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RESUMO

A busca por fontes de energia menos poluentes vem ganhando destaque nos ultimos anos, €
dentre elas a producdo de energia utilizando biomassa vegetal ¢ considerada promissora.
Algumas barreiras na utilizagao da biomassa para producao de energia devem ser superadas para
possibilitar uma producdo em escala industrial. A lignina presente na parede celular dos vegetais
¢ o principal problema nesse processo, ¢ sua remocao ¢ fundamental para tornar a celulose
disponivel para fermentagao da biomassa e obtencdo do etanol. O pré-tratamento da biomassa
empregando micro-organismos lignoceluloliticos, tais como os fungos de podridao branca ¢ um
método alternativo e economicamente viavel a deslignificagdo da biomassa. Estes, possuem um
potencial complexo enzimdtico que degrada a molécula de lignina, tornando a celulose
disponivel para o processo de fermentacdo e producao de combustivel. O presente trabalho teve
como objetivo a otimizagdo das condi¢des de producao de lignina peroxidase (LiP) por meio da
adi¢ao de indutores quimicos em fermentagdo semissélida, utilizando bagaco de cana-de-agucar
como substrato do meio de cultivo. Para a deslignificacdo, foi utilizado um consoércio fungico
constituido de trés isolados diferentes: Marasmiellus sp. (155; LAMAI 84; CRM 593) isolado de
esponja marinha, Tinctoporellus sp. (154; LAMAI 83; CRM 592), isolado de esponja marinha e
Aspergillus sect. Flavi (G25), isolado de solo de canavial. Nesse contexto, no desenho
experimental foram utilizados os indutores alcool veratrilico, sulfato de cobre CuSO4, Tween 80
e fosfato de potassio monobasico (KH2POs), os quais foram adicionados em meio de cultivo sob
diferentes concentragdes visando uma maior produgdo de LiP e a deslignificacdo do bagaco.
ApoOs o biotratamento foi feita uma caracterizagdo quimica no bagaco para avaliar sua
constituicdo, e a atividade enzimatica da LiP foi determinada apds o biotratamento por
espectrofotometria UV/VIS a partir do aldeido veratrilico produzido na oxida¢do do dalcool
veratrilico. Os resultados foram processados e analisados em Excel e Statistica 8.0. Visando o
aumento da producao de LiP e o aumento da deslignificacao, foram realizados 3 experimentos do
tipo Plackett-Burnman (PB). Os resultados mostraram que a maior produg¢do de LiP foi
encontrada no ensaio 6 do PB2, formulado com: glicose (20g/L), alcool veratrilico (30uL),
CuSO4 (350uL), Tween 80 (125ul), 3 cilindros de inoculo, peptona (2g/L) e KH,PO4 (0,1g) e
pH 7. Um experimento adicional foi feito para avaliar a influéncia da d4gua do mar na producao

de LiP, MnP, Lac, e na deslignificagdo do bagago de cana usando apenas o fungo Marasmiellus



sp. (155). O resultado desse experimento demonstrou que a salinidade pode ter influenciado a
deslignificacdo do bagaco, tendo em vista que o experimento apresentou os maiores resultados

para deslignificagdo, apresentando 48% e 38,7% para o meio de cultivo formulado com agua do

mar artificial e dgua do mar artificial com presenga de indutores.

Palavras-chave: Biomassa lignocelulosica. Tratamento biologico. Planejamento experimental.
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1. INTRODUCAO

O aumento na demanda de energia no mundo e o esgotamento progressivo das reservas
de petroleo motivam a busca por novas fontes de energia alternativa, especialmente as de origem
de materiais renovaveis, como a biomassa vegetal (SAXENA et al., 2009). Estima-se que o
crescimento da producdo de combustiveis derivados de petréleo de facil acesso ndo ird suprir as
necessidades mundiais por volta de 2040-2050, ja que a demanda de petrdleo crescera para 105
milhdes de barris/dia em 2030 (BRADSHAW, 2010), enquanto que o nimero de veiculos
crescera para 1.3 bilhdes em 2030 e para 2 bilhdes em 2050 (BALAT, 2011). Como resultado da
crescente demanda, o prego do barril de petroleo aumentou para mais de U$ 112,00 em 2011 e
estima-se que em 2035 o valor seja de U$ 125,00 (EIA, 2012).

Em consequéncia desse alto consumo, a preocupagdo global sobre a mudanga climatica e
a implicante necessidade de diminuir as emissdes de gases com efeito estufa tém incentivado o
uso do bioetanol como um substituto ou aditivo da gasolina (BALAT et al., 2008), fato este,
segundo Pereira Jr. et al. (2008) tem mobilizado internacionalmente e de forma impar setores
académicos, industriais, sociais e governamentais, com énfase no desenvolvimento de processos
biotecnoldgicos de menor impacto ambiental. Segundo Lora (1997), as fontes renovaveis de
energia (e.g. solar, edlica, geotérmica, biomassa) sdo caracterizadas por gerarem impactos
ambientais muito menores que o uso de combustiveis fosseis e, portanto, bastante atraentes para
a produgdo energética.

Tendo em vista esses fatos, o uso de biomassa vegetal para geracdo de energia ganha
destaque principalmente para os paises em desenvolvimento, que geralmente possuem atividade
agricola bastante acentuada, e pode trazer significativas melhorias socioambientais, tais como a
diminui¢do da poluigdo, geracao de emprego e aumento na qualidade de vida (GUARDABASSI,
2006). Demirbas (2009) estima que a produgdo global de biomassa seja da ordem de 146 bilhdes
de toneladas por ano, entre producdo agropecudria, lixo organico, adensamento florestal e
ciclagem bioquimica.

A quantidade estimada de biomassa existente na Terra ¢ da ordem de 1,8 trilhdo de
toneladas (ANEEL, 2009). No Brasil, a fonte que tem se destacado ¢ a biomassa da cana-de-
acucar, que além do seu crescente destaque na produgdo de etanol, seus subprodutos, o bagaco e

a palha da cana, assim como a maioria dos residuos de biomassa obtidos nas atividades agricolas



e industriais, possuem elevados teores de materiais lignoceluldsicos (DIAS et al., 2009). Para ser
usado como matéria-prima para produgdo de bioetanol, o bagaco de cana deve ser processado
para produzir actcares fermentesciveis (MOSIER et al., 2005). Um grande desafio para o total
aproveitamento do potencial da biomassa lignocelulosica ¢ superar a sua alta resisténcia a
degradacgdo (LEE et al., 2005). A estrutura da parede celular e as dificuldades em hidrolisar seus
principais componentes (celulose, hemicelulose e lignina) limitam a aplicagdo de biomassa
vegetal (RODRIGUES et al., 2010). Um processo de pré-tratamento ¢ necessario para separar a
lignina da celulose, reduzir a sua cristalinidade e aumentar a porosidade do bagago, melhorando
assim a hidrolise da celulose (KUO; LEE, 2009). Para ser eficiente, o pré-tratamento deve evitar
a necessidade de reduzir as particulas da biomassa, preservar a hemicelulose, limitar a formagao
de produtos degradantes, minimizar a demanda energética e o agente do pré-tratamento deve ter
custo reduzido e ter a capacidade de ser reciclado sem grandes custos (BINOD et al., 2010).

Os pré-tratamentos comumente aplicados podem ser classificados em trés grupos
principais: fisicos, quimicos, bioldgicos, além de combinagdes entre eles (MOSIER et al., 2005;
SUN; CHENG, 2002). Dentre os métodos fisicos, podemos citar: moagem e trituragdo (bola,
energia vibratoria, rolo duplo, pressdo, martelo), radiacdo (raios de elétrons, raios gama, micro-
ondas), altas temperaturas (pirdlises, explosdo a vapor). Esses tipos de tratamentos aumentam a
area superficial e tamanho dos poros da particula, além de diminuir o grau de polimerizacao
(AZUMA et al., 1985; KOULLAS et al., 1992; RAMOS et al., 1993). Os métodos quimicos se
utilizam de bases, 4cidos, gases, agentes oxidantes e redutores e solventes organicos. Esses
métodos agem na deslignificagdo, diminui¢do do grau de polimerizacdo e cristalinidade da
celulose associada com o aumento da porosidade do material (FARID et al, 1983;
SZCZODRAK et al., 1986; BES et al., 1989). Ja o método bioldgico usa enzimas produzidas por
fungos para deslignificar o material, além de reduzir o grau de polimerizacdo da celulose e
hemicelulose (AGUIAR et al., 2010; GUPTA et al., 2011)

Tanto na perspectiva econdmica quanto ambiental, o pré-tratamento fingico utilizando
micro-organismos lignoceluloliticos, principalmente fungos de podridao branca, tem sido visto
com grande interesse como uma alternativa ao pré-tratamento térmico/quimico para produgdo de
etanol celuldsico. A viabilidade do pré-tratamento flingico para melhorar a quebra enzimatica de
varios tipos de biomassa, como palha de milho (KELLER et al., 2003; XU et al., 2010), palha de
trigo (DIAS et al., 2010), palha de arroz (BAK et al., 2009), residuos de algodao (SHI et al.,



2009), e biomassa lenhosa (YU et al., 2009), tem sido relatada ao longo dos anos. O tempo longo
de pré-tratamento fingico, devido a baixa taxa de deslignifica¢do, ¢ uma das principais barreiras
na aplicacao em larga escala. Geralmente varias semanas ou meses sao necessarios para obter um
alto grau de degradagdo da lignina (KELLER et al., 2003; SAWADA et al., 1995; SHI et al.,

2009), e por isso novos esforgos devem ser realizados para aprimorar esse processo.



2. REVISAO DA LITERATURA

Materiais lignoceluldsicos sdo compostos principalmente de celulose (polimero de
glicose), hemicelulose (mistura de polissacarideos composta principalmente por glicose, manose,
xilose e arabinose) e lignina (SILVA et al., 2010). O Brasil ¢ um dos maiores produtores de
etanol do mundo, e tem usado cana-de-agciicar como matéria-prima para producdo de bioetanol
em larga escala por mais de 30 anos (GOLDEMBERG, 2007). O bagaco de cana ¢ um dos
principais subprodutos gerados durante a producao convencional de bioetanol de cana-de-agucar.
A hidrolise de biomassa no Brasil tem grande potencial para o seu aproveitamento, pois além de
0 pais possuir grande disponibilidade de matéria prima, ainda ha a possibilidade da sua
integracdo complementar aos processos usados em usinas de agucar, destilarias e plantas de co-

geracdo (CORTEZ et al., 2008).

