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Resumo  
 

No presente trabalho, o fungo Pycnoporus sanguineus MCA16 foi cultivado em 

diferentes substratos lignocelulósicos, por fermentação em estado sólido, para 

obtenção de celulases, xilanases e ligninases. Estas enzimas foram 

empregadas na sacarificação do bagaço de cana-de-açúcar submetido a pré-

tratamento hidrotérmico alcalino realizado na presença ou ausência de agentes 

oxidantes auxiliares na remoção da lignina, como KMnO4, H2O2, ZnO e 

TiO2.com o intuito de auxiliar na remoção da lignina e desestruturação da 

lignocelulose. Além disso, as ligninases produzidas pelo bioprocesso foram 

estudadas quanto a degradação de compostos fenólicos totais liberados 

durante a etapa de sacarificação enzimática a fim de que promova um 

tratamento enzimático. Dentre todos os substratos lignocelulósicos utilizados, a 

mistura de farelo de trigo e farelo de soja levou à uma maior produção da 

maioria das enzimas testadas em 96h à 40°C. Após isso as soluções 

enzimáticas foram aplicadas na sacarificação enzimática do bagaço de cana-

de-açúcar pré-tratado, tanto hidrotérmico alcalino quanto empregando agentes 

oxidantes, utilizando ferramenta de planejamento estatístico para avaliar a 

influência de diferentes variáveis. Diante de todos os agentes oxidantes 

avaliados, H2O2 destacou-se obtendo as maiores liberações de glicose durante 

a sacarificação enzimática, com 250 unidades de endoglucanase/g de celulose 

com 11% de bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado com 2,5% de H2O2 durante 

106 horas à 50°C. A fermentação alcoólica do hidrolisado nas condições de 

288,3 unidades de endoglucanase/g de celulose com 13,5% de bagaço de 

cana-de-açúcar sob pré-tratamento hidrotérmico alcalino durante 130 horas à 

57°C  gerou uma conversão de glicose à etanol de 73,5%. Após a sacarificação 

enzimática, a concentração de compostos fenólicos sofreu uma redução de 

aproximadamente 90% enquanto que lacase e lignina peroxidase 

apresentaram uma ativação enzimática de 145% e 226%, respectivamente. 

Além disso, ácidos orgânicos gerados pela degradação da lignina exerceram 

influência sobre estas enzimas, ativando-as.  

Palavras-chave: celulases, xilanases, ligninases, fermentação em estado 

sólido, sacarificação enzimática, etanol de segunda geração 



7  

Abstract 

In the present work, the fungus Pycnoporus sanguineus MCA16 was grown on 

different lignocellulosic substrates by solid-state fermentation to obtain 

cellulases, xylanases and ligninases. These enzymes were used in 

saccharification of sugarcane bagasse submitted to alkaline hydrothermal 

pretreatment carried out in the presence or absence of  oxidizing agents such 

as KMnO4, H2O2, ZnO and TiO2 in order to assist in the lignin removal and 

lignocellulose disruption. In addition, the ligninases produced by the bioprocess 

were studied for the degradation of total phenolic compounds released during 

the enzymatic saccharification step in order to promote an enzymatic treatment. 

Among all the lignocellulosic substrates used, the mixture of wheat bran and 

soybean meal led to a higher production of most of the enzymes tested in 96h 

at 40 °C. After that, the enzymatic solutions were applied in the enzymatic 

saccharification of pretreated sugarcane bagasse, both alkaline hydrothermal 

and using oxidizing agents, using a statistical planning tool to evaluate the 

influence of different variables. In view of all the oxidizing agents evaluated, 

H2O2 was selected by obtaining the highest glucose releases during the 

enzymatic saccharification with 250 units of endoglucanase/g cellulose with 

11% sugarcane bagasse pre-treated with 2.5 % H2O2 for 106 hours at 50 °C. 

The alcoholic fermentation of the hydrolyzate under the conditions of 288.3 

units of endoglucanase/g cellulose with 13.5% sugarcane bagasse under 

hydrothermal alkaline pre-treatment for 130 hours at 57 °C generated a 

conversion of glucose to 73.5% ethanol. After enzymatic saccharification, the 

concentration of phenolic compounds decreased by approximately 90% while 

laccase and lignin peroxidase showed an enzymatic activation of 145% and 

226%, respectively. In addition, organic acids generated by the degradation of 

lignin exerted influence on these enzymes, activated them. 

