visando
correlacionar a relagéo entre a celulose e a lignina, sendo nomidade de Seletividade, onde

adotou-se a razdo:

% Cf
% Lf

Seletividade =

Onde Cs, significa a porcentagem final de celulose contida na biomassa ap6s o tratamento

biolégico, e Lt é a porcentagem final de lignina contida na biomassa apds o tratamento

bioldgico.
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5.2.3. Avaliacdo enzimatica

5.2.3.1. Ligninases

A atividade enzimética foi medida a partir do caldo enzimatico bruto filtrado apds
o0 biotratamento (140 rpm, 28 °C, 15 dias). Esse caldo enzimaético foi centrifugado a
10.000 rpm, por 30 minutos a temperatura de 5°C. A partir do sobrenadante € que foram
avaliadas as atividades das enzimas lignina peroxidase (EC: 1.11.1.14) (LiP), manganés
peroxidase (EC: 1.11.1.13) (MnP), lacase (EC: 1.10.3.2) ABTS.

A atividade da Lip foi avaliada por espectrofotometria UV/VIS seguindo o
método de Arora; Gill (2001). A MnP foi determinada pelo método modificado de
Wariishi et al. (1992) e para a lacase somente foi determinada a atividade com a oxidacao
do substrato 2,2-azino-bis-etilbenthiazolina - ABTS, seguindo protocolo de Busewell et
al., (1996).

5.2.3.2. Celulases

A atividade da celulase foi determinada por meio da estimativa da liberacéo de
acucares utilizando o método do acido dinitrosalicilico (ADNS) (CHOSE, 1987;
MILLER, 1959) usando como substrato uma solu¢do de CMC 1.0 % em tampao citrato
de s6dio 50 mM, pH 4.8. As leituras de absorbancia foram realizadas em triplicata a 540
nm em espectrofotdbmetro. Uma unidade de atividade enzimética (U) foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol de glicose por minuto por mL, de
acordo com a curva padrdo de glicose. Foi utilizada a seguinte formula para a conversédo
de valores:

Onde:
U = Unidade de atividade.
€= Obtido na curva de agUcar: € =a . Massa molar da glicose
a = a da reta da curva padréo da glicose

Vr= Volume da reacdo (tampao + caldo enzimatico), em pL.
Ve = Volume pipetado do caldo enzimatico, em pL.
T=tempo da reacdo enzimatica, em minutos.

Abs = Média da absorbancia das réplicas.

5.2.3.3. Curva padréao de Glicose

Para a estruturacdo da curva padréo de glicose foi utilizada uma solucgéo de glicose
0,005 M (1,47g de xilose em 100 mL de agua destilada). A partir desta solugdo foram
feitas 9 diluigdes. Para obtencdo da dilui¢do O (mais concentrada) foi utilizado 100 pL da
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solucéo padréo, a partir dai foram utilizados 10 puL a menos da solucao padréo para cada
diluicdo (90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20 e 10 pL) e o volume foi completado com &gua
destilada para 100 pL.

Na sequéncia elaborou-se um grafico relacionando absorbancia e concentracao de

acucar (mg/mL), na qual foi obtido a linha de tendéncia e a equacéo da reta.

5.2.3.4. Xilanases

A atividade de xilanase foi determinada pelo método de Miller (1959) mediante a
quantidade de acucares redutores liberados a partir de xilana birchwood (Sigma-Aldrich)
conforme descrito por Bailey et al. (1992). Os acucares redutores foram dosados pelo
método do acido 3,5 dinitro-salicilico, também chamado Reagente de Summer
(MARTINELLI; PANEK, 1968). Os ensaios enzimaticos foram realizados em triplicata.
Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima capaz
de liberar 1 umol de xilose por minuto nas condicdes de ensaio, e calculados conforme

equacao abaixo:

UmL=1.vf .1.103. médiaAbs..d.€.vi.5

Onde:

VT = volume final (substrato + tampao + extrato)

Vi = volume de amostra (extrato)

1/5 = tempo (5 minutos)

103 = mg para pg

d = diluicédo

€: absortividade da xilose: a (coeficiente obtido da reta padrdo da xilose) x M (massa
molecular da xilose).

Parte I1:
5.2.4. Desenho experimental

A investigagdo das condicBes de cultivo sobre o pré-tratamento biologico do
bagaco de cana-de-agucar com o consoércio selecionado a fim de se obter as condi¢des
necessarias para uma eficiente deslignificacdo, foi realizada por uma sequéncia de
delineamentos experimentais do tipo Plackett—Burman (PB).

A montagem dos ensaios foi realizada em frascos Erlenmeyers (150 mL) contendo
2,5 g de bagaco de cana triturado e homogeneizado (1 mm) e 50 mL de agua destilada. A
partir dessa padronizacdo é que foram adicionadas as quantidades das outras variaveis
selecionadas. Os diferentes ensaios foram submetidos a 7 dias de cultivo. No primeiro

estudo estatistico foram utilizadas as seguintes variaveis independentes: fontes de C e N,
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pH, indutores enzimaticos e quantidades de inoculo fangico, conforme matriz do
planejamento apresentada na Tabela 8 utilizando o software STATISTICA 7.0 (STAT
SOFT, INC. 1995). As quantidades/concentracfes das variaveis foram estipuladas com
base em trabalhos anteriores do grupo de pesquisa do Laboratério de Micologia
Ambiental e Industrial, LAMAI/UNESP Rio Claro e de acordo com a literatura
consultada (PASSARINI et al., (2015), VASCONCELOS et al., (2000), POINTING et
al. (2000), LEVIN et al. (2008), LIANG et al., 2012).

Tabela 8 - Niveis das varidveis estudadas no planejamento Plackett-Burman
para deslignificacdo do bagaco de cana.

Variavel Nivel inferior  Ponto central Nivel superior
-1 0 +1
1. In6culo fangico* 1 2 3
2. Glicose (g/L) 0 5 10
3. Extrato de malte (g/L) 0 10 20
4. Peptona (g/L) 0 1 2
5. Extrato de levedura (g/L) 0 1 2
6. Alcool Veratrilico (uL) 0 10 20
7. CuSO4 (MmM) 0 2,5 5
8. Tween 80 (%) 0 0,25 0,5
9. KH2PO4 (g/L) 0 0,05 0,1
10. pH 5.0 6.0 7.0

* Cilindros (MA2 + micélio) de 5 mm de didmetro

Todas as 10 diferentes variaveis foram preparadas em dois niveis, designados
como -1 para o inferior e +1 para o superior, totalizando 20 ensaios estruturados de acordo
com a matriz PB16 em anexo (ANEXO A) (RODRIGUES & IEMMA, 2009). A agitacéo
e temperatura foram previamente determinados antes do inicio do planejamento
experimental e fixados em 140 rpm e 28°C, respectivamente. A partir dos resultados
obtidos no primeiro planejamento do tipo PB (PB 1) foi realizado um segundo PB (PB 2)
para avaliar 7 das mesmas variaveis citadas na Tabela 8, totalizando 16 ensaios
estruturados de acordo com a matriz PB12 em anexo (ANEXO B) (RODRIGUES &
IEMMA, 2009). Em seguida, a partir dos resultados obtidos no PB 2, foi realizado um
terceiro PB (PB 3) para avaliar 6 das mesmas variaveis citadas na Tabela 8, totalizando
também 16 ensaios estruturados de acordo com a matriz PB12 em anexo (ANEXO C)
(RODRIGUES & IEMMA, 2009). Para todos os PB, foram acrescentados a matriz quatro
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ensaios no ponto central para a determinacdo do erro padrdo durante a analise dos
resultados.

Ap0s transcorrido o tempo de incubacdo (7 dias) para todos os ensaios dos PBs,
foi aplicado o mesmo procedimento citado no item 5.3.1. para separacdo do bagaco de
cana do caldo enzimatico, visando avaliacdo da composi¢do quimica da biomassa e da
atividade enzimética. A influéncia das variaveis na deslignificacdo do bagaco de cana
(item 5.3.2) e na atividade enzimatica (item 5.3.3.1.) foi analisada utilizando o software
STATISTICA 7.0 (STAT SOFT, INC. 1995).

Ao final do PB 3 foram selecionados os dois melhores resultados para validagédo

das condig0es de cultivo.