2.1 Etanol

Etanol ou alcool etilico (CH3CH2OH) ¢ um liquido incolor, volatil e inflamavel, com
peso molecular de 46.07 g e densidade de 780 kg/m? a 20°C (COMPANHIA AMBIENTAL DO
ESTADO DE SAO PAULO, 2017). Ele pode ser obtido pela industria petroquimica através da
hidratacdo do etileno (ROBERTS; CASEIRO, 1977) na presengca de um catalizador,
normalmente acido fosforico (NAIM et al; 2011). O etanol para uso em bebidas alcodlicas e a
maioria do etanol utilizado como combustivel ¢ produzido por fermentagdo. Algumas espécies
de leveduras (Saccharomyces cerevisae) e bactérias (Zymomonas mobilis) metabolizam agucares
e produzem etanol e dioxido de carbono.

O Brasil e Estados Unidos representam aproximadamente 85% da oferta mundial de

bioetanol (Figura 1).



Figura 1 - Produ¢do mundial de etanol entre 2007 e 2015 (bilhdes de galdes).
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Fonte: Renewable Fuels Association (2016). *1 galdo equivale a 3,7851 L

Mais de 20% dos carros brasileiros sdo capazes de usar 100% de etanol como
combustivel, incluindo motores a etanol e motores "flex". As caracteristicas do etanol
possibilitam a combustdo mais limpa e o melhor desempenho dos motores, contribuindo para a
reducdo das emissoes poluidoras (Figura 2). Além disso, comporta-se como um verdadeiro

aditivo para a gasolina (GOLDEMBERG et al., 2008).

Figura 2 - Propriedades do bioetanol e da gasolina.

Parametro Unidade Gasolina Etanol
kJ/kg 43.500 28.225
Poder calorifico kJ/litro 32.180 22.350
Densidade kgl/litro 0,72-0,78 0,792
Octanagem RON (Research Octane Number) 90 -100 102 -130
Octanagem MON (Motor Octane Number) 80-92 89 -96
Calor latente de vaporizacéo kJ/kg 330-400  842-930
Relacdo ar/combustivel estequiométrica _ 14,5 9,0
Press&o de vapor KPa 40-65 15-17
Temperatura de ignicéo °C 220 420
Solubilidade em agua % volume ~0 100

Fonte: GOLDEMBERG; MACEDO (1994)
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Como consequéncia de sua composi¢do, comparativamente as gasolinas tipicas, a
combustdo da gasolina com etanol e do etanol puro em motores produz menores emissoes de
monodxido de carbono, 6xidos de enxofre, hidrocarbonetos e outros compostos poluentes
(GOLDEMBERG et al., 2008). O aumento da produgdo do etanol s6 ¢ possivel por meio da
expansdo da area de cultivo de cana-de-actcar, do melhoramento das técnicas de cultivo, do

desenvolvimento de novas tecnologias industriais ou aprimoramento das tecnologias existentes.

2.2 Cana-de-acucar

A cana-de-agucar (Saccharum officinarum) (Figura 3) é uma graminea originaria do
sudeste asiatico, e foi introduzida no Brasil pelos portugueses no inicio do século XVI, sendo
hoje muito cultivada em regides tropicais e subtropicais do pais (ROSILLO-CALLE et al.,
2005). O plantio de cana-de-agticar no Brasil ¢ uma atividade plenamente estabelecida, e nos
ultimos anos a industria tem mostrado que ¢ possivel agregar valor aos coprodutos do agucar e

do alcool.

Figura 3 - Saccharum officinarum

Fonte: www.plant-pictures.de
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No Brasil, o etanol ¢ produzido exclusivamente pela cana-de-agticar, com o ranking
médio de produgdo de 7.500 L/hectare (NOVA CANA, 2016), e o plantio ¢ feito em 23 estados
brasileiros, principalmente Sao Paulo, Minas Gerais, Parana, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso
do Sul e Pernambuco. O bagago de cana ¢ um residuo poroso composto pelos talos da cana apos
o processo de extracdo do suco (SOCCOL et al. 2011), constituido por trés fracdes principais
(celulose, hemicelulose e lignina) (Figura 4), as quais, juntas, constituem mais de 90% da massa
total (PANDEY et al., 2000). Esses trés componentes estdo fortemente unidos entre si por meio
de forgas ndo-covalentes e por ligagdes covalentes cruzadas (SOCCOL et al., 2011; PEREZ et
al., 2002). A composi¢ao quimica do bagaco de cana varia de acordo com alguns fatores, dentre
eles o tipo de cana, o tipo de solo, as técnicas de colheita e até¢ o manuseio. O teor de cinzas pode
variar de acordo com a parte do vegetal, sendo aproximadamente 29% na porc¢ao externa e 22%
no no e entrend da planta (BRIENZO et. al., 2014).

A parede celular possui outros componentes que ndo estdo ligados com a matriz
lignoceluldsica, como fenodis, gorduras, resinas, entre outros. Esses compostos podem ser
solubilizados em solventes (e.g. etanol, hexano, 4gua) e variam em quantidade de acordo com o
cultivar de cana-de-agucar, das condigdes de crescimento e idade da planta, representando de 3 a
14% do contetido do bagaco (BRIENZO et. al., 2014). A por¢do inorganica da biomassa ¢
chamada de teor de cinzas, e representa componentes como calcio, magnésio, silica, sédio,
potassio, estroncio, manganés e fosforo (SZCZERBOWSKI et al., 2015). E determinado pela
queima da biomassa em uma mufla e quantificada via gravimetria, girando em torno de 2% da
composicao do bagaco (CANILHA et al., 2011; BRIENZO et al., 2009; SANTOS et al., 2011).
O bagaco de cana, quando entra em contato com o solo do cultivo apresentam maior teor de
cinzas, resultado do excesso de solo e poeira (SZCZERBOWSKI et al., 2015). De acordo com
algumas pesquisas recentes o teor de celulose no bagaco de cana gira em torno de 42%,
hemicelulose 30%, lignina 20%, extrativos 6,4% e teor de cinzas 2,4% (MARYANA et al,,
2014; ROCHA et al., 2015; BRIENZO et al., 2015; GUILHERME et al., 2015).

Normalmente o bagago ¢ utilizado como combustivel para caldeiras, fornecendo a
energia necessdria para a planta (usina), enquanto o lixo de cana de aclcar, anteriormente
queimado para melhorar o processo de colheita, hoje na sua maioria ¢ deixado no campo para
fins agricolas (ALONSO PIPPO et al., 2011). Devido a grande quantidade de bagaco de cana

produzido e suas caracteristicas fisico-quimicas, esse material ¢ utilizado para diversas
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finalidades, tendo destaque a producdo de racdo animal, uso na industria quimica, fabricagdo de
papel e derivados, material alternativo na formulagdo de materiais para a construgdo civil e na
producao de biomassa microbiana (DOHERTY et al., 2011), além de poder ser usado como
material adsorvente de contaminantes organicos com resultados satisfatorios (BONI et al., 2016;
VIEIRA et al., 2010; FERREIRA et al., 2015). Cada tonelada de cana-de-actcar processada gera
em torno de 140 kg de bagago (CENBIO, 2003). Entre 60 ¢ 90% do residuo ¢ utilizado pela
propria industria sucroalcooleira como combustivel para geracdo de energia e calor, porém nem
todo material ¢ utilizado, e o excedente gera problemas ambientais e de estocagem (SUN et al.,
2004).

A proibicdo da pratica da queimada em alguns locais aumentou significantemente a
quantidade de sub-produtos de cana-de-aglicar disponiveis para a industria (SEABRA et al.,
2010). Esse sub-produto excedente pode ser processado para dar origem ao etanol de segunda
geracdo através da fermentacdo da celulose, porém ¢ necessario um pré-tratamento para tornar a
celulose disponivel para a fermentagdo. O foco do pré-tratamento ¢ separar a lignina da celulose,

passo normalmente feito por processos termoquimicos.

Figura 4 - Esquema estrutural simplificado das fibras do material lignocelulosico.

—
s
—.

———= Celulose

Fonte: LEE (1997)

2.2.1 Celulose

A celulose (CsH100s)n € o bio-polimero mais abundante do planeta e o principal

constituinte da parede celular das células vegetais (BOERJAN et al., 2003), possuindo grande
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resisténcia a hidrdlise devido a sua estrutura cristalina. Foi descoberta em 1838 pelo quimico
francés Anselme Payen, que a isolou de matéria vegetal e determinou sua féormula quimica

(CRAWFORF, 1981). Sua estrutura basica ¢ demonstrada na Figura 5.

Figura 5 - Formula quimica da celulose
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Fonte: https://www.wikipedia.org/

Sua cadeia ¢ constituida por unidades de glicose, unidas por liga¢des glicosidicas B-1,4
carbono-carbono e por ligacdes de hidrogénio intramoleculares (entre unidades de glicose da
mesma molécula) e intermoleculares (entre unidades de glicose de moléculas adjacentes)
formando o dimero de celobiose (LOPES, 2017). A estrutura quimica da celulose ndo ¢
completamente uniforme na sua extensdo, possuindo regides cristalinas e regides amorfas. As
regides cristalinas sdo mantidas por ligacdes de hidrogénio intra e intermoleculares, tornando a
celulose muito resistente a tratamentos quimicos e bioldgicos, enquanto que a parte amorfa ¢
mais suscetivel a tratamentos (SILVA, 2010; LORENCINI, 2013). As enzimas utilizadas no
processo de hidrolise enzimatica quebram as ligagdes glicosidicas B-1,4, liberando glicose que
servira de substrato para a Sacharomyces cerevisiae no processo de fermentagdo alcoolica

(SANTOS, 2010).

2.2.2 Hemicelulose

A hemicelulose (Figura 6) ¢ um heteropolissacarideo com menor massa molecular se
comparado com a celulose, e ¢ constituido principalmente por pentoses (D-xilose e L-arabinose)
e hexoses (D-glicose, D-galactose e D-manose), e diferente da celulose, consiste em cadeias

mais curtas de actucares (GIBSON, 2013).
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Figura 6 — Estrutura molecular da hemicelulose
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As hemiceluloses sdo classificadas com base nos residuos de agticar da cadeia principal
da molécula, podendo ser xilanas, mananas, arabinoxilanas, arabinogalactanas e arabinana
(SILVANIA, 2013). 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). Atualmente sdo conhecidas
varias leveduras capazes de converter xilose em etanol, como a Candida succiphila, Candida
jeffriesii, Candida intermedia, Kluyveromyces marxianus, Pichia stipitis, Pichia tannophilus,
Hansenula polymorpha, Debaryomyces hansenii, Spathaspora passalidarum, Spathaspora
arborariae, produzindo etanol com diferentes graus de rendimento (HAHN-HAGERDAL et al.,
1994; TAVARES et al., 2000; GARDONYI et al., 2003; RYABOVA et al., 2003; STAMBUK et
al., 2003; NGUYEN et al., 2006; JEFFRIES et al., 2007; CADETE et al., 2009).