Keywords: cellulases, xylanases, ligninases, solid state fermentation, 

enzymatic saccharification, second generation ethanol 
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Introdução 

 A produção de celulases, xilanases e ligninases microbianas visando a 

utilização em processos de obtenção de etanol de segunda geração tem 

despertado o interesse da comunidade científica nos últimos anos. Tais 

enzimas podem ser produzidas por microrganismos, especialmente fungos 

filamentosos, quando cultivados em resíduos lignocelulósicos (agroindustriais, 

florestais e urbanos) como substratos (MORETTI et al., 2014; PEREIRA et al., 

2015; PEREIRA et al., 2016a; PEREIRA et al., 2016b; MARQUES et al., 2018; 

OLIVEIRA et al. 2018). Entre os diversos resíduos empregados com esta 

finalidade estão o bagaço de cana-de-açúcar, o farelo de trigo, o sabugo e a 

palha de milho, a palha e a casca de arroz, o farelo de soja, a cevada e a casca 

de café e a casca de frutas como maracujá entre outros (FERRAREZI et al., 

2014; MORETTI et al., 2012; PEREIRA et al., 2014). Estes resíduos são 

abundantes no Brasil, especialmente o bagaço de cana-de-açúcar, 

constantemente gerado em grande volume pela indústria sucroalcooleira.  

Os basidiomicetos destacam-se entre os fungos filamentosos produtores 

de enzimas de degradação da biomassa vegetal, especialmente por serem 

capazes de produzir, além das celulases e hemicelulases, as ligninases 

(SIGOILLOT et al., 2012), Tais enzimas são importantes no contexto de 

obtenção de etanol de segunda geração, uma vez que removem a lignina 

residual presente no material lignocelulósico pré-tratado, favorecendo o acesso 

das enzimas sacarificantes aos seus substratos.  Além disso, podem remover 

os compostos fenólicos presentes nos hidrolisados, gerados durante o 

processo. 

Dentre os vários tipos de pré-tratamentos empregados com a finalidade 

de desorganizar/remover a lignina do material lignocelulósicos citados na 

literatura está o hidrotérmico alcalino. Neste pré-tratamento, o uso de hidróxido 

de sódio leva á remoção da lignina, solubilizando-a, além de promover o 

enturgescimento da celulose nativa resultando em uma celulose menos 

cristalina, com baixo grau de polimerização e com maior área de superfície, o 

que facilita a sua exposição e acessibilidade às celulases (HABIBI; LUCIA; 

ROJAS, 2009; LEE; HAMID; ZAIN, 2014; SANTOS et al., 2012; TALEBNIA; 

KARAKASHEV; ANGELIDAKI, 2010). 
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 Para facilitar a degradação da lignina, o uso de agentes oxidantes como 

o permanganato de potássio, óxido de zinco, dióxido de titânio e peróxido de 

hidrogênio, pode complementar o processo de pré-tratamento hidrotérmico 

alcalino. Tais agentes têm sido empregados em processos de tratamento de 

águas residuárias e de detoxicação de ambientes, sendo citados como 

vantajosos pela eficácia de conversão de compostos orgânios em inorgânicos 

(DASH; PATEL; MISHRA, 2009; KADLA; CHANG, 2001; KHAN; NAJEEB; 

TUIYEBAYEVA, 2014; MA et al., 2015; XU et al., 2005; YU et al., 2015; 

ZHANG, 2013). 

 Dentro deste contexto, o presente trabalho objetivou utilizar soluções 

enzimáticas produzidas pelo fungo Pycnoporus sanguineus MCA 16, a partir de 

cultivos em diferentes substratos lignocelulósicos, na sacarificação enzimática 

do bagaço de cana pré-tratado. Os pré-tratamentos utilizados foram 

hidrotérmicos alcalinos com e sem o uso de agentes oxidantes. As 

sacarificações enzimáticas foram realizadas empregando-se ferramentas de 

planejamento experimental, tendo como resposta a liberação de glicose nos 

hidrolisados.  

As ligninases produzidas pelo fungo foram avaliadas quanto à eficácia 

no processo de remoção de compostos fenólicos presentes nos hidrolisados, 

visando diminuir a influência dos mesmos sobre as celulases, bem como 

visando a obtenção de hidrolisados menos tóxicos aos microrganismos 

fermentadores. Os resultados de todas as análises foram separados em 

capítulos, sendo o primeiro sobre a produção das enzimas, sacarificação e 

fermentação alcoólica, o segundo sobre uso de agentes oxidantes sob o pré-

tratamento hidrotérmico alcalino e sacarificação e, por fim, o terceiro avaliando 

a ação das ligninases sobre os compostos fenólicos totais. 
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4. Conclusions 

Ligninases of enzyme solution from P. sanguineus MCA 16 cultivation were 

able to degrade total phenolic compounds after enzymatic saccharification step. 

Lacase and LiP showed activation during the enzymatic saccharification, 

demonstrating that the degradation of total phenolic compounds is probably 

exerted by these enzymes. Another important aspect was the morphological 

structure of sugarcane bagasse after the bioprocess. As enzymatic 

pretreatment, the enzymes present in the enzymes solution promoted a greater 

disorganization of the lignocellulosic fiber and pores were generated and 

facilitating the access of the enzymes on the sugarcane bagasse. 
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