5.2.5. Condig0es otimizadas: teste em meio malte

Na sequencia dos experimentos de desenho experimental, foram realizados
experimentos empregando as duas melhores condi¢Bes encontradas no desenho
experimental em um cultivo utilizando 2,5 g de bagaco de cana em 30 mL de meio liquido
malte 2%, por 7 dias, a 28°C e 140 rpm. Este ensaio foi realizado tanto para o consorcio
quanto para os fungos que compdem o consércio de forma individualizada. Dessa forma,
foram montados ensaios na condi¢do do ensaio 10 do PB3 (A): consorcio e fungos
individuais; condicdo do ensaio 5 do PB3 (B) B: consdrcio e fungos individuais. Todo o
experimento foi realizado em tréplicas. Ao final do tempo de incubacdo, as amostras
foram avaliadas quanto a composi¢do quimica do bagaco (item 5.3.2.) e quanto a
atividade enzimatica ligninolitica (item 5.3.3.1.) produzida no periodo.

5.2.6. Condic0es otimizadas: teste com e sem CuSQOa4

A proposta deste teste foi avaliar a influéncia do sulfato de cobre sobre o
crescimento fungico nos consorcios e sobre o crescimento de cada isolado pertencente ao
consorcio (cultivados separadamente), bem como sobre a deslignificacdo da lignina do
bagaco de cana. De maneira semelhante ao topico anterior, foram realizados
experimentos empregando as duas melhores condi¢bes encontradas e no desenho
experimental PB 3 em um cultivo contendo: 10) 2,5 g de bagaco de cana em 30 mL de
agua destilada com CuSQg, por 7 dias, a 28°C e 140 rpm; 5) 2,5 g de bagaco de cana em
50 mL de &gua destilada sem CuSOa, por 7 dias, a 28°C e 140 rpm. Dessa forma, foram

montados ensaios da seguinte forma:
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Com CuSO, Sem CuSOq
Consorcio Consoércio
Condicédo A S S
Fungos individuais Fungos individuais
Consorcio Consoércio
Condicdo B

Fungos individuais Fungos individuais

Os experimentos foram realizados em tréplicas. Ao final do tempo de incubacéo,
as amostras foram avaliadas quanto a composicdo quimica do bagaco (item 5.3.2.) e
quanto a atividade enzimatica ligninolitica (item 5.3.3. com excecdo da celulase e
xilanase) produzida no periodo.

5.2.7. Andlise Estatistica
Todos os experimentos apresentados no presente capitulo foram realizados em

tréplicas, permitindo assim, o calculo do desvio padro.

5.3. Resultados

Parte |:
5.3.1. Tratamento bioldgico e a resposta enzimética dos consércios

As atividades enzimaticas e as caracterizagdes quimicas foram determinadas ao
final de 15 dias de pré-tratamento fangico. A cada 3 dias de incuba¢do, amostras dos dois
consorcios foram retiradas, para monitoramento da deslignificacdo e producdo
enzimatica. Os resultados revelaram que todas as condic@es utilizadas no biotratamento
contribuiram para a remocdo da lignina (Tabela 9). Entretanto, tendo em vista a baixa
porcentagem do balango total da biomassa in natura do bagago de cana (62,05%), a
andlise de correlagcdo entre a porcentagem de celulose e de lignina (denominada
seletividade) apos os tratamentos foi aplicada em conjunto com a anélise de
deslignificacéo.

Foi possivel verificar com este experimento que ao sétimo dia de incubacéo,
houve uma diminuigdo maior na quantidade de lignina para ambos 0s consorcios. O
consorcio C5 apresentou uma reducdo de 29,28% enquanto o C6 apresentou 21,40% de
deslignificacdo do bagaco de cana sob as condicdes estudadas. O segundo melhor
resultado foi obtido no quinto dia de incubagdo para ambos os consorcios (25,51% e
18,54%, respectivamente).

Os resultados de seletividade (Tabela 9) demonstraram que a relagéo

celulose/lignina foi maior do que a do bagaco de cana in natura em todos os dias de
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incubacdo do consdrcio C5, sendo os maiores valores obtidos nos dias 5, 7 e 13. Para 0
consorcio C6, a seletividade foi melhor nos dias 5, 13 e 15.

Portanto, a melhor performance do tratamento bioldgico foi estabelecida entre 5-
7 dias. De acordo com a analise composicional, foi possivel notar que 0s outros
componentes pertencentes a fibra vegetal, também apresentaram discretas alteracdes (+
1-4% para a celulose e + 3-6% for hemicellulose) no mesmo periodo. Ap6s nono dia de
incubacdo o padrédo de deslignificacdo para 0s consorcios permaneceu 0 mesmo, entre 2-

6% de remocéo da lignina.

Tabela 9 — Caracterizacao quimica do bagaco de cana in natura e pré-tratado por 15
dias pelos consécios C5 e C6 e a relacdo entre celulose/lignina (seletividade). (Média de
triplicatas).

Consorcio C5

Dias 3 5 7 9 11 13 15 In natura
Celulose 2754 2631 2247 2514 2653 2838 24.06 26.21+0.60
“Xilana 544 63 952 485 823 1007 106 12.48+0.44
“Lignina 2263 17.40 1652 22.09 228 17.84 2014 2336+5.8
"Deslignificacio ~ 3.12 2551 29.28 543 239 23.63 13.784 i
Seletividade 121 151 136 1,13 1,16 159 1,19 1,12

(Celulose/Lignina)

Consorcio C6

Dias 3 5 7 9 11 13 15 In natura
*Celulose 237 2422 1936 2351 2651 2845 3056 26.210.60
“Xilana 552 503 41 519 871 1138 1409 1248+ 044
“Lignina 22,32 19,03 18,36 21,51 22,98 21,04 19,66 23.36+5.8
"Deslignificacio 4,45 1854 21,40 7,92 1,63 9,93 1584 -
Seletividade 1,06 127 105 1,09 115 135 155 1,12

(Celulose/Lignina)

“Valores expressos em %.

A atividade enzimaética ligninolitica foi notavelmente diferente ao longo dos 15
dias de processo (Figura 9, 10 e 11). As atividades das peroxidases monitoradas revelaram
valores muito baixos. A maior atividade de LiP foi detectada no quinto e no sétimo dia
correspondendo a 1,52 U.L e 1,36 U.L ™ para C5 e no décimo primeiro e décimo terceiro
dias para C6, 0,85 U.L e 0,94 U.L. Para a manganés peroxidase, a melhor atividade
enzimética foi detectada no sétimo dia (1,28 U.L™?) para o consorcio C5 e no décimo

primeiro para o consorcio C6 (2,39 U.L™). As atividades de lacase foram detectadas em
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maiores quantidades no sétimo dia para ambos os consoércios: C5 (siringaldazina = 46,73
U.L'L ABTS = 29,00 U.LY) e C6 (siringaldazina = 68,80 U.L%; ABTS = 48,16 U.LY)
(Figura 10). Os resultados demonstraram que para o consércio C5 houve uma correlagdo

entre o pico da atividade de lacase e a maior deslignificacdo, que foram apos 7 dias de
tratamento.

Figura 9 — Atividade enzimatica da LiP e MnP durante o
tratamento bioldgico do bagago de cana com 0s consorcios
C5 e C6 ao longo de 15 dias. (Dados equivalentes a
amostras em triplicata).

Atividade enzimatica (U.L™1)

©— C5-LiP —&— C6-LiP ---#--- C5-MnP -=-X--- C6-MnP

Figura 10 — Atividade enzimatica da lacase durante o
tratamento bioldgico do bagago de cana com 0s consorcios
C5 e C6 ao longo de 15 dias. (Dados equivalentes a
amostras em triplicata).
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Enquanto as atividades ligninoliticas foram observadas (principalmente as atividades
de lacase) durante o processo, 0s niveis de produgdo das enzimas celulases foram
praticamente nulos ao longo de todo o experimento. Para a atividade de xilanases, foi
observado um resultado mais expressivo ao sétimo e décimo quinto dias no caso do
consorcio C5 e no nono e décimo primeiro dia para o consorcio C6 (Figura 11). Esses
resultados revelam a capacidade do consorcio C5 em reduzir principalmente lignina e xilana.
O consorcio C6 apresentou um perfil enzimatico bastante diferente do C5, obtendo niveis
melhores de producdo das enzimas em dias variados do processo, sendo no geral, um

possivel consorcio a ser estudado para aplicacdo de processo mais longos.