2.2.3 Lignina

Do latim lignum, que significa madeira, a lignina (Figura 7) esta presente na parede
celular das plantas para dar suporte estrutural, impermeabilidade e resisténcia contra o ataque
microbiano e a oxidacdo (FENGEL; WEGENER, 1984; RAES et al., 2003; CABANE et al.,

2004). E uma macromolécula tridimensional, amorfa e heterogénea, que reveste ou preenche
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espagos entre os demais polissacarideos (TAIZ & ZEIGER, 2009). Ela ¢ responsavel pela
rigidez, protecdo contra patogenos e pela baixa reatividade dos materiais lignocelulosicos
(FONSECA, 2009). A lignina diminui a eficiéncia de producdo do etanol celuldsico, pois além
de sua hidrofobicidade, ela dificulta o acesso das enzimas e acidos aos substratos, podendo ainda
promover a adsor¢do das celulases durante o processo (JORGENSEN; OLSSON, 2006;
SANTOS, 2010).

Figura 7 - Exemplo de uma possivel estrutura molecular de lignina
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Fonte: https://www.wikipedia.org/

r

A deslignificagdo de materiais lignoceluldsicos ¢ importante na obtencdo de
biocombustiveis usando bio-refinarias (CHARLTON et al., 2009; HAYES, 2013), para aumentar
a digestibilidade dos alimentos de ruminantes (VAN KUIJIK et al., 2015) e na fabricagdo de
produtos de papel (YAGHOUBI et al., 2008). Para converter a biomassa vegetal para a producao
de bioetanol ou para obter a celulose ¢ necessario um tratamento prévio antes da hidrdlise do

polissacarideo pois 0 mesmo permanece envolto pelas moléculas de lignina e hemicelulose.
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Além de reduzir a recalcitrancia da biomassa vegetal, o pré-tratamento deve minimizar a
formagao de produtos que possam interferir na etapa de hidrélise e posterior fermentacio e

também deve ser um processo com baixos custos operacionais (AGBOR et al., 2011).

2.3 Pré-tratamento biolégico

A degradacdo da biomassa lignocelulosica na natureza acontece por acdo de fungos e
outros micro-organismos, que possuem aparato enzimatico para degradar a lignina, a
hemicelulose e polifendis. O pré-tratamento feito por micro-organismos vem ganhando destaque
como uma alternativa vantajosa em relacdo as técnicas convencionais devido a ndo
especificidade quimica e ao baixo consumo de energia (MENON; RAO, 2012). Apesar da
lignina resistir ao ataque da maioria dos micro-organismos, os fungos de podriddo branca sio
capazes de degradar esse polimero de modo eficiente (WONG, 2009) pois eles produzem vérias
enzimas ligninoliticas extracelulares, como a lacase (Lac), manganés peroxidase (MnP) e lignina
peroxidase (LiP) (NAGAI et al., 2007).

Os basidiomicetos degradadores de madeira sdo tradicionalmente classificados em fungos
da podriddo branca, fungos da podriddo parda e fungos da podriddo mole (WAN; LI,
2012;CAMERON et al., 2000; SUHARA et al., 2012). Uma das diferengas entre esses grupos de
fungos ¢ a diversidade de enzimas lignoceluliticas que sdo produzidas. A principal diferenga
entre os fungos da podriddao branca e os outros tipos € que este grupo consegue produzir uma
matriz de peroxidases modificadoras da lignina juntamente com vérias outras enzimas produtoras
de H20:.

Os fungos de podriddao branca, como o Trametes versicolor, Ganoderma australe,
Pleurotus spp. e outros, podem degradar os polissacarideos da madeira atacando diretamente a
lignina e hemicelulose, causando fraturas na fibra, o que resulta em um material marrom
correspondente a lignina oxidada (MARTINEZ, 2005; ABDEL-HAMID et al., 2011). Ja os
fungos de podridao parda, como o Coniophora puteana, Gloeophyllum trabeum, Piptoporus
betulinus, entre outros, atacam preferencialmente a celulose, usando os radicais hidroxila
altamente reativos resultantes da reacdo de Fenton (MAKELA et al., 2015) e hemicelulose,

sendo a lignina pouco modificada (MARTINEZ, 2005).
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2.4 Enzimas ligninoliticas

As enzimas sdo proteinas sintetizadas dentro da célula e secretadas para fora dela, tendo
como fungdo nos fungos a quebra de macromoléculas complexas em unidades menores
(SINSABAUGHT, 1994), que serao absorvidas pela célula como fonte de carbono, nutrientes e
energia (BURNS et al., 2013). As principais reagdes catalisadas pelas enzimas ligninoliticas
ocorrem extracelularmente permitindo a despolimeriza¢do, desmetoxilagdo, descarboxilacao,
hidroxilagdo e a quebra de anéis aromaticos do substrato (HAMMAN, 2004; HORMIGA et al.,
2008 apud LOPES, 2016). A literatura destaca as maiores familias de enzimas produzidas por
fungos ligninoliticos: manganés peroxidases (MnP) (E.C:1.11.1), lacases (Lac) (E.C:1.10.3.2) e
lignina peroxidases (LiP) (E.C:1.11.1.14), sendo as duas ultimas, as mais importantes do ponto
de vista industrial (D’SOUZA et al., 2006). Elas sdo responsaveis pela oxidagdo da lignina e uma
ampla gama de compostos analogos da lignina (WINQUIST et al., 2008).

Os primeiros modelos estruturais da lignina surgiram nos anos 70 (NIMZ, 1974;
ADLER, 1977) e desde entdo novas estruturas foram descobertas através de técnicas analiticas
(KARHUNEN et al., 1995; ZHANG et al., 2006; DEL RIO et al., 2007). Antes dessas
descobertas, ndo existiam informagdes substanciais sobre a estrutura da lignina, o que impedia
estudos relacionados a sua degradacdo por micro-organismos. Ligninas sintéticas foram
utilizadas no ataque da lignina (ERIKSSON et al., 1990). Devido a complexidade dos primeiros
modelos de lignina que surgiram e aos primeiros compostos identificados como responsaveis
pela sua biodegradagdo, pesquisadores propuseram a existéncia de diferentes enzimas que
atacavam diferentes subestruturas da lignina, resultando em diferentes subprodutos (CHEN;
CHANG, 1985).

No entanto, trabalhos posteriores mostraram que os organismos ligninoliticos adotaram a
estratégia oposta. Ao invés de vdarias enzimas catalisando as diferentes reacdes observadas
anteriormente, esses fungos produziam enzimas inespecificas que atacavam os anéis aromaticos
da lignina, desestabilizando a molécula, quebrando varias ligacdes através da instabilidade dos
radicais formados (KIRK; FARREL, 1987). Mais adiante foi possivel demonstrar que apenas um
grupo de enzimas dos fungos de podriddo branca era capaz de atacar diretamente os compostos
ndo fenodlicos da lignina (MARTfNES, 2002; HAMMEL; CULLEN, 2008). Faziam parte desse

grupo as lignina peroxidases, inicialmente descrita em Phanerochaete chrysosporium, o primeiro
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basidiomiceto com genes sequenciados devido ao interesse bioldgico na degradagdo da lignina
(MARTINES et al., 2004), e as peroxidases versateis encontradas em Pleurotus (MARTINES et
al., 1994), capazes de oxidar Mn?", como a manganés peroxidase. O Mn** resultante da agio
dessas peroxidases oxidam compostos fendlicos, mas na presenga de lipideos insaturados
também podem oxidar compostos ndo fendlicos através da peroxidagdo de radicais (BAO et al.,
1994). As lacases, outro grupo de enzimas, sdo conhecidas a muitos anos em plantas, fungos e
insetos, cumprindo diferentes papeis incluindo a sintese de pigmentos, morfogénese e
desintoxicacdo (MAYER; STAPLES, 2002). Estao envolvidas no processo de pigmentagao de
esporos de fungos, na regeneracdo de protoplastos do tabaco, na viruléncia de fungos e na
lignificacdo das paredes celulares de vegetais e deslignificagdo durante o apodrecimento causado
pelos fungos, e seu uso comercial é relacionado com deslignificagdo de materiais
lignocelulésicos, produgdo de etanol, processos de biorremediacdo destinado ao tratamento de
efluentes, entre outros (MAYERS; STAPLES, 2002).

Nos ultimos anos o nimero de pesquisas relacionadas a essas enzimas tem aumentado
devido ao grande interesse na area industrial e ambiental. A ampliagdo do conhecimento nessa
area e o desenvolvimento de novas tecnologias sdo fundamentais para o barateamento dos

custos, reducdo de residuos e eficiéncia nos processos de biocatélise utilizando enzimas fingicas.

2.4.1 Manganés peroxidase (MnP)

Descoberta em Phanerochaete chrysosporium em 1983, seu notavel potencial de
degradag¢do a MnP tem sido estudado para atender as mais diversas aplicagdes biotecnoldgicas.
Alguns trabalhos demonstram que a enzima MnP junto com a lacase pode ser utilizada para
remediacdo de poluentes como a vinhaga (FERREIRA, 2009). Hirano et al. (2005) demonstrou
que a manganes peroxidase produzida pelo fungo Pleurotus ostreatus conseguia degradar
bisfenol A, composto quimico prejudicial ao sistema endocrino. Diversos estudos tém sido
realizados utilizando as MnPs de fungos de podridao branca para a biodegradacao de 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).
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Essa enzima requer o ion Mn?" que é oxidado a Mn**, podendo oxidar e despolimerizar
lignina, bem como outros xenobiodticos recalcitrantes, como nitroaminotoluenos e tintas
sintéticas (WESENBERG et al., 2003). O ciclo catalitico das MnPs ¢ parecido com o das
enzimas hemiperoxidases e da LiP. De acordo com Abdel-Hamid (2013) a enzima manganés
peroxidase ¢ ativa pela oxidagdo do H>O> formando o Composto I que ¢ um radical complexo
Fe*"-oxo-porfirina. O ion Mn?" doa um elétron para a o composto mediador porfirina para
formar Composto 11, e é oxidado para Mn® . Entdo, uma enzima nativa ¢ gerada a partir do
Composto II 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 fenolicos, tais como fenois

simples, aminas, corantes, bem como, compostos-modelo de lignina fenolica.

2.4.2 Lacases (LAC)

Na natureza, as lacases apresentam um papel multifuncional, sendo amplamente
observadas em plantas superiores, alguns insetos, bactérias e fungos e estdo envolvidas em varias
funcdes fisioldgicas, como a sintese da lignina em tecidos lenhosos (HATAKKA, 1994), a
pigmentagdo em Aspergillus nidulans e A. fumigatus, a morfogénese em Lentinula edodes e, em
Cryptococcus neoformans, lacases podem contribuir para a patogenicidade e resisténcia a
fungicidas (MAYER; STAPLES, 2002). Sao enzimas oxidativas que possuem quatro atomos de
cobre no sitio ativo (MAYER; STAPLES, 2002; WESEMBERG et al., 2003), capazes de oxidar
compostos aromdticos sem a necessidade de peroxido de hidrogénio, como as peroxidases
(DURAN et al. 2002). A producio de 4gua como subproduto torna a lacase uma das enzimas
menos poluentes (MATE et al., 2010).

A lacase foi amplamente estudada nos ultimos anos e seu uso na area de biorremediacao
tem demonstrado resultados eficientes. As pesquisas mostraram que alguns tipos de corante
presentes em efluentes da industria téxtil podem ser degradas usando lacase (CLAUS et al.,
2002; PALMIERI et al., 2005; SAYAHI et al.,, 2016). Alguns trabalhos demonstram que
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos também podem ser degradados usando lacase (LOW et
al., 2009). Estudos com lacases de Trametes villosa (FUKUDA et al. 2001), Coriolopsis
polyzona (CABANA et al., 2007) T. polyzona (CHAIRIN et al., 2013), T. versicolor, Polyporus
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pinisitus (KIN et al., 2008; MARGOT et al., 2013) e Grifola frondosa (NITHERANONT et al.,
2011) dentre outros revelaram o potencial oxidativo das enzimas para degradagao de bisfenol A,
usado na fabricacdo de polimeros sintéticos incluindo resinas epoxi e policarbonatos (FLINT et
al., 2012). Esse composto quimico possui efeitos negativos no sistema endocrino pela Agéncia

de Prote¢do Ambiental Americana (EPA) e ¢ considerado um problema social e ambiental

(MOHAPATRA et al., 2010).

2.4.3 Lignina peroxidases (LiP)

A LiP, considerada o oxidante mais eficaz capaz de catalisar a oxidacao de compostos
fenolicos e nao fendlicos, aminas aromaticas, éteres aromaticos e hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (BREEN; SINGLETON, 1999; MARTINEZ et al., 2009), ¢ muito importante no
processo de degradacao natural da lignina, produzida por diversas espécies de fungos e bactérias
(EOM; KIM, 2014). Foi descoberta no meio extracelular do fungo de podridio branca P.
chrysosporium (KIRK; FARRELL, 1987) e foi a primeira enzima estudada quanto a capacidade
em atacar compostos de lignina (TIEN; KIRK, 1984). A lignina peroxidase desse fungo se
mostrou capaz de mineralizar uma variedade grande de compostos aromaticos recalcitrantes e
oxidar compostos aromaticos policiclicos e compostos fenodlicos (RYU et al., 2008).

E uma das enzimas fungicas que possui maior potencial redox, atacando unidades nio
fenolicas da lignina através da producao de radicais intermediarios (ABDELAZIZ et al., 2016).
A LiP usa o poder oxidativo do perdxido de hidrogénio (H20O») para iniciar a degradagdo dos
compostos, catalisando a oxidagdo através de mediadores. O mediador redox mais significante é
um metabolico secunddrio fingico chamado 4lcool veratrilico (HARVEY et al., 1986;
HAMMEL; MOEN, 1991; CANDEIAS; HARVEY, 1995; GOODWIN et al., 1995), um dos
substratos redutores de maior preferéncia pela LiP, que ¢ oxidado a veratraldeido (KIRK;
FARREL, 1987).

A lignina peroxidase contém um grupo prostético heme e sua agdo depende da presenca
de H>O2, o qual oxida a enzima e o intermediario oxidado retira um elétron de nucleos
aromaticos formando radicais aril, que se decompdem espontaneamente via reagdes de carater
ionico e radicular. Porém, nem todos os fungos ligninoliticos a secretam, pelo menos, em

determinadas condi¢des de cultivo (RAGHUKUMAR et al., 1999; CARAMELO et al., 1999;



21

D’SOUZA et al., 1999). Os primeiros estudos sobre produ¢do de LiP em cultura liquida por P.
chrysosporium mostraram que a produgdo da enzima poderia estar relacionada com a quantidade
de carbono, nitrogénio e enxofre no meio de cultivo (KIRK et al., 1978). Esses estudos também
mostraram que a agitacdo da cultura promovia melhor crescimento do fungo, mas diminuia o
poder de degradagdo da lignina e também os niveis de atividade da LiP (KIRK et al., 1978;
FAISON; KIRK, 1985; LEISOLA; FIECHTER, 1985), a menos que um surfactante fosse
adicionado na formulacdo da cultura liquida (JAGER et al., 1985; ASTHER et al., 1987;
MICHEL et al., 1990).

A produgdo e a abundancia de LiP varia consideravelmente dependendo das condi¢des de
cultivo, conforme mostrado por Kirk e Farrell (1987). Algumas abordagens foram estudadas para
promover a produgdo de enzimas, como a adi¢cao de Tween80, a otimizagdo da composi¢ao do
meio de cultivo através da manipulacdo das concentracdes de nitrogénio e carbono, adi¢do de
alcool veratrilico, sais de manganés, acidos organicos, fosfolipidios, dentre outros (KAPICH et
al., 2004).

Depois da sua descoberta, o uso dessas enzimas na degradacdo da lignina foi amplamente
estudado devido a sua importancia ambiental e potenciais aplicagdes biotecnologicas (JANUSZ
et al., 2013). Um dos principais exemplos tem sido na industria téxtil, onde existe uma grande
utilizacdo de componentes quimicos durante o processo de tingimento, o que resulta em
efluentes altamente complexos e recalcitrantes. Alguns desses corantes sdo considerados
carcinogénicos e/ou mutagénicos, ¢ podem ser degradados pelas enzimas LiP e MnP (Kunz et
al., 2002), como vem demonstrando diversos estudos na area de biorremediagao de efluentes da
industria téxtil (CRIPPS et al., 1990; POINTING, 2001; ROBLES-HERNANDEZ et al., 2008;
GOMES et al.,, 2009). Pesquisas mais recentes demonstraram que além da capacidade de
degradacdo das tintas, ocorre também a diminui¢do da toxicidade dos efluentes industriais
contendo corantes (SHAHEEN et al. 2017).

Além da capacidade de degradar corantes, a LiP também ¢ eficiente na degradagdo de
diclorodifeniltricloroetano (DDT), pesticida amplamente utilizado depois da Segunda Guerra
Mundial, o explosivo trinitrotolueno (TNT) e também o policloreto de vinila (PVC) (KOLLER
et al., 2000; ABRAHAM et al., 2002; OHTSUBO et al., 2004; ROBLES-HERNANDEZ et al.,
2008; GOMES et al., 2009; WEN et al., 2009; KHAN et al. 2017). Além das diversas aplicagdes

industriais das enzimas fungicas ja mencionadas, as lignina peroxidases podem ser utilizadas



22

pela industria papeleira no processo de branqueamento do papel (BAJPAIL 2004; SIGOILLOT et
al. 2005), possuem potencial para produzir flavorizantes (LESAGE-MEESSEN etal., 1996;
LOMASCOLO et al., 1999; ZORNET et al., 2003; BARBOSA et al.,, 2008), produtos
cosméticos para a pele (BELINKY et al., 2005) e também no desenvolvimento de biossensores,

na area de nanotecnologia (CHRISTENSON et al., 2004).

2.5 Consoércio fungico

Consorcio microbiano, ou a mistura de varios tipos de organismos que agem
cooperativamente, tem sido proposto como uma abordagem eficiente para a producdo de
antibioticos e varios tipos de comidas fermentadas, e para a bio-conversao de residuos de
destilaria e esgoto doméstico (WONGWILAIWALIN, 2010). Misturas de culturas fingicas
possuem muitas vantagens comparadas com monoculturas, incluindo a melhora na
produtividade, adaptabilidade e utilizagdo do substrato (DASHTBAN et al., 2009). A sinergia
entre as enzimas ocorre quando a acdo combinada de duas ou mais enzimas conduz a uma taxa
de reagdo mais elevada do que a soma de suas acdes individuais (MANSFIELD et al., 1999). A
utilizacdo de consorcios na deslignificagdo de materiais lignocelulosicos tem sido bastante
estudada nas ultimas décadas. Wang (2013) atingiu uma taxa de 60,9% de deslignificacdo em um
consorcio composto por seis isolados bacterianos. A acdo sinérgica das diferentes classes de
enzimas envolvidas na degradacdo da celulose ¢ essencial para a eficiéncia do processo de
hidrolise.

Moléculas de tintas, por exemplo, podem ser atacadas por diferentes espécies de micro-
organismos em diferentes posi¢des, ou um metabolito secundario proveniente da primeira reacdao
um organismo pode ser usado por outro em seu metabolismo. Ghanem et al. (2015) demonstrou
que o consorcio dos fungos, Alternaria alternata e Aspergillus ustus, coletado em solo
contaminado por diesel, na presenca de elevadas doses de surfactante (Tween 80) e em
condicOes otimizadas degradou diesel de maneira eficiente em apenas sete dias. Abraham
(2014) mostrou ser possivel a remogao de inseticidas, como o endusulfan, de solos contaminados
com o uso de consorcio de bactérias e fungos. Efluentes da industria téxtil sdo umas das
principais fontes de contaminagdo de rios e lengois fredticos. Junto com a tinta, esses dejetos

também contém metais pesados, sais € poluentes organicos. A alta diversidade desses poluentes
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causa uma variedade de efeitos carcinogénicos, endocrinos e mutagénicos nos peixes € outros
animais aquaticos em corpos d'agua (ALL; SREEKRISHNAN, 2001; KARRASCH et al., 2006).
Experimentos envolvendo consércios de fungos de podridao branca mostraram ser possivel a
degradacao desses efluentes toxicos de maneira rapida e eficiente (MALAVIYA, 2007),

transformando-os em compostos menos toxicos.

2.6 Otimiza¢ao do meio de cultura

O planejamento experimental ¢ uma importante ferramenta para otimizacdo das
condi¢des de cultivo. Consiste em um procedimento onde pequenas alteracdes nas varidveis de
cultivo e processamento de um sistema sdo realizadas, podendo assim avaliar as alteracdes
sofridas pela varidvel resposta, tendo como objetivo principal a redu¢do do tempo do processo,
redugdo do custo operacional e melhoria do rendimento. A medida que esses parametros sao
ajustados, ¢ possivel melhorar o desempenho da produ¢do de determinados produtos, fabrica-los
em menor tempo ¢ melhorar o desempenho dos produtores (RODRIGUES, 2014). O
planejamento experimental ¢ amplamente utilizado, por exemplo, na industria na otimizacdo de
formulacdes de alimentos (APICHARTSRANGKOON; LEDWARD, 2002), tintas (GUPTA,
2001), polimeros (WEN; CHEN, 2000), asfalto (ROBERTS et al., 2002), concreto (RIBEIRO;
DE ALMEIDA, 2000) e vidro (PIEPEL; REDGATE, 1997). Experimentos empregando o
planejamento experimental sdo muito mais satisfatorios que os métodos classicos, que testam
uma variavel por vez, pois podem analisar simultaneamente muitas varidveis com um nimero
baixo de observacdes (MONTGOMERY, 2001). De acordo com Oh wt al. (1995) além de tempo
e custo maior, os métodos classicos podem levar a conclusdes erradas.