Figura 11 — Atividade enzimatica de xilanases e celulases
durante o tratamento bioldgico do bagaco de cana com 0s
consorcios C5 e C6 ao longo de 15 dias. (Dados
equivalentes a amostras em triplicata).
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A partir do décimo primeiro dia, a atividade da xilanase permaneceu aumentando,
fundamentando a ideia de que, 7 dias pode ser considerado um 6timo periodo de tempo para
se estabelecer o processo de degradacdo da lignina do bagaco de cana correlacionando
tambem, seu bom comportamento enzimatico nesse mesmo periodo sem causar muitos
danos aos acgucares presentes na fibra vegetal. Considerando os resultados obtidos para a
deslignificacdo, seletividade e as atividades enziméticas, o consércio C5 foi o escolhido para
dar continuidade ao estudo de otimizacédo da deslignificacdo do bagago de cana, sendo entéo
submetido aos experimentos subsequentes.
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Parte II:

5.3.2. Desenho experimental

Apos a confirmagdo do periodo de incubacdo e da escolha do consércio a ser
empregado, foi dado inicio ao planejamento do tipo Plackett—Burman (PB) com o intuito
de avaliar a influéncia de 10 variaveis (Tabela 8) na degradacédo da lignina e no aumento
da produgdo enzimatica. Apds a incubacao dos ensaios por 7 dias, 0 mesmo procedimento
de avaliacdo da composi¢do quimica e das atividades enzimaticas foram aplicados a cada
tréplica dos ensaios.

O principal parametro adotado para avaliacdo do processo de otimizacdo foi o
aumento na porcentagem de deslignificagdo do bagaco de cana. Apesar dos resultados do
balango de massa (bagaco de cana in natura) dos planejamentos experimentais terem sido
mais coerentes (76,18% no PB1, 84,36% no PB2 e 98,47% no PB3), houve uma
discrepancia nos valores da % de lignina no PB2 e PB3. Desta forma, como no Capitulo
anterior, a seletividade foi também avaliada nesta etapa do trabalho, sendo neste caso
avaliadas as raz0es celulose/lignina e xilana/lignina. Os resultados do primeiro PB
mostraram que dentre os 20 ensaios realizados em diferentes condi¢des (ANEXO A), 0s
ensaios 13 e 10 revelaram melhores resultados quanto a deslignificacdo, alcancando
valores de 30,58% e 28,78%, respectivamente (Tabela 10). Valores estes, maiores do que
os encontrados no ultimo experimento (Tabela 9). Os resultados de seletividade tanto para
celulose/lignina quanto para xilana/lignina foram maiores nas condi¢fes dos ensaios 10
e 13, corroborando os dados de deslignificacdo. Além disso, os valores de seletividade
obtidos para esses dois ensaios foram maiores do que os valores de seletividade do bagaco
de cana in natura (Tabela 11). Entretanto, ndo houve deteccdo de atividade enzimatica
nesses ensaios. Apenas foi detectado uma baixa quantidade de LiP (2,49 U.L?) no ensaio
10 (Figura 12).
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Tabela 10 - Resultados de deslignificacdo e de seletividade (relacdo de celulose/lignina
e xilana/lignina) em todos os ensaios do PB1. @ = melhores valores obtidos; ¢ = pontos

centrais.
Ensaios | % Lignina | % Celulose % Xilana % Deslignificacdo Selcig\//ll_c;lade Seltzgl(\/nLc;ade
Innatura 22,84 +£10 36,52+0,70 16,82+ 0,56 - 1,59 0,73
1 24,15 37,18 15,79 - 1,53 0,65
2 18,30 26,80 12,44 19,87 1,46 0,67
3 21,86 41,85 16,33 4,26 1,91 0,74
4 20,15 33,09 13,81 11,75 1,64 0,68
5 23,22 38,29 15,98 - 1,64 0,68
6 19,41 35,91 13,73 15,01 1,85 0,7
7 18,92 34,08 14,54 17,15 1,80 0,76
8 21,24 31,61 12,56 6,98 1,48 0,59
9 19,46 34,67 14,78 14,76 1,78 0,75
102 16,26 31,99 13,53 28,77 1,96 0,83
11 25,08 31,81 13,55 - 1,26 0,54
12 22,04 35,77 15,13 3,48 1,62 0,68
132 15,85 39,02 17,59 30,57 2,46 1,10
14 20,20 32,81 13,54 11,55 1,62 0,67
15 23,53 39,72 17,39 - 1,68 0,73
16 25,16 32,85 14,56 - 1,30 0,57
17¢ 16,90 36,19 15,45 26 2,14 0,91
18¢ 22,42 30,70 12,09 1,8 1,36 0,53
19¢ 22,52 34,04 14,19 1,39 151 0,63
20° 24,41 35,33 15,15 - 1,44 0,62
Figura 12 — Atividades enzimaticas no PB 1. (Dados
equivalentes a amostras em triplicata).
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De acordo com as analises estatisticas, as unicas variaveis significativas no PB1
(p-valor < 0,1), foram glicose e alcool veratrilico, ambas com efeitos positivos na
deslignificacdo do bagago de cana (Tabela 11). Com exce¢do das variaveis extrato de
levedura, CuSO4 e Tween 80, todas as outras varidveis testadas tiveram efeito negativo
na otimizacdo do meio de cultivo. O desvio padrdo calculado para os ensaios do ponto
central do PB1 foi de 12,4.

Tabela 11 — Andlise estatistica do PB1.

Efeito p-valor
Variéveis 8,81238 0,002579
Inéculo -1,49105 0,746494
Glicose 11,26678 0,0353262
Extrato de malte -0,93890 0,838370
Peptona -4,98395 0,295775
Extrato de levedura 497178 0,296874
Alcool Veratrilico 8,45738 0,0942332
CuSO0Oq4 1,22105 0,790988
Tween 80 (%) 2,69021 0,562709
KH,PO4 -0,90971 0,843316
pH 4,97178 0,296874

2 indica as variaveis de efeito significativo (p<0,1).

Os resultados obtidos no PB1 serviram de base para a estruturagéo do PB2,
contendo 7 variaveis, totalizando 16 ensaios estruturados de acordo com a matriz PB12
(ANEXO B). Para o segundo PB, a unica variavel fixada foi o extrato de levedura,
enquanto as outras tiveram ajustes nas concentragdes. As variaveis alcool veratrilico e
Tween foram retiradas dos testes, ndo por nao estarem presentes no ensaio com melhor
resultado de deslignificacdo. A partir desse PB o pH foi estabelecido em 7,0.

Os resultados do PB2 revelaram que a melhor porcentagem de deslignificacdo
(41,04%) ocorreu nas condigOes do ensaio 10 (Tabela 12), sendo o segundo maior valor
(40,14%) apresentado no ensaio 6. Os pontos centrais do PB2 apresentaram desvio padrao
baixo, com uma minima variacdo de 2,41 entre os quatro pontos, dando confiabilidade
aos resultados apresentados. No PB2, os maiores valores de seletividade ndo foram
observados nos esnaios que resultaram em uma maior deslignificagdo. Entretanto, o
ensaio 10 apresentou valor de seletividade (celulose/lignina) maior do que o valor obtido

no bagaco de cana in natura (Tabela 12).
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Tabela 12 - Resultados de deslignificacdo e de seletividade (relacdo de celulose/lignina
e xilana/lignina) em todos os ensaios do PB2. @ = melhores valores obtidos; ¢ = pontos

centrais.
Ensaios | 9% Lignina | % Celulose | 9% Xilana | % Deslignificacdo | Seletividade | Seletividade
(C/L) (XIL)
Innatura 35,02+6,3 3452+0,84 1482+18 - 0,98 0,42
1 22,0 32,50 4,84 37,60 1,47 0,22
2 21,2 22,43 3,94 39,67 1,05 0,18
3 24,3 20,79 3,67 30,82 0,85 0,15
4 23,0 20,90 3,89 34,34 0,9 0,16
5 23.2 17,30 2,61 33,41 0,74 0,11
62 21,0 13,20 1,80 40,14 0,62 0,08
7 22,9 18,26 5,87 34,55 0,79 0,25
8 22,7 15,24 4,49 35,04 0,67 0,19
9 22,6 10,78 3,50 35,50 0,47 0,15
102 20,4 20,56 6,65 41,04 1,00 0,32
11 22,5 23,31 7,62 35,91 1,03 0,33
12 22,2 26,91 8,14 36,74 1,21 0,36
13¢ 24,1 34,29 5,99 31,07 1,42 0,24
14°¢ 23,7 38,82 5,19 32,80 1,63 0,21
15¢ 22,1 36,12 4,64 36,81 1,63 0,20
16¢ 23,3 34,48 4,96 33,20 1,47 0,21