Dentre os obstaculos nas pesquisas relacionadas a bioprocessos € possivel incluir a falta
de modelos matematicos precisos para descrever determinado processo, erros estatisticos,
interagdo entre as variaveis e reagdes bioquimicas complexas (GILMORE; LEE, 2003). A
metodologia de superficie de resposta (RMS: response surface methodology) ¢ um conjunto de
técnicas estatisticas e matematicas usadas para planejar experimentos, construir modelos, avaliar
os efeitos dos diferentes parametros para otimizar processos (ANJUM et al., 1997, MYERS;
MONTGOMERY, 1995). Atualmente ¢ muito importante no planejamento, desenvolvimento e

formulagdo de novos produtos, e também na melhoria de produtos e processos ja existentes.
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Gragas ao desenvolvimento de softwares computacionais, essa metodologia ¢ hoje usada com
sucesso em muitas areas da biotecnologia como a otimizagdo de meios de cultivo (OOJIKAAS et
al., 1999), sintese de enzimas (ISMAIL et al. 1998), producao de acido giberélico (ESCAMILLA
et al., 2000), esterificagdao de acido latico (KIRAN et al., 1999), entre outros.

A eficiéncia dos processos e dos produtos sdo itens fundamentais para a sobrevivéncia no
mercado competitivo e inovador das industrias (PISANO, 1997). A industria biotecnolodgica e as
pesquisas académicas criaram, nos ultimos anos, uma enorme quantidade de conhecimento nas
areas de bioquimica e engenharia quimica. Desenhos experimentais estatisticos fornecem dados
em uma linguagem universal acessivel para pessoas de diferentes areas, como engenheiros e
cientistas por exemplo, que podem se comunicar melhor na hora de analisar os dados e
desenvolver melhores processos e produtos (MYERS; MONTGOMERY, 2002). A otimizacao
do meio de cultivo pelos métodos classicos, que envolvem a variagdo de uma variavel
independente (e.g. nutriente, pH, temperatura) enquanto todos os outros pardmetros sdo fixados,
demora muito tempo e sdo caros conforme o numero de varidveis do sistema aumenta. O
planejamento experimental estatistico visa diminuir os custos e tempo desses processos
(KADINARAYANA et al., 2003). A otimizagdo da produ¢ao de penicilina ¢ um exemplo bem
conhecido (SHULER; KARGTI, 2002), pois apesar de ter sido descoberta em 1928 esta droga sé
foi vendida comercialmente apds duas décadas, depois que os processos de producao foram
otimizados.

O planejamento experimental ganhou mais destaque recentemente nas areas de ciéncias
biologicas devido ao surgimento de bioprocessos relacionados a biorremediacdo e
biodegradacdo. A alta demanda e o alto custo das enzimas comerciais disponiveis impulsionam
a pesquisa relacionada a descoberta e manipulacdo de micro-organismos para aumentar sua
produtividade e para melhorar os processos que ja existem (KHUSRO et al., 2016; KUMAR et
al., 2016). Muitos estudos evidenciaram que a composi¢cdo do meio de cultura pode melhorar
consideravelmente a produ¢do de enzimas fungicas, como a LiP (MOREDO et al., 2003), com a
suplementagao de componentes estimulantes especificos como sais, compostos fendlicos e fontes
nutricionais (ASINA et al. 2017).

A umidade e o tamanho da particula de biomassa, aeragdo e o tempo de pré-tratamento,
por exemplo, sdo criticos para o crescimento do fungo e seu metabolismo para atingir uma 6tima

performance. A estimulacdao do crescimento fungico e sintese de enzimas pela adi¢ao de extrato
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de levedura foi relatado para diferentes espécies de fungos de podridao branca (SANNIA et al.,
1986; GARZILLO et al., 1992). Suplementagio com indutores, como Mn?*, HO, e compostos
aromaticos, podem estimular a secrecao de enzimas lignoceluldsicas e a degradacao de lignina
da biomassa. A adi¢ao de nutrientes geralmente aumenta a formagdo de biomassa fungica e
também facilita a colonizacdo do fungo nas areas mais profundas da biomassa (MESSNER et al.,
1998). A expressdo de lignina peroxidase, por exemplo, pode ser afetada pelo tipo de fonte de
nitrogénio e sua concentragdo (KAAL et al., 1993; Gold; ALIC, 1993; LI et al. 1994). fons
metalicos e mediadores, além de fontes adicionais de carbono e nitrogénio também podem ser
utilizados como otimizadores na producao de LiP, conforme Batool et al. (2013) demonstrou em
seus experimentos. Surfactantes, como o tween 80, também podem aumentar a
biodisponibilidade de compostos com baixa solubilidade na agua e assim aumentar a sua
degradacdo (LIU, 1980; ARONSTEIN et al., 1991; ARONSTEIN, 1992; TIEHM, 1994;
THIBAULT et al., 1996).

Tendo em vista a importancia na otimizagdo dos processos industriais, resultando em
reducdo de matéria prima e de tempo envolvendo bioprocessos, o planejamento experimental se

faz necessario e ¢ um aliado na reducao dos custos finais da producao de determinado produto.
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3. OBJETIVOS

O objetivo desse trabalho foi aumentar a producdo de lignina peroxidase a partir de
desenho experimental visando a otimizacdo do processo de produgdo enzimatica e avaliar a
capacidade de degradacao da lignina pelo consoércio de fungos denominado C5 (Tinctoporellus

sp., Marasmiellus sp. e Aspergillus sect. Flavi).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Origem dos fungos

Os isolados fungicos foram coletados em diferentes localidades, sendo o G25 oriundo de
solo de canavial, localizado na cidade de José Bonifacio, Sao Paulo, o 154 e o 155 de esponjas
marinhas Amphimedon viridis, provenientes da costa norte de Sdo Sebastido, estado de Sao
Paulo. Todos os fungos utilizados neste estudo foram recebidos em placas separadas contendo
meio malte e dgar 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 manipulagdo. Para a
reativagdo dos isolados e cultivo ao longo do trabalho, foi utilizado o meio malte MA2 (2% de
malte e 1,5% de Agar) solido e liquido (2% de malte). Os fungos foram incubados em estufa

bacteriologica a 28°C durante um periodo de 7 dias.

4.2 Cultura e manutencao dos isolados

Os fungos foram cultivados em meio solido malte agar 2% (MEA), (7,0 g de extrato de
malte, 5,25 g de agar). As matrizes dos fungos 155 = LAMAI 84/ CRM 593, Marasmiellus sp.,
154 = LAMALI 83/ CRM 592, Tinctoporellus sp., G25 = Aspergillus sect. Flavi foram repicadas,
transferidas para placas separadas e incubadas por 7 dias a 28°C.

O consorcio fungico utilizado para esse estudo foi previamente testado por Lopes (2016)
através do teste de atividade inibitdria para verificar a compatibilidade de crescimento entre os
1solados. Foi verificado entdo a total capacidade de crescimento dos 3 fungos entre si. Além
disso, este mesmo estudo constatou que o consorcio CS5 teve o melhor desempenho de
crescimento em bagaco de cana, produg¢do de enzimas ligninoliticas e deslignificacdo dentre os

outros consorcios testados.

4.3 Preparacio do bagaco

O material lignocelulosico foi obtido por doagdo de um produtor de Minas Gerais (Pouso
Alegre) que cultivava cana-de-aglcar, arroz € milho em uma mesma fazenda. O bagacgo de cana

foi previamente lavado com dgua por trés vezes para a remoc¢do dos aglcares residuais e de
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outras impurezas oriundas da fazenda, e em seguida foi seco em estufa por uma semana a 80°C
por 24 h. O bagaco foi triturado e passado em peneira com malha de 16-18 mesh para sua

homogeneizacao. A espessura da fibra do bagago obtida foi de I mm a 2 mm.

4.4 Biotratamento

O biotratamento foi realizado usando bagago de cana anteriormente processado e
destinado a etapa de fermentagdo semissolida. O estudo das condigdes de cultivo sobre o pré-
tratamento biologico do bagago de cana com o consércio empregado, a fim de se obter as
condi¢des necessarias para uma eficiente producdo de LiP e também de deslignificagdo, 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 do mar artificial (ASW: Artificial
Seawater) (ANEXO 1). A partir dessa padronizacdo ¢ que foram adicionadas as quantidades das

outras variaveis adotadas. Os diferentes ensaios foram submetidos a 7 dias de cultivo.
Parte I:

No primeiro estudo estatistico foram adotadas as seguintes varidveis independentes:
fontes de C e N, pH, indutores enzimaticos e quantidades de in6culo fungico, conforme matriz
do planejamento apresentada na Tabela 1 utilizando o software STATISTICA 7.0 (STAT SOFT,
INC. 1995). As quantidades/concentragoes das variaveis foram estipuladas com base em
trabalhos anteriores do grupo de pesquisa do Laboratério de Micologia Ambiental e Industrial,
LAMATI/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).
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Tabela 1 - Niveis das variaveis estudadas no planejamento Plackett-Burman para

deslignificacdo do bagaco de cana no PBI.

Variavel Nivel inferior Ponto central Nivel superior
-1 0 +1
1. Indculo fungico* 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
5. Extrato de levedura (g/L) 0 1
6. Alcool Veratrilico (uL) 0 10 20
7. CuSO4 (mM) 0 2,5 5
8. Tween 80 (%) 0 0,25 0,5
9. KH,PO4 (g/L) 0 0,05 0,1
10. pH 5.0 6.0 7.0

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

Para a otimizagdo da atividade enzimatica da LiP, dez parametros foram empregados,
dentre eles: cilindros de pré-indculo (1 a 3), diferentes fontes organicas de nitrogénio (peptona e
extrato de levedura), diferentes fontes de carbono (glicose e extrato de malte), Tween-80 (0 -
0,5%) e pH (5,0 - 7,0) além dos indutores de producao enzimatica, o alcool veratrilico (mM) (0 -
0,4mM) e o KH>PO4 (g/mL) (0 - 2g/mL). Esses sdao fatores citados na literatura para a
otimizacdo da produgdo de ligninases (ALAM et al., 2009; LEVIN et al., 2002; KARP, 2014).
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
disponivel em anexo (ANEXO 2) (RODRIGUES; IEMMA, 2009). Para todos os PB desse
trabalho foram acrescentados a matriz quatro ensaios no ponto central para a determinagdo do
erro padrao durante a anélise estatistica dos resultados. A agitagdo e temperatura foram adotadas
de um estudo prévio e fixados em 140 rpm e 28°C, respectivamente (LOPES, 2016).

Apds a obtencdo dos resultados gerados do primeiro planejamento do tipo PB (PB 1) foi
realizado um segundo PB (PB 2) para avaliar 5 das mesmas variaveis, citadas na Tabela 2,
totalizando 16 ensaios estruturados de acordo com a matriz PB12 em anexo (ANEXO 3)

(RODRIGUES; IEMMA, 2009). Na mesma sequéncia de experimentos, com os resultados
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obtidos no PB 2, foi realizado um terceiro PB (PB 3) para avaliar 5 das mesmas variaveis citadas
na Tabela 1, totalizando também 16 ensaios estruturados de acordo com a matriz PB12 em anexo

(ANEXO 4) (RODRIGUES; IEMMA, 2009).
Parte II:

Ao final do PB 3 foi feito um ultimo experimento para avaliar a capacidade de
deslignificacdo e producdo de ligninases utilizando somente o fungo Marasmiellus sp. (155) em

4 diferentes meios de cultivo, sendo eles:

Malte (MA2) ‘ ASW + Malte (MA2)

Sem indutores Sem indutores

Com indutores Com indutores

O meio de cultivo ASW+Malte (condicao salina) foi formulado diluindo extrato de malte
(2%) ao meio ASW, cuja formulacdo ¢ descrita no Anexo 1. Esses ensaios foram realizados a
partir da melhor condi¢do encontrada no PB3, onde somente a composi¢do do meio liquido
testado foi alterado. Os parametros fixados foram: 3 cilindros de inoculo, indutores CuSO4
(250uL) e Tween 80 (3%). No total foram feitos 16 ensaios, onde para todos os PB, foram
acrescentados a matriz quatro ensaios no ponto central para a determinagdo do erro padrao
durante a analise dos resultados.

Apds a montagem do experimento de acordo com cada condi¢do previamente estipulada
os Erlenmeyers foram identificados e incubados em shaker a 140 rpm, por 7 dias em temperatura
fixa de 28°C. Ao final do biotratamento, o caldo enzimatico bruto foi filtrado com o auxilio de
um papel filtro para separar a parte solida (bagago), que foi armazenado a -20°C. O bagaco foi

colocado em placas identificadas de acordo com cada amostra, e seco a 105°C por 24 horas.

4.5 Atividade enzimatica

A partir do caldo enzimatico extraido do processo de fermentacdo semissolida (140 rpm,
28 °C, 7 dias), foram realizados os ensaios para verificacdo da atividade enzimatica de acordo

com cada condicdo estipulada anteriormente para cada frasco. O caldo enzimatico foi
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centrifugado a 10.000 rpm, por 30 minutos a temperatura de 5°C. A partir do sobrenadante foram

avaliadas as atividades das enzimas lignina peroxidase (EC: 1.11.1.14) (LiP), manganés

peroxidase (EC: 1.11.1.13) e lacase (EC: 1.10.3.2).

a)

b)

Lignina Peroxidase: A atividade da lignina peroxidase foi avaliada por
espectrofotometria UV/VIS a partir do aldeido veratrilico produzido (&310nm= 9300M™!
cm™) na oxidagdo do 4lcool veratrilico que foi usado como substrato. A mistura foi
composta de 1 mL de tampao tartarato de soédio 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 extrato
enzimatico. A reagdo foi iniciada adicionando o peroxido de hidrogénio e o
aparecimento do aldeido veratrilico foi determinado lendo-se a absorbancia a 310 nm,
apos 10 minutos de reagdo (ARORA; GILL, 2001).

Manganés Peroxidase: A atividade da enzima manganés peroxidase foi quantificada
pelo método modificado de Wariishi et al. (1992) com a adi¢ao de 50 pL. de H2O» (2
mM) em 0,8 mL de tampao malonato de s6dio (60 mM; pH 4,5), 50 uL. de MnSO4
(10 mM), e 0,1 mL de extrato enzimatico. A formacdo do complexo Mn"*-malonato
foi acompanhada a 270 nm (g = 11590 M™! cm™) apds 5 min de reagio.

Lacase: A atividade enzimatica de lacase foi determinada por espectrofotometro pela
oxidacdo do 2,2-azino-bis-etilbenthiazolina (ABTS): a mistura continha 0,3 mL de
tampao acetato de sodio 0,1 M (pH 5,0), 0,1 mL de solucao de ABTS a 0,03% ¢ 0,6
mL da solugdo enzimatica (BUSWELL et al., 1996). A oxidagao do ABTS foi medida
pelo monitoramento do aumento da absorbancia a 420 nm, ap6s 10 minutos de

incubacao a 37°C.

Uma unidade enzimatica (U) ¢ definida como a quantidade de enzima necessaria para

oxidar 1 pmol de substrato por minuto. A atividade enzimatica ¢ expressa em U/L do caldo

enzimatico e os calculos realizados a partir da Equagao 1, derivada da Lei de Lambert-Beer.

Onde,

UL=AAxVx10°/exRxt

AA  diferenga entre a absorbancia final e inicial
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A\ volume da reagado (0,001 L em todos os casos)

10°  converte os mols do € para umols

€ coeficiente de extingdo (M cm™)
R quantidade de caldo enzimatico (L)
t tempo de reagdo (min)

4.6 Caracterizaciao do bagaco

Os substratos lignocelulosicos, na condigdo antes e apos o biotratamento foram avaliados
seguindo a norma para determinagdo 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 hidrolise acida de duas fases. A quantidade total de lignina foi
calculada com base nas quantidades de lignina 4cida (LAS) soluvel e de lignina &cida insolavel
(LAI), as quais foram obtidas por andlises gravimétricas e de espectrofotometria de UV-vis,
respectivamente. A degradacdo da lignina foi determinada pela porcentagem total de lignina
diminuida ao final do biotratamento. Esse valor foi calculado usando a diferengas entre os pesos
secos, antes e depois do biotratamento. A eficiéncia da lignina removida foi calculada seguindo a

equacao abaixo:

(Lo - LT) x 100
Lo

LR (%) =

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

Em paralelo ao célculo composicional, foram também realizadas andlises visando
correlacionar a relacdo entre a celulose e a lignina, sendo nominado de Seletividade, onde

adotou-se a razio:

% Cf

Seletividade =
eletividade % Lf
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Onde, Cy significa a porcentagem final de celulose contida na biomassa ap6s o tratamento
bioldgico, e Lr ¢ a porcentagem final de lignina contida na biomassa apds o tratamento

biologico.

4.7 Analise dos resultados

Todos os experimentos realizados neste trabalho foram feitos em tréplicas e para a

analise dos dados utilizou-se o Excel e o programa Statistica (8).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O planejamento experimental do tipo Plackett-Burman (PB) foi empregado para avaliar a
influéncia de 10 variaveis (Tabela 1) no aumento da producao de LiP e na degradacao da lignina.
O principal parametro adotado para avaliagdo do processo de otimizagdo foi o aumento na
porcentagem de deslignificagdo do bagago de cana. Apos a incubagdo dos ensaios por 7 dias foi
realizada a andlise da atividade enzimatica e da composi¢do quimica do bagaco de cana de cada
tréplica dos ensaios. Os resultados do balango de massa do bagag¢o de cana in natura nos
planejamentos experimentais foram quantificados de acordo com Sluiter et al. (2008) (PB1:
86,02%, PB2: 70,05%, PB3: 84,65% ¢ 80,31% no ultimo experimento). No entanto, o valor da
porcentagem de lignina encontrada no bagago de cana in natura no PB2 estava abaixo do que
normalmente ¢ encontrado na literatura, e em razao disso, uma analise comparativa das relagoes
entre celulose/lignina e xilose/lignina (seletividade) foi aplicada em todo o trabalho.

De acordo com os resultados das analises do primeiro PB, os ensaios que apresentaram
maior deslignificagdo foram o 17 (36,83%), composto por 2 cilindros de indculo, glicose
(0,25g/50 mL), extrato de malte (0,5 g/mL), peptona (0,05 g/mL), extrato de levedura (0,05
g/mL), &lcool veratrilico (10uL), CuSO4 (125uL), Tween 80 (0,25%), KH>PO4 (0,05g) e pH 6.0,
e o ensaio 9 (33, 61%) , composto por 3 cilindros de indculo, glicose (0,50 g/mL), peptona
(0,1g/50 mL), alcool veratrilico (20uL), CuSO4 (250uL), Tween 80 (0,50%), KH2PO4 (0,1g) e
pH 5.0.

Nos resultados de seletividade de celulose/lignina e xilana/lignina foram observados dois
maiores valores referentes aos ensaios 9 e 17, em relacdo ao valor do controle in natura,
conforme demonstrado na Tabela 2. Apds o biotratamento o ensaio 9 apresentou valores de
2,57% de C/L e 1,37% para X/L, em concordancia com os valores encontrados para
deslignificacdo. No ensaio 17 também foram observados valores altos para celulose/lignina

(1,81%) e para xilose/lignina (1,62%).
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Tabela 2 - Resultados de deslignificag@o e de seletividade (relacdo de celulose/lignina e xilana/lignina)
em todos os ensaios do PB1.

Ensaios % % % % Seletividade | Seletividade
Lignina Celulose Xilana | Deslignificaciao (C/L) (X/L)
In natura | 23,50+2.4 | 37,30+0,49 | 25,2240 - 1,59 1,07
1 20,13 34,10 17,78 14,32 1,69 0,88
2 16,06 32,05 13,53 31,63 1,99 0,84
3 19,22 36,28 15,73 18,20 1,89 0,82
4 21,41 38,55 14,86 8,88 1,80 0,69
5 21,04 35,32 20,86 10,44 1,68 0,99
6 22,78 34,04 16,33 3,02 1,49 0,72
7 18,76 36,13 14,74 20,14 1,93 0,79
8 18,74 36,19 15,45 20,23 1,93 0,82
9? 15,60 40,02 21,35 33,61 2,57 1,37
10 21,07 30,70 18,09 10,30 1,46 0,86
11 24,60 33,85 19,76 0 1,38 0,80
12 24,66 31,99 25,44 0 1,30 1,03
13 22,63 38,82 11,20 3,68 1,72 0,49
14 21,80 32,78 17,83 7,23 1,50 0,82
15 17,87 31,56 15,09 23,92 1,77 0,84
16 22,95 22,65 13,66 2,31 0,99 0,60
17¢2 14,84 26,80 24,12 36,83 1,81 1,62
18¢ 24,12 37,38 14,79 0 1,55 0,61
19¢ 17,86 32,26 8,14 23,97 1,81 0,46
20°¢ 20,47 35,44 23,12 12,86 1,73 1,13

a = melhores valores obtidos; ¢ = pontos centrais.