As atividades enzimaticas do segundo PB estdo apresentadas na Figura 12, onde

pode-se perceber niveis de atividade baixos, com um discreto aumento da LiP em relacdo

ao PB1 (8,37 U.L}). Além da LiP, houve também a producéo de lacase no ensaio 6, com
1,72 U.LL

Atividade enzimatica (U.L1)

Figura 13 - Atividades enziméticas do 2° PB. (Dados
equivalentes a amostras em triplicata).
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Nenhuma das varidveis apresentou efeito estatisticamente significativo na
deslignificacdo do bagaco de cana, como demonstrado na Tabela 13. Além disso, as
variaveis glicose, peptona e extrato de levedura mostraram efeito negativo perante
otimizacao do meio de cultivo.

O teste estatistico foi também realizado para LiP, ja que esta enzima foi produzida
de forma mais expressiva em mais de um ensaio (Figura 13). Para a LiP, duas variaveis
apresentaram efeito estatisticamente significativo, porém uma com efeito negativo

(estrato de malte) e outra com efeito positivo (peptona).

Tabela 13 — Andlise estatistica do PB2.

% Deslignificacdo LiP

Efeito p-valor Efeito p-valor
Variéveis 35,54499 0,000000 10,9560 0,016853
Inéculo 2,94100 0,161946  0,7265 0,933285
Glicose -0,95976 0,628648 -8,1338  0,361799
Extrato de malte 1,63011 0,417947 -17,7352 0,0680032
Peptona -1,62372  0,419697 22,8345 0,0264492
Extrato de levedura -0,47669 0,809089 14,7152  0,118290
CuSOq 1,36410 0,495159  0,8405  0,922852
KH2PO, 0,05320 0,978447 -4,9432  0,572907

2 indica as variaveis de efeito significativo a p<0,1.

A partir dos dados apresentados na Tabela 11, e apds a analise das variaveis
presentes no ensaio que apresentou maior valor de deslignificacdo, foi estruturado um
terceiro PB, com 6 varidveis. No PB3 o extrato de malte foi excluido. As variaveis
utilizadas foram entdo: glicose, peptona e extrato de levedura, com as mesmas
quantidades do PB 2, ou seja, foram fixadas e as variaveis: inoculo, sulfato de cobre e
KH2PO4 sofreram reajustes nas suas concentragdes (ANEXO C). Assim, ao final do PB3
(PB12), foi possivel constatar maiores porcentagens de deslignificacdo do bagaco de cana
nas condicdes dos ensaios 10 e 5 (Tabela 14), onde o bagaco de cana sofreu uma reducao
da lignina equivalente a 57,65% e 49,73%, respectivamente. Os resultados de seletividade
para xilana/lignina foram maiores nas condi¢des dos ensaios 5 e 10, corroborando os
dados de deslignificacdo. Para a seletividade celulose/lignina, valores mais altos também
foram observados nos ensaios 5 e 10, porém outros ensaios apresentaram valores
similares (enaio 3 e 12). Os valores de seletividade obtidos para os ensaios 5 e 10 foram

maiores do que os valores de seletividade do bagaco de cana in natura (Tabela 14).
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A condicao de cultivo do ensaio 10 continha: 7 cilindros de cada isolado fungico,
400 pL de CuSOg4 e 0,4g de KH2PO4 e a condigéo do ensaio 5: 7 cilindros de cada isolado
fangico, 1,0 g de glicose, 0,1 g de extrato de levedura e 400 pL de CuSOa. De acordo com
0 teste estatistico somente a varidvel inoculo apresentou efeito estatisticamente
significativo (p-valor < 0,1) apesar de ter tido efeito negativo para o meio de cultivo. As
variaveis 5 (CuSOa4) e 6 (KH.PO,) também apresentaram efeito negativo (Tabela 15). Os
pontos centrais do PB3 apresentaram desvio padréo de 3,8.

Tabela 14 - Resultados de deslignificacdo e de seletividade (relacdo de celulose/lignina
e xilana/lignina) em todos os ensaios do PB3. @ = melhores valores obtidos; ¢ = pontos

centrais.

Ensaios | % Lignina | % Celulose | % Xilana | % Deslignificagio | Seletividade | Seletividade
/L) (XIL)
Innatura 53,13+10 3352+084 1182%+18 - 0,63 0,22
1 28,86 33,13 6,45 45,67 1,14 0,22
2 32,54 30,16 5,05 38,75 0,92 0,15
3 33,76 31,33 5,32 36,45 0,92 0,15
4 29,98 29,89 5,66 43,56 0,99 0,18
5a 26,71 30,79 7,32 49,73 1,15 0,27
6 27,98 33,29 6,55 47,32 1,18 0,23
7 29,81 22,75 4,95 43,89 0,76 0,16
8 38,37 37,03 7,30 27,77 0,96 0,19
9 32,40 35,17 5,58 39,02 1,08 0,17
102 22,50 31,73 7,42 57,65 1,41 0,32
11 33,18 37,53 5,45 37,53 1,13 0,16
12 29,91 35,47 6,18 43,70 1,18 0,20
13¢ 30,20 34,29 5,99 43,16 1,13 0,19
14°¢ 29,57 38,82 5,19 44,33 1,31 0,17
15¢ 30,08 36,12 4,64 43,37 1,20 0,15

16°¢ 33,98 34,48 4,96 36,03 1,01 0,14
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Tabela 15 — Andlise estatistica do PB 3.

Efeito p-valor
Variaveis 57,62792 0,000000
In6culo -9,05136 0,0182252
Glicose 0,61690 0,848827
Peptona 3,62124 0,279161
Extrato de levedura 4,26951 0,207606
CuSOq -0,80511 0,803682
KH2PO4 -4,48560 0,187488

2 indica as variaveis de efeito significativo a p<0,1.

Os resultados das atividades enzimaticas para os dois ensaios (10 e 5), revelaram

a capacidade do consércio em produzir as trés enzimas estudadas, porém em valores
abaixo do esperado (Figura 14).

Figura 14 - Atividades enzimaticas do PB3. (Dados
equivalentes a amostras em triplicata).
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Considerando os resultados obtidos nos trés planejamentos experimentais, as
melhores condi¢des de cultivo para a deslignificacdo do bagaco de cana foram as
apresentadas nos ensaios 5 e 10 do PB3. Desta forma, esses ensaios foram submetidos ao
processo de validagdo. Para tanto, foram repetidas as mesmas condic¢Ges do ensaio 5 10
em tréplicas, sendo novamente avaliadas a deslignificacdo e a producdo enzimatica.
Nestes ensaios a seletividade ndo foi avaliada.

Nos experimentos de validacdo as porcentagens de deslignificagdo foram bem
menores do que as obtidas nos ensaios 5 e 10 do PB3, sendo 12,57% para 0 ensaio 5 e

8,22% para o ensaio 10. Nestas condicdes foi observado um leve aumento nas atividades
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das enzimas (Figura 15). Nesses experimentos foi observada uma menor producéo de
biomassa, sugerindo inibi¢cdo do desenvolvimento de alguns dos fungos do consércio.
Desta forma, em paralelo a esta validagdo, foram também feitos ensaios nas mesmas
condi¢des de cultivo utilizando os fungos de forma separada. Os resultados desses
experimentos estdo apresentados na Figura 16, onde pode ser observado que os melhores
resultados de deslignificagdo foram obtidos pelos isolado 155 (Marasmiellus sp.) na
condigéo do ensaio 5 (40,42%) e do ensaio 10 (33,45%). Todas as enzimas monitoradas
foram produzidas, entretanto em baixas quantidades. Os melhores resultados enzimaticos
foram observados para os isolados 155 (Marasmiellus sp.) na condicdo do ensaio 5 e G25

(Aspergillus sect. Flavi) na condicéo do ensaio 10.

Figura 15 — Resposta da deslignificacdo e atividades
enzimaticas do consércio C5 nos ensaios 10 e 5 para de
validacao do 3°PB. (Dados equivalentes a amostras em

triplicata).
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Figura 16 - Resposta da deslignificacéo e atividades
enzimaticas dos isolados flngicos nos ensaios 10 e 5 do 3°PB.
(Dados equivalentes a amostras em triplicata).
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5.3.3. Condigdes otimizadas: teste com e sem CuSOg4

Ensaios nas condicBes otimizadas com e sem a presenca de CuSOs foram
realizados no intuito de elucidar a influéncia deste composto no desenvolvimento da
biomassa flngica do consorcio nos ensaios de validagdo. Os resultados demonstraram
que a presenca do sulfato de cobre ndo interferiu na eficiéncia dos consorcios frente a
deslignificacdo (Figura 17). O valor maximo de deslignificacdo alcancado foi o de
53,18% nas condicBes de cultivo do consércio no ensaio 5. Nestes experimentos, o
isolado 154 (Tinctoporellus sp.) obteve a segunda maior taxa de deslignificacdo quando
cultivado na condigdo do ensaio 10. A atividade da LiP e MnP foram mais expressivas
nesses experimentos, enquanto que lacase foi detectada apenas para o isolado 155
(Marasmiellus sp.) em niveis muito baixos. Os resultados desses experimentos revelaram
que o isolado G25 (Aspergillus sect. Flavi) também foi capaz de reduzir a lignina do
bagaco de cana e produzir LiP e MnP nas duas condi¢fes avaliadas.
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Figura 17 — Teste de cultivo dos ensaios 10 e 5 aplicados aos
consorcios e o0s fungos individuais na presenca de CuSQOas. (Dados
equivalentes a amostras em triplicata).
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Os experimentos conduzidos sem o sulfato de cobre em sua composicéo,
apresentaram resultados opostos ao com o sulfato de cobre (Figura 18). A maior
porcentagem de deslignificacdo foi obtida ndo pelo consércio fungico, mas sim pelo
fungo 155 (Marasmiellus sp.) na condicdo do ensaio 5 (33,45%). Neste experimento,
houve producdo expressiva de lacase, sendo a maior atividade desta enzima (116,5 U.L"
1y produzida pelo isolado 155 (Marasmiellus sp.) no experimento com a melhor
porcentagem de deslignificacdo. O isolado 154 (Tinctoporellus sp.) apresentou o segundo
melhor valor de deslignificacdo (32,92%). Na auséncia do sulfato de cobre, além de uma
menor eficiéncia de deslignificacdo do consércio fungico, ndo foi observada producéo de

enzimas ligninoliticas.
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Figura 18 - Teste de cultivo dos ensaios 10 e 5 aplicados aos
consorcios e os fungos individuais sem 0 CuSOgs. (Dados
equivalentes a amostras em triplicata).
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5.3.4. Condig0es otimizadas: teste em meio malte

Visando avaliar a composicdo do meio de cultivo frente a deslignificacdo do
bagaco de cana, os experimentos utilizando os consorcios e os fungos individualizados
foram conduzidos em meio extrato de malte 2%. Os resultados estdo apresentados na
Figura 19, onde pode ser observado que a maior deslignificacdo obtida foi de 29,30%
para o consorcio C5. Novamente, o isolado 155 (Marasmiellus sp.) apresentou melhor
desempenho na deslignificacdo (29,11%) perante aos outros dois fungos do consorcio.
Para todos os experimentos a producdo enzimatica foi detectada em niveis baixos. Nesses
experimentos, o isolado 154 (Tinctoporellus sp.) também conseguiu deslignificar o
bagaco de cana.
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Figura 19 — Teste de cultivo em malte aplicado aos consércios e
os fungos individuais utilizando (Dados equivalentes a amostras
em triplicata).
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5.4. Discusséo
5.4.1 Selecdo do melhor consorcio

Um dos objetivos especificos do presente estudo foi avaliar a deslignificacdo em
um curto espaco de tempo sem comprometer a producdo enzimatica. Desta forma, a
remocao de lignina foi avaliada durante um periodo de 15 dias, obtendo-se o melhor
resultado de deslignificacdo no sétimo dia para ambos os consoércios C5 (29,28%) e C6
(21,40%) e de seletividade nos dias 5, 7 e 13 para o Consorcio C5 e 5, 13 e 15 para 0
consorcio C6. Apesar de ter sido detectado baixos niveis de atividade enzimética ao longo
do experimento, ainda assim, foi possivel confirmar a capacidade dos dois consércios de
produzir enzimas do complexo ligninolitico, berm como as enzimas hidroliticas celulase
e xilanase. Os valores mais baixos obtidos para LiP e MnP durante o biotratamento podem
ter sido influenciados pelas condi¢des do meio de cultura ou ainda pela falta de alguns
compostos indutores.

O bagaco de cana-de-agUcar pode servir como fonte de carbono para o
desenvolvimento de micro-organismos como relatado por Pompeu (2010). No entanto, 0s
parametros naturais no ambiente geralmente incluem outras fontes de carbono e
nitrogénio, além de micronutrientes (e.g. enxofre, ferro, magnésio, célcio e sodio). A
disponibilidade destes elementos varia em diferentes ambientes e podem atuar como
elementos propulsores de otimizac¢ao da biodegradacéo, e consequentemente na produgéo
de enzimas degradadoras, tais como as ligninoliticas. Estudos de outros autores também

apontaram uma baixa producdo de LiP em fermentacdo em estado sélido ou cultivo
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submerso pelo fungo ligninolitico Phanerochaete chrysosporium (PINTO et al., 2012;
SHI et al., 2009).

Em contraste aos baixos niveis das peroxisades, os resultados para a enzima lacase
em ambos os substratos estudados foram mais altos também no sétimo dia de cultivo nos
dois consorcios, sugerindo uma possivel correlagdo com a deslignificacdo. Resultados
semelhantes foram observados por Rajarathnam e colaboradores (1987) e Menezes et al.
(2009) apos o cultivo de Pleurotus utilizando fermentacéo submersa com bagaco de cana-
de-acucar. Apesar dos baixos niveis de enzimas ligninoliticas detectados no presente
estudo, as lacases podem estar indiretamente ligadas a deslignificacdo ja que elas sédo
conhecidas pelo seu baixo potencial redox que permite a oxidagdo direta somente de
unidades de lignina fendlica aumentando sua capacidade de oxidar substratos de potencial
redox alto na presenca de mediadores (DURAN; ESPOSITO, 2007). Assim como
explicitado no capitulo anterior, a possivel presenca de mediadores sintéticos que atuam
em conjunto com as enzimas ligninoliticas podem ter dado inicio ao processo de
desestruturacdo da parede vegetal e as outras enzimas, ainda que em menor quantidade
podem ter atuado de forma sinérgica para a reducéo da lignina.

E importante ressaltar que a melhor atividade da lacase foi obtida sem indutores,
destacando o potencial deste consorcio para a deslignificacdo do bagaco de cana-de-
acucar e estimulando novos estudos relacionados a otimizacdo do processo (producédo
enzimatica e remocao de lignina). Na natureza, a degradacédo da lignina ocorre por uma
interacdo sinérgica de varias enzimas, incluindo enzimas do tipo oxidase, tais como LiP,
MnP, versatil peroxidase ou lacase, ou uma combinacao delas (CRAGG et al., 2015). A
eficiéncia do sistema enzimatico depende do potencial do organismo degradador, de seus
mecanismos oxidativos e das condi¢6es de cultivo aplicadas no processo. De acordo com
a literatura existe uma relacdo entre o tempo e a eficiéncia do biotratamento e muitas
vezes € necessario um periodo mais longo para degradar o material lignocelulésico
(QUINTANAR et al., 2012, MENEZES et al., 2009, MA; RUAN, 2015).