As andlises estatisticas do PB1 mostraram que as variaveis que tiveram um efeito negativo
na otimizacao do meio de cultura foram: extrato de malte, peptona, extrato de levedura e
KH>PO4, como mostra a Tabela 3. Nenhuma varidvel foi estatisticamente significativa na
deslignificacdo do bagaco de cana (p-valor < 0,1), e o desvio padrdo calculado para os ensaios
dos pontos centrais do PB1 foi de 3,9. Apesar disso, por apresentarem resultados positivos na
deslignificacao durante o primeiro PB, as variaveis glicose, alcool veratrilico, CuSO4 e Tween
80 foram utilizadas na estruturacdo do PB2. O sulfato de cobre ¢ conhecido por apresentar efeito
positivo para a producdo de enzimas ligninoliticas (MAKELA et al., 2013, SHANKAR, 2012),
como por exemplo indutor na producgao de LiP (ALAM et al., 2009).
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Tabela 3 — Analise estatistica do PB1.

Efeito p-valor
Variaveis 13,83374 0,000021
1. In6culo 1,31154 0,741269
2. Glicose 2,99301 0,457030
3. Extrato de malte -3,89427 0,338368
4. Peptona -4,95695 0,230194
5.Extrato de levedura -2,92575 0,466894
6. Alcool Veratrilico 5,07802 0,219910
7. CuSOq4 4,04224 0,321294
8. Tween 80 6,24832 0,139181
9. KH,PO -2,06484 0,604870
10. pH -4,97041 0,229032

Em relacdo ao comportamento da producdo de lignina peroxidase durante o primeiro
desenho experimental, pode-se concluir que os ensaios 1 (2,21 U.L!) e 12 (1,42 UL
apresentaram maiores picos de atividade enzimatica ainda que estes valores ndo sejam
expressivos. O ensaio 1 foi composto de 3 cilindros de inoculo, extrato de levedura (0,1g/50mL),
Tween 80 (0,5%), KH2PO4 (0,1g) e pH 5.0. O ensaio 12 foi composto de glicose (0,5g/50mL),
peptona (0,1g/50mL), extrato de levedura (0,1g/50mL), Tween 80 (0,5%), KH2PO4 (0,1g) e pH
7.0. O terceiro melhor ensaio, para a producao de LiP, foi o ensaio 3, apresentando um valor de
0,53 U.L!. O restante dos ensaios apresentou baixa atividade enzimatica, com valores inferiores

a 0,3 U.L"!, conforme apresentado na Figura 8.
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Figura 8 - Atividade enzimatica no PB 1 (dados equivalentes a
amostras em triplicata).
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Conforme citado anteriormente, os ensaios que apresentaram maior taxa de
deslignificacdo foram 0 9 e o 17, apresentando 33,61% e 36,83% respectivamente, enquanto que
os ensaios contendo maior atividade da LiP foram o 1 (2,21 U.L") e 0 12 (1,42 U.L!). Sendo
assim, para esse desenho experimental nao foi observado uma relagao direta entre a producao de

lignina peroxidase e a taxa de deslignificacdo, conforme demonstrado na Figura 9.

Figura 9 - Resposta da deslignificacdo e atividade enzimatica da LiP no

PBI1.
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Com base nos resultados encontrados do PB1, levando em consideracao as variaveis com
efeito positivo na deslignificagdo do bagago de cana-de-actcar, foi estruturado o PB2, contendo

5 variaveis, totalizando 16 ensaios montados de acordo com a matriz PB12 (ANEXO 2). No
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segundo PB foram fixadas as seguintes variaveis: nimero de cilindros (3), peptona (0,1g/50ml) e
KH>PO4 (0,1g). Por ndo estarem presentes nos ensaios com melhor resultado de deslignificacao,
as variaveis "extrato de levedura" e "extrato de malte" foram removidas no PB2. As varidveis

utilizadas no 2° PB e suas respectivas alteragdes em suas concentragdes estao representadas na

Tabela 4.

Tabela 4 - Niveis das variaveis estudadas no planejamento Plackett-Burman
para deslignifica¢dao do bagaco de cana no 2° PB.

., Nivel inferior = Ponto central Nivel superior
Variavel

-1 0 +1
1. Glicose (g/L) 5 10 20
2. Alcool Veratrilico (uL) 10 20 30
3. CuSO4 (mM) 2,5 5 7,5
4. Tween 80 (%) 0,25 0,5 0,75
5.pH 5.0 6.0 7.0

Os resultados do segundo PB mostraram que os ensaios com maior porcentagem de
deslignificacdo ocorreram na condicao 2 (38,58%), composto por: glicose (1g/50mL), 4lcool
veratrilico (10puL), CuSO4 (350uL), Tween 80 (125uL) e pH 5.0, e na condigao 3 (30,57%),
composto por glicose (1g/50mL), alcool veratrilico (30uL), CuSO4 (125uL), Tween 80
(375uL) e pH 5.0. Os quatro pontos centrais do PB2 apresentaram desvio padrao de 2,54
dando credibilidade aos resultados obtidos. Apesar de altos, os maiores valores de
seletividade ndo coincidiram com os maiores valores para deslignificagdo (Tabela 5), porém
os ensaios 2 e 3 apresentaram valores de seletividade (celulose/lignina) maiores que os
valores obtidos no bagago de cana in natura (1,97 ¢ 2,09), conforme demonstrado na Tabela

5.
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Tabela 5 - Resultados de deslignificagdo e de seletividade (relacdo de celulose/lignina e xilana/lignina) em
todos os ensaios do PB2.

Ensaios % % 9% Xilana % Seletividad | Seletividade
Lignina Celulose Deslignificaciio e (X/L)
In natura 18,59+4 34,56+ 0,39 16,90 £0,58 - 1,86 0,91
1 14,24 29,28 15,07 23,33 2,06 1,06
20 11,41 22,46 9,56 38,58 1,97 0,84
3 12,90 26,91 8,52 30,57 2,09 0,66
4 27,70 31,04 22,65 - 1,12 0,82
5 18,07 29,70 13,84 2,70 1,64 0,77
6 19,58 32,76 11,89 - 1,67 0,61
7 14,42 31,17 12,56 22,37 2,16 0,87
8 21,35 33,81 5,87 - 1,58 0,27
9 20,47 35,11 13,19 - 1,71 0,64
10 23,76 34,48 14,99 - 1,45 0,63
11 18,97 34,63 16,44 - 1,82 0,87
12 17,42 33,50 9,14 6,23 1,92 0,52
13¢ 17,51 31,28 13,91 5,75 1,79 0,79
14¢ 18,34 38,19 5,22 1,26 2,08 0,28
15¢ 18,95 35,51 20,45 - 1,87 1,08
16¢ 13,32 20,90 10,66 28,29 1,57 0,80

* = melhores valores obtidos; ¢ = pontos centrais.

Os ensaios que apresentaram maior atividade de lignina peroxidase no segundo
planejamento experimental foram os ensaios 6 (71,11 U.L') e 2 (31,79 U.L™"), apresentados
na Figura 10. O ensaio 2 foi composto de: glicose (1g/50ml), alcool veratrilico (30uL),
CuSO4 (125ul), Tween 80 (375ulL), pH 5.0, peptona (0,1g/50ml), KH,PO4 (0,1g) e 3
cilindros de in6culo. O ensaio 6 foi o ensaio com maior produgdo de LiP presente nesse
trabalho em todos os planejamentos experimentais, ¢ foi composto de: glicose (1g/50ml),
alcool veratrilico (30ul), CuSO4 (350uL), Tween 80 (125uL), pH 7.0, peptona (0,1g/50ml),
KH>PO4 (0,1g) e 3 cilindros de inoculo. O CuSOy4 apresentou efeito positivo na produgdo de
enzimas ligninoliticas em outros trabalhos reportados em literatura (MAKELA et al., 2013,

SHANKAR, 2012.), o que pode ter explicado o resultado expressivo de LiP no ensaio 6.



Figura 10 - Atividade enzimatica no PB 2 (dados equivalentes

a amostras em triplicata).
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No PB2 nenhuma varidvel mostrou efeito estatisticamente significativo na
deslignificacdo do bagago de cana-de-agucar, como mostra a Tabela 6. De acordo com os
dados estatisticos, as variaveis 2 (dlcool veratrilico) e 5 (pH) apresentaram efeito negativo na

produgdo de LiP. Em relagdo a produgdo de lignina peroxidase, apenas a variavel 1 (glicose)

apresentou efeito estatisticamente significativo.

Tabela 6 — Analise estatistica do PB2.

% Deslignificacao LiP

Efeito p-valor Efeito p-valor
Variaveis 9,77238 0,021252 0,531750 0,044387
1. Glicose 0,91037 0,914541 1,034167 0,081695%
2. Alcool veratrilico  10,69414  0,225131  -0,16216  0,767733
3. CuS0O4 4,81195 0,573623 0,618167 0,274202
4. Tween 80 0,59024 0,944521 0,635167 0,262014
5.pH -9,45364 0,279709 -0,48716 0,383362

 indica a variavel de efeito significativo a p<0,1.

40

As porcentagens de deslignificagdo mais expressivas foram correspondentes aos ensaios

2, 3 e 16, apresentando taxas de deslignificacdo de 38,58%, 30,57% e 28,29% respectivamente.
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No PB2 ndo foi observado uma relacdo entre a producdo de lignina peroxidase e a

deslignificacdo apds o biotratamento, conforme demonstra a Figura 11.

Figura 11 - Resposta da deslignificacdo e atividade enzimadtica da Lip
no PB2.
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A partir dos resultados obtidos no segundo PB, foi estruturado o PB3 contendo as
mesmas variaveis do planejamento experimental anterior, sendo elas: glicose, alcool
veratrilico, CuSOs4, tween80 e pH, conforme demonstrado na tabela 7. As variaveis alcool
veratrilico, CuSO4 ¢ Tween 80 sofreram reajustes nas suas concentracdes em relacdo ao

PB3, e as variaveis fixadas foram: 3 cilindros, peptona (0,1g/50ml) e KH2PO4 (0,1g).

Tabela 7 - Niveis das variaveis estudadas no planejamento Plackett-
Burman para deslignificagdo do bagaco de cana no 3° PB.

Nivel Ponto Nivel
Variaveis inferior central superior
-1 0 +1
1. Glicose (g/L) 20 30 40
2. Alcool Veratrilico (uL) 0 30 60
3. CuSO4(mM) 0 2,5
4. Tween 80 (%) 1 2

5. pH 5.0 6.0 7.0
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De acordo com as andlises dos resultados do PB3, as condi¢des que apresentaram
maiores taxas de deslignificagdo ocorreram no ensaio 16 (15,22%), contendo glicose (1,5g/mL),
alcool veratrilico (30uL), CuSO4 (125uL), Tween 80 (2%), pH 6.0, peptona (0,1g/50mL),
KH;PO4 (0,1g) e 3 cilindros, e no ensaio 4 (10,39%), contendo glicose (1g/50mL), CuSO4
(250uL), Tween 80 (3%), pH 7.0, além das variaveis fixadas. Em rela¢do a producao de LiP, o
melhor resultado ocorreu no ensaio 4 (composi¢do mencionada acima), com 3,58 UL! e no
ensaio 6, com 1,81 U.L"!, contendo glicose (1g/50mL), CuSO4 (250uL), Tween 80 (3%) e pH
5.0, conforme mostra a Figura 12.