No presente estudo outras enzimas também foram monitoradas sendo elas enzimas
ativas que agem na conversdo dos polissacarideos. Entretanto, ndo houve producédo
significativa de celulase e xilanase ao longo dos 15 dias do biotratamento. A melhor
atividade foi de xilanase obtida entre 0 nono e déecimo quinto dia para o consorcio C5 e
entre sétimo e décimo quinto dia para o consorcio C6, o que pode estar relacionado com
a acessibilidade da associacdo hemicelulose-lignina presente na biomassa vegetal,
favorecendo a atividade de outros tipos de enzimas oxidantes da lignina, ndo monitoradas

nesse trabalho. Outros exemplos de enzimas envolvidas séo aril-alcool desidrogenases,
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oxidases de radical cobre, multicobre oxidases, celobiose desidrogenases, glucose-
metanol-colina oxideructases e quinonas redutases (COELHO et al.,2007; ABDELAZIZ
et al., 2016). Este resultado sugere que o perfil de micro-organismos atribuido ao
consorcio C5 € mais ligninolitico do que hidrolitico. Os resultados evidenciam o potencial
dos consorcios estudados tendo em vista a mlehor taxa de deslignificacao ter sido obtida
no 7° dia do biotratamento. Outros estudos relacionados ao tratamento e biodegradacao
de residuos agroindustriais 0s quais utilizaram micro-organismos conhecidos
apresentaram resultados significativos apenas apds 20 dias de tratamento (SALVACHUA
etal., 2011; GHORBANI et al., 2015).

Apesar dois consorcios terem desempenhado papéis semelhantes quanto a
deslignificacdo do bagaco de cana, o consorcio C5 apresentou um perfil mais coerente
para todos os parametros estudados nesse trabalho, sendo ele, portanto, o eleito para a

etapa de avaliacdo de diferentes fatores na deslignificacdo e otimizacéo do biotratamento.

5.4.2. Otimizagao da degradacéo do bagaco de cana

Métodos estatisticos para otimizacdo do meio de cultivo tém provado ser uma
ferramenta poderosa e Gtil para a biotecnologia. Neste sentido, 0 método de Plackett-
Burman (PLACKETT; BURMAN, 1946) foi aplicado no presente estudo visando
investigar as variaveis com efeito significativo no meio de cultivo que contribuissem com
0 aumento da deslignificacdo do residuo lignocelulésico em questdo. Os resultados
demonstraram, de forma geral, que em todos os desenhos experimentais houve um
aumento na capacidade do consércio em deslignificar o material lignocelulésico. Os trés
PBs apresentaram resultados sequenciais de aumento na taxa de deslignificacdo do
bagaco de cana em associacdo com o ajuste do meio de cultivo. Do PB1 para o PB2, o
aumento da eficiéncia da deslignificacéo foi de pouco mais de 11%, e do PB2 para o PB3,
o aumento foi de 16,6%. Em adicdo, os ensaios dos planejamentos experimentais que
apresentaram os melhores resultados de seletividade (tanto de celulose/lignina quanto de
xilana/lignina) foram, de maneira geral, condizentes com os maiores resultados de
deslignificacdo. O éxito do processo de otimizacdo esta associado aos contituintes do
meio de cultivo e suas concentragfes/quantidades. No inicio do planejamento, havia
diversas fontes de carbono e nitrogénio disponiveis como extrato de malte, extrato de
levedura e glicose associados também aos indutores de producdo enzimética como alcool
veratrilico, sulfato de cobre, KH2PO4 e Tween 80. Esses séo fatores comumente citados

na literatura para a otimizacdo da producéo de ligninases (ALAM et al., 2009; LEVIN et
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al., 2002; KARP, 2014). A medida em que essas variaveis foram sendo adaptadas, o
rendimento da deslignificagdo foi aumentando.

No caso do PB1, o ensaio com o melhor desempenho na deslignificagdo (ensaio
13) continha glicose e extrato de levedura, fontes provavelmente responsaveis pelo
crescimento dos fungos e de estimulo para a producdo enzimatica. Além disso, estavam
presentes nesse ensaio também o &lcool veratrilico e tween 80. Segundo Levin et al., tanto
a quantidade de nitrogénio disponiveis no meio quanto a natureza do fungo empregado
no bioprocesso, exercem uma grande influéncia sobre a producdo de enzimas
ligninoliticas extracelulares por basidiomicetos com podriddao de madeira sendo fatores
essenciais na degradacdo bioldgica. Além disso, no PB1, o alcool veratrilico e a glicose
foram as variaveis com efeito positivo quanto & reducio da lignina. Alcoois aromaticos
como o alcool veratrilo (metabolito secundario produzido por culturas ligninoliticas de
fungos de podriddo-branca, conhecido por ser um co-fator envolvido na degradacdo de
lignina e poluentes xenobidticos pela LiP) tém sido relatados como indutores da producéo
de lacase (LEVIN et al., 2005; JONG et al., 1994). No entanto, esse aspecto ndo foi
observado na producdo enzimética do consorcio e tanto o tween quanto o alcool
veratrilico ndo foram continuadas no PB seguinte.

No PB2 o ensaio com melhor deslignificacdo apresentou continha uma maior
quantidade de indculo fangico, a mesma quantidade de extrato de levedura anterior, e a
adicdo de sulfato de cobre e KH2PO4. A maior quantidade de indculo pode ter contribuido
para o aumento da deslignificacdo. A menor exigéncia nutricional desse PB foi um fator
benéfico do ponto de vista econdmico do processo mesmo com a adi¢do de outros dois
indutores enzimaticos. O sulfato de cobre e 0 KH2PO4 podem também estar associados
ao resultado do PB2. Estes compostos apresentaram efeito positivo na producédo
enzimatica de ligninases em outros trabalhos (MAKELA et al., 2013, SHANKAR,
2012.). O cobre tem sido relatado como um forte indutor de lacase em varias espécies de
fungos, entre elas P. chrysosporium e Trametes versicolor (DITTMER et al., 1997;
COLLINS; DOBSON, 1997). Sabe-se que o cobre induz tanto a transcri¢do da lacase
guanto a atividade, e 0 aumento da atividade é proporcional a quantidade de cobre
adicionado (LEVIN et al., 2005). No caso desse estudo nenhuma variavel do meio de
cultivo teve efeito positivo sobre a deslignificacdo, nem mesmo o sulfato de cobre. Por
isso, a segunda prioridade de escolha foi dada para as varidveis estatisticamente
significativas na atividade da LiP, sendo elas a peptona e o extrato de malte (ausente no
melhor ensaio). Por isso no PB3 a peptona também foi escolhida para compor as variaveis

do planejamento experimental. Das 6 variaveis presentes no PB3, somente as variaveis
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indculo, sulfato de cobre e KH2PO4 estavam presentes no meio de cultivo do ensaio com
a melhor deslignificacdo (ensaio 10). Para esse planejamento a Unica variavel
estatisticamente significativa foi a quantidade de in6culo adicionado, entretanto,
contrariamente a isso, o efeito dela foi negativo na deslignificacdo. Apenas as variaveis
glicose, peptona e extrato de levedura tiveram efeito positivo, mas ndo foram
estatisticamente significativos.

Os resultados dos planejamentos experimentais revelaram que os fungos do
consorcio C5 ndo dependeram de uma quantidade elevada de fonte de carbono e
nitrogénio nem de muitos componentes indutores para aumentar o rendimento da
deslignificacdo. O planejamento experimental permitiu a fixacdo e eliminacdo de
componentes do meio de cultivo. Do ponto de vista econdmico, isso pode ser considerado
uma vantagem do biotratamento com o consorcio C5. Geralmente, em aplicacdes
biotecnologicas, quanto menos o processo depender de etapas e reagentes nutricionais,
mais viavel e simplificado ele se torna, despertando o interesse industrial. De acordo com
Matkar et al., (2013), para uma ampla aplicacdo das enzimas obtidas por fungos, o custo
atribuido ao processo é um dos principais fatores que determinam a viabilidade de
implantacdo. Reduzir os custos da producdo de enzimas por meio de otimizacdo do meio
de fermentacdo € uma pesquisa fundamental antes da aplicacdo industrial. A utilizagdo de
diferentes modelos estatisticos para otimizacdo do meio tem sido empregada com sucesso
para a producdo de uma vasta gama de enzimas (VASCONCELOS et al., 2000;
FRANCIS et al., 2003; ARANTES et al., 2011).

Quanto ao perfil das atividades enzimaticas nos diferentes meios, ndo foi possivel
estabelecer uma correlagéo entre a producéo de enzimas com a melhor deslignificacéo e
seletividade. Os picos de atividade enzimatica estavam presentes em outros ensaios, com
menores valores de deslignificacdo e seletividade e outras condicOes de cultivo. Esses
resultados podem estar relacionados aos micro-organismos empregados nos
experimentos e ao comportamento dos mesmos quando cultivados em consorcio.
Diferentes condicdes de cultivo podem favorecer o melhor desenvolvimento de diferentes
fungos do consorcio.

Mesmo que o teste de inibicdo realizado no Capitulo 1 tenha indicado crescimento
compativel entre os fungos em meio solido, durante o biotratamento em meio semi-sdlido
e sob condigcbes limitadas de fontes de nitrogénio e carbono mais facilmente
metabolizaveis, os fungos podem ter entrado em competicao por essas fontes nutricionais,
influenciando o seu desenvolvimento e a expressao enzimatica. Durante todos 0s

experimentos as enzimas ligninoliticas estavam presentes nos cultivos, entretanto, em
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baixos niveis, com destaque para a LiP, com uma maior frequéncia de producédo durante
a otimizacéo.

Entretanto, os resultados de deslignificagdo e de seletividade foram significativos
mesmo com 0s baixos niveis das enzimas monitoradas, sugerindo a influéncia de outros
fatores, incluindo a presenca outras enzimas com capacidade de deslignificacdo e de
mediadores enzimaticos. Os fungos filamentosos produzem varias “enzimas acessorios”
que ajudam na degradacgdo enzimatica da lignina, tais como aril-alcool desidrogenases,
oxidases e radical de cobre, celobiose desidrogenases, glucose-metanol-colina
oxidoreductases e quinona-redutases (ABDELAZIZ et al., 2016; AYYACHAMY et al.,
2013). Além dos recursos enzimaticos, alguns fungos sdo capazes de produzir radicais
hidroxilas reativos, via processo quimico de oxidacao de Fenton, proporcionando a esses
radicais hidroxilas a capacidade de oxidar compostos préximos a cadeia de lignina,
tornando a estrutura da lignina mais acessivel as outras enzimas (ARANTES et al., 2011,
ABDELAZIZ et al., 2016).

Os resultados dos experimentos de validacdo das duas melhores condicdes de
cultivo (ensaio 10 e ensaio 5 do PB 3) ndo foram satisfatorios, apresentando valores bem
menores de deslignificacdo dos que os observados durante o planejamento experimental.
Nesses experimentos, foi visualmente observado uma diminuicdo da biomassa flngica
para todas as réplicas, sugerindo alteracdo na viabilidade celular do(s) inéculo(s) ou
antagonismo entre os fungos do consércio. Em adicao, nos experimentos onde a biomassa
fangica ndo foi visivelmente evidente o sulfato de cobre estava presente. O sulfato de
cobre tem sido utilizado como indutor para a producdo de lacases (CHEN et al., 2011;
SHANKAR,2012; MAKELA et al., 2013) e LiP (ALAM et al., 2009). Em contrapartida,
Passarini et al., (2015) observaram que a presenca desse indutor em concentracfes
maiores que 10 puM pode ter o efeito inibidor sobre a atividade da lasace em Nigrospora
sp. Outros autores mostram que 0 aumento na concentracdo de cobre inibe tambem o
crescimento de alguns fungos como o de T. villosa, mas estimula a producao de lacase e
peroxidases (YAMANAKA et al.,, 2008, FAN-XIANG, 1995; FOLTRAN, 2009).
Considerando o fato de que a resposta da colonizagdo fangica esta diretamente associada
a escala de colonizacdo, a parte mais exposta da fibra vegetal pode estar mais suscetivel
a sofrer acdes das enzimas extracelulares de fungos. Neste sentido, foram realizados
experimentos nas condi¢des do ensaio 10 e 5 (PB3) com sulfato (30 mL de meio) e sem
sulfato de cobre (50 mL de meio) para os cultivos em consorcio (C5) e para os isolados

em separado
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Os resultados revelaram que na presenca do sulfato de cobre a taxa de
deslignificacdo do bagaco de cana pelo consorcio C5 foi muito préxima a obtida no 3°PB,
auséncia da producdo de lacase, sendo a LiP a Unica enzima presente nos ensaios 10 e 5.
Com relacdo a atividade enzimatica, para os ensaios que continham o sulfato de cobre a
atividade da lacase foi notavelmente mais baixa tanto para o consércio quanto para 0s
fungos em individual. Em contrapartida, a atividade da LiP foi elevada principalmente
para os isolados 155 e G25 na condicéo 10 do ensaio otimizado. A produgédo de MnP foi
mais frequente nesses experimentos.

Nos experimentos sem o sulfato de cobre, o efeito na atividade enzimatica foi
contrario. A maior producdo da lacase foi observada no cultivo individual do
basidiomiceto Marasmiellus sp. (155) na condigdo do ensaio 5 e a segunda maior
producdo desta enzima foi também observada para este fungo na condicdo do ensaio 10.
Cabe destacar que na mesma condicdo onde foi verificada a maior producéo de lacase,
ocorreu a maior porcentagem de deslignificacdo. Nos experimentos sem a presenca do
sulfato de cobre, as enzimas LiP e da MnP quando detectadas foram produzidas em
quantidades muito baixas. Desta forma, concluimos que na presenca do sulfato de cobre
houve producdo de LiP e MnP, de forma geral, e na auséncia do sulfato de cobre a
producdo de lacase pelo fungo Marasmiellus sp. (155) foi favorecida, sendo LiP e MnP
praticamente ausentes em todos os experimentos. Para as duas condigdes (com e sem 0
sulfato de cobre) a deslignificacdo se fez presente, entretanto a maior delas ocorreu
quando o consércio C5 foi cultivado nas condi¢des do ensaio 5 do PB3, na presenca de
sulfato de cobre.

O crescimento de biomassa fungica ndo foi afetada pela redugdo do volume
liquido final dos meios de cultivo, mas provavelmente pelas condi¢fes nutricionais. Os
resultados mostraram que, independentemente do sulfato de cobre, na condi¢do do ensaio
5 a colonizagéo do bagaco de cana foi melhor tanto para o consércio quanto para os fungos
em separado (anélise visual). Isso deve ter ocorrido muito provavelmente porque na
condicdo do ensaio 5 as fontes de carbono e nitrogénio estavam mais disponiveis
contribuindo com o répido crescimento. O sulfato de cobre favoreceu a deslignificacdo
do bagaco de cana pelo consércio na condigdo do ensaio 5, e para os fungos individuais
na condi¢do do ensaio 10. Na auséncia do sulfato de cobre a degradagdo da lignina
aumentou quando o consorcio foi cultivado na condicéo do ensaio 10, mas n&o foi maior
do que a deslignificacdo obtida pelo fungo Marasmiellus sp. (155) quando incubado na
condicdo do ensaio 5. Esse resultado corrobora os relatos de outros estudos reportados

em literatura referentes a alta capacidade de fungos basidiomicetos em agir isoladamente
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sobre a lignina de residuos agroindustriais. Shankar (2012) encontrou varias alteracdes
estruturais na lignina durante o tratamento enzimatico com lacase (com e sem
mediadores) do basidimiceto Peniophora sp. em condi¢des de cultivo otimizadas.
Atuhaire e colaboradores (2016) também demosntraram a capacidade de P. sajor caju
para quebrar a barreira da lignina contida na palha de milho a uma temperatura de 25°C,
pH 5, e na auséncia de luz. Sharma; Aora (2010) verificaram a potencial aplicagdo de
Phlebia floridensis na degradacédo da palha de trigo, tendo aumentado a disgestibilidade
desse residuo em condi¢6es otimizadas, in vitro.

No intuito de avaliar a composi¢do do meio de cultivo frente a deslignificacdo do
bagaco de cana, experimentos utilizando os consércios e os fungos individualizados
foram conduzidos em meio extrato de malte 2%, utilizando as condi¢des dos ensaios 10
e 5 do PB 3. Os resultados revelaram que os experimentos realizados com o consorcio e
os fungos individuais em meio malte + bagaco de cana, exibiram um perfil de
deslignificacdo e producdo enzimatica muito similar aos dos experimentos realizados no
Capitulo 2, onde a taxa de deslignificacdo foi praticamente a mesma, mas com altos niveis
de atividade da lacase. Nos experimentos em meio malte + bagaco de cana foram
detectadas atividades de lacase, MnP e LiP para alguns dos ensaios realizados, entretanto
em quantidades muito baixas. Os resultados de deslignificacdo dos cultivos em malte +
bagaco de cana ndo foram melhores do que os obtidos nas condic6es de cultivo otimizadas
utilizando o planejamento experimental.

Os experimentos realizados no presente capitulo, evidenciam a importancia da
aplicacdo do planejamento experimental para a avaliagdo de diferentes fatores na
degradacdo bioldgica e otimizacdo de processos. Os resultados revelam o potencial do
consorcio C5 na deslignificacdo do bagaco de cana, onde as maiores porcentagens de
deslignificagdo foram obtidas nas condic¢des otimizadas (ensaios 10 e 5 do PB3). Em
adicdo, os resultados obtidos revelam a importancia do fungo basidiomiceto de origem
marinha Marasmiellus sp. (155) no consoércio selecionado, visto que quando avaliado
separadamente apresentou a altas porcentagens de deslignificacdo no experimento de

validacdo, nos experimentos sem o sulfato de cobre e nos experimentos em meio malte.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A metodologia de selecdo de fungos com potencial para deslignificacdo foi
aplicada com sucesso, permitindo a selecéo de cinco novas fontes de recursos genéticos
com potencial para aplicacgio em processos de biodegradacdo de biomassa

lignocelulosica.

Os fungos filamentosos isolados de diferentes ambientes foram capazes de crescer
em conjunto e de secretar enzimas do complexo ligninolitico, com destaque para as

lacases.

Seis consorcios foram estipulados a partir dos cinco fungos selecionados
(Tinctoporellus sp., Marasmiellus sp., Lichtheimia ramosa Fusarium sp., Aspergillus
sect. flavi), sendo cada um com sua particularidade, proporcionando a futura possibilidade

de aplicacdo a outros estudos envolvendo a biodegradacdo de compostos recalcitrantes.

Este € um dos poucos trabalhos atuais a reportar a utilizacdo de consércios de
fungos filamentosos de origem marinha e de solo de canavial na degradacéo de residuos
agroindustriais servindo, portanto, como base para estudos futuros.

O tratamento bioldgico do bagaco de cana foi o mais eficiente para todos os
consorcios empregados, tanto do ponto de vista da deslignificacdo quanto da seletividade.
Em contrapartida, foi verificada certa dificuldade na padronizagdo do processo de
biodegradacao do bagaco de cana, visto que a composicao heterogénea desse residuo pode

ter implicado na resisténcia ao ataque microbiano em algumas amostras analisadas.

A casca de arroz foi o residuo menos degradado pela atividade microbiana dos
consarcios nas condicdes de cultivo utilizadas, apresentando leve reducdo da lignina pelos

consorcios C5 e C6.

Ap06s o0 monitoramento prévio por 15 dias da atividade enzimatica, da degradagédo
da lignina e da seletividade no residuo bagago de cana o consoércio C5 foi o escolhido e

submetido aos estudos de otimizacdo do processo de degradacéo.

A aplicacdo de 3 delineamentos experimenctais do tipo Plackett-Burnman para a
otimizacdo da degradacdo do bagaco de cana pelo consércio C5 foi bem sucedida,
havendo um aumento sequencial da deslignificagdo. Nos planejamentos experimentais 0s
melhores resultados de seletividade, de maneira geral, corroboraram os resultados
deslignificacdo. A LiP foi a Unica enzima detectada em quantidades um pouco maiores

durante o processo de deslignificacéo.
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As melhores condi¢es de cultivo para a degradacao da lignina do bagaco de cana
foram: i) in6culo fungico (7), 8 mM de CuSOg, 0,4 g/L de KH2PO4 e 2,5 g de bagaco de
cana (ensaio 10) e ii) inéculo fungico (7), 20 g/L de glicose, 2 g/L de extrato de levedura,
8 mM de CuSOg4 e 2,5 g de bagaco de cana (ensaio 5).

A presencga do CuSO4 néo afetou a eficiéncia de deslignificacdo do bagaco, sendo
o melhor resultado obtido pelo consorcio C5 nas condi¢des de cultivo do ensaio 5
(53,18%). De maneira geral, na presenca do sulfato de cobre houve producédo de LiP e
MnP, enquanto a lacase foi detectada na auséncia do sulfato de cobre.

Os experimentos em meio malte foram inferiores aos resultados com o meio
otimizado, revelando a importancia do planejamento experimental para otimizacdo do

processo de deslignificagéo.

O fungo de origem marinha Marasmiellus sp. (155) presente no consércio C5
demonstrou habilidade para deslignificar o bagaco de cana quando cultivado em
separado, apresentando altas porcentagens de deslignificacdo no experimento de

validacdo, nos experimentos sem o sulfato de cobre e nos experimentos em meio malte.

Os resultados apresentados no presnete trabalho revelam o potencial do consércio
C5 para a deslignificacdo do bagaco de cana, estimulando novos estudos de aplicacdo dos
mesmos em tratamentos de residuos agroindustriais e producdo de etanol de segunda

geracao.

Este estudo enfatiza também a necessidade em ampliar o conhecimento sobre
outras enzimas secretadas pelos micro-organismos do consorcio C5, presentes no

processo de biodegradacdo da lignina, através de estudos de metatranscriptoma.
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8.0. APENDICES

APEDICE A — Matriz PB16 correspondente aos ensaios do PB1.

1

10

Ensaios

10
11
12

13
14
15
16

17 (C)

18 (C)

19 (C)

20 (C)

0
0
0
0

0
0




APEDICE B - Condicdes estipuladas para os ensaios para o PB2.
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Variaveis Nivel inferior 0 Nivel superior
-1 +1
1. N° de cilindros de pré-indculo 3 4 5
2. Glicose (g/L) 0 10 20
3. Ext Malte (g/L) 0 15 30
4. Peptona (g/L) 0 15
5. Ext Levedura (g/L) 0 1
6. CuSOs mM 0 3
7. KH2PO4 0 0,1 0,2
APEDICE B — Matriz PB12 correspondentes aos ensaios do PB2.
Ensaios 1 2 3 4 5 6 7
1 1 -1 1 -1 -1 -1 1
2 1 1 -1 1 -1 -1 -1
3 -1 1 1 -1 1 -1 -1
4 1 -1 1 1 -1 1 -1
5 1 1 -1 1 1 -1 1
6 1 1 1 -1 1 1 -1
7 -1 1 1 1 -1 1 1
8 -1 -1 1 1 1 -1 1
9 -1 -1 -1 1 1 1 -1
10 1 -1 -1 -1 1 1 1
11 -1 1 -1 -1 -1 1 1
12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
13 (C) 0 0 0 0 0 0 0
14 (C) 0 0 0 0 0 0 0
15 (C) 0 0 0 0 0 0 0
16 (C) 0 0 0 0 0 0 0




APEDICE C - Condigdes estipuladas para os ensaios para o PB2.

Variaveis Nivel inferior 0 Nivel superior
-1 +1

1. N° de cilindros de pré-indculo 5 6 7

2. Glicose (g/L) 0 10 20

3. Peptona (g/L) 0 1,5

4. Ext Levedura (g/L) 0 1

5. CuSO4s mM 0 4

6. KH2POq4 0 0,2 0,4

APENDICE C- Matriz PB12 correspondente aos ensaois do PB3.

127

Ensaios 1 2 3 4 5 6
1 1 -1 1 -1 -1 -1
2 1 1 -1 1 -1 -1
3 -1 1 1 -1 1 -1
4 1 -1 1 1 -1 1
) 1 1 -1 1 1 -1
6 1 1 1 -1 1 1
7 -1 1 1 1 -1 1
8 -1 -1 1 1 1 -1
9 -1 -1 -1 1 1 1
10 1 -1 -1 -1 1 1
11 -1 1 -1 -1 -1 1
12 -1 -1 -1 -1 -1 -1
13(C) 0 0 0 0 0 0
14(C) 0 0 0 0 0 0
15(C) 0 0 0 0 0 0
16 (C) 0 0 0 0 0 0