Apesar de nao terem sido valores expressivos de atividade enzimadtica, tais como o0s
encontrados em literatura, neste desenho experimental a atividade de LiP do ensaio 4 foi
correspondente a um dos maiores valores de deslignificacdo do bagaco de cana, sugerindo que
esta enzima pode ter dado inicio ao processo de oxidagdo/redu¢do da parede celular vegetal do
bagago. Além disso, outras enzimas (oxidases e radical de cobre, celobiose, aril-alcool
desidrogenases, glucose-metanol-colina oxidoredutases e quinona redutases) que também fazem
parte do complexo sistema de quebra da molécula de lignina e que ndo foram estudadas neste
trabalho, podem ter atuado durante o periodo de incubagdo e contribuido com o resultado
alcancado. Além das enzimas citadas, alguns fungos podem produzir hidroxilas reativas pelo
processo quimico de oxidagdo de Fenton, o que proporciona a esses radicais a capacidade de
oxidar compostos presentes na cadeia da lignina. Isso torna a lignina mais acessivel a degradacao

por outras enzimas (ARANTES et al., 2011; ABDELAZIZ et al., 2016).
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Figura 12 - Resposta da deslignificacdo e atividade enzimética da Lip no

PB3.
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Os resultados de seletividade para celulose/lignina foram maiores nas condi¢des dos
ensaios 16 e 4 do que a seletividade do bagago de cana in natura, como mostra a tabela 8, o que
confirma os dados obtidos para deslignificacio. Foram observados valores altos para a
seletividade de xilana/lignina nos ensaios 16 e 4, porém valores altos também foram obtidos nos

ensaios 9 e 12. O desvio padrdo dos ensaios dos pontos centrais do PB3 foi de 2,1.
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Tabela 8 - Resultados de deslignificag@o e de seletividade (relacdo de celulose/lignina e xilana/lignina)
em todos os ensaios do PB3.

Ensaios % % % % Seletividade | Seletividade
Lignina Celulose Xilana Deslignificacao (C/L) (X/L)

In natura 23,71+7 38,33£0,61 22.61+0,37 - 1,62 0,95
1 26,11 37,01 13,20 0 1,42 0,51
2 23,36 26,33 15,82 1,44 1,13 0,68
3 23,22 30,07 14,36 2,05 1,29 0,62
4° 21,24 3492 18,32 10,398 1,64 0,86
5 24,36 36,14 15,45 0 1,48 0,63
6 22,16 30,77 12,63 6,50 1,39 0,57
7 22,56 31,10 11,35 4,82 1,38 0,50
8 25,03 35,90 15,33 0 1,43 0,61
9 24,76 37,82 21,45 0 1,53 0,87
10 25,51 33,74 19,77 0 1,32 0,77
11 25,05 33,19 11,32 0 1,32 0,45
12 26,58 40,05 23,12 0 1,51 0,87
13¢ 23,64 31,23 8,37 0,27 1,32 0,35
14¢ 24,60 34,16 13,54 0 1,39 0,55
15¢ 24,44 33,11 17,39 0 1,35 0,71
16¢® 20,10 34,78 16,09 15,22 1,73 0,80

* = melhores valores obtidos; ¢ = pontos centrais.

No PB3 nenhuma das varidveis se mostrou estatisticamente significativa na

deslignificacdo do bagago de cana-de-aglcar, conforme mostra a Tabela 9. Em relacdo a

producdo de LiP, a varidvel 1 (glicose) apresentou efeito estatisticamente significativo,

enquanto que a variavel 2 (&lcool veratrilico) apresentou efeito negativo.

Tabela 9 — Analise estatistica do PB3.

% Deslignificacio

LiP

Efeito p-valor Efeito p-valor
Variaveis 2,54610 0,065776  0,532051 0,044350
1. Glicose 1,91277 0,516856  1,034188  0,081783?
2. Alcool veratrilico 0,73965 0,800271  -0,162393  0,767499
3. CuSO4 3,72323 0,220174 0,618234 0,274313
4. Tween 80 1,35042 0,645419 0,635328 0,262060
5.pH -1,35042 0,645419  -0,487179 0,383512

 indica a variavel de efeito significativo a p<0,1.
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Com o objetivo de estudar a influéncia da 4gua do mar associada a indutores de produgao
de enzimas em um cultivo especifico, um ultimo experimento foi montado utilizando 4
diferentes meios de cultivo aplicando somente o fungo marinho Marasmiellus sp. (155). A
intencdo desse experimento teste foi avaliar o desempenho desse isolado marinho na producao de
enzimas do complexo ligninolitico (LiP, MnP e lacase) para atuar sobre a quebra/diminui¢ao da
quantidade de lignina (deslignificagdo) presente na parede celular do bagaco de cana. Neste
experimento, somente a composicdo do meio liquido testado foi alterado. Usando como base os
resultados do terceiro PB, alguns parametros continuaram fixos tais como: 3 cilindros de indculo,
os indutores CuSO4 (250uL) e Tween 80 (3%).

O meio contendo agua do mar artificial e malte sem indutores, identificado como ASW,
apresentou maior porcentagem de deslignificacdo 48% (Tabela 10), seguido pelo meio contendo
dgua do mar artificial e malte com indutores CuSOs4 (250uL) e Tween80 (3%) (ASW+),
apresentando um valor de 38%, (Tabela 10 e Figura 15). Os basidiomicetos de ambientes
marinhos, como o Marasmiellus sp. (155), combinam a habilidade de sobreviver em ambientes
aquosos salinos com o repertorio enzimatico necessario para degradar compostos recalcitrantes,
fator este que pode explicar a alta taxa de deslignificagdo pelo Marasmiellus sp. (155) nos
ensaios contendo 4gua do mar artificial.

Os resultados de seletividade (celulose/lignina) foram maiores nos ensaios ASW e

ASW+, apresentando valores superiores ao da lignina in natura.

Tabela 10 - Resultados de deslignificacdo e de seletividade (relagdo de celulose/lignina e
xilana/lignina) em todos os ensaios do ultimo experimento.

Ensai % Y% % % Seletividad | Seletividad

nsatos Lignina Celulose Xilana Deslignificaca e e

In 24,37+0,8  35,33+£0,34  20.61+0,42 - 1,45 0,84

natura
MA2 20,3 33,49 8.06 16,7 1,65 0,39
MA2+ 19,9 28,31 5,62 18,3 1,42 0,28
ASW 12,67 22,13 3,19 48 1,74 0,25
ASW+ 14,93 25,84 6,2 38 1,73 0,41

Fungos de origem marinha, como o Marasmiellus sp. (155), sdo originalmente
adaptados a meios contendo alta salinidade. Dessa maneira, a atividade ligninolitica em

condi¢des salinas pode ser considerada uma estratégia valiosa, ressaltando a importancia das
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pesquisas realizadas com fungos marinhos e seu potencial biotecnologico (BONUGLI-
SANTOS et al., 2011). O isolado 155 demonstrou habilidade para deslignificar o bagaco de
cana quando cultivado de forma isolada, apresentando altas porcentagens de deslignificagdo no
experimento utilizando agua do mar artificial. Apesar do teste de inibicao realizado por Lopes
(2016) indicar compatibilidade no crescimento dos fungos do consorcio utilizado nos
experimentos anteriores, eles podem ter competido pelos nutrientes do meio de cultivo, o que
pode ter influenciado na producdo de enzimas e favorecido a deslignificacdo pelo fungo
Marasmiellus sp. (155).

A producao de LiP teve o melhor resultado observado no ensaio ASW+, apresentando
valor de 0,49 U.L'! e no ensaio MA2+, apresentando 0,46 U.L"!. Em experimentos conduzidos
por Lopes (2016), foi detectado maior presenca de LiP nos ensaios usando o fungo
Marasmiellus sp. (155) em meios de cultivo contendo sulfato de cobre. A produ¢do de MnP foi
detectada apenas no ensaio MA2, apresentando um valor de 0,29 U.L!, conforme mostra a

Figura 14. Nao foi possivel identificar atividade enzimatica para lacase.

Figura 13 - Atividade enzimatica no 4 experimento (dados
equivalentes a amostras em triplicata).
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6. CONCLUSOES

Dada a importancia das ligninases na degradagdo de compostos recalcitrantes, como o
bagaco de cana-de-agucar, torna-se necessario o desenvolvimento de novas técnicas de producao
dessas enzimas e aprimoramento das técnicas ja existentes. No presente estudo, o planejamento
experimental do tipo Plackett-Burnman (PB) foi utilizado para investigar o efeito das varidveis
no meio de cultivo e avaliar a porcentagem de deslignificagdo do bagago apds o processo de
biotratamento.

A atividade da LiP mais expressiva foi de 71,11 U.L"! e ocorreu no ensaio 6 do segundo
PB. A maior porcentagem de deslignificagdo deste trabalho ocorreu no ensaio ASW durante o
ultimo experimento, formulado com 4gua do mar artificial e extrato de malte, onde foi utilizado
apenas o fungo Marasmiellus sp. (155), e teve como resultado um valor de deslignifica¢ao de
48%. Neste trabalho ndo foi possivel estabelecer uma correlacdo entre a deslignificagdo e a
produgdo de LiP durante os experimentos. Com exce¢do do PB3, os picos de atividade
enzimadtica da lignina peroxidase ndo coincidiram com as maiores taxas de deslignificacao.

Levando em consideracdo alguns dados positivos obtidos neste trabalho, o planejamento
experimental demonstrou potencial na otimizagdo da producdo de enzimas ligninoliticas e na
deslignificacdo de materiais lignoceluldsicos pelo consorcio fungico, além de evidenciar a
habilidade de fungos marinhos como o Marasmiellus sp. (155) na degradagdo de materiais

compostos por lignina em meios aquosos salinos.
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8 ANEXOS

ANEXO 1 - FORMULACAO DA AGUA DO MAR ARTIFICIAL (ASW)

P/ 1 litro de ASW:

MgCl2.5H20............ 10,827¢g
CaCl.2H20............. 1,509¢
SrCL.6H20..............0,02g
NaCl......oovvvieennne. 23,926¢
NazSO4...ccovevveienne 4,008g
KCl..oovoiiieiee .0,677¢g
NaHCO:s......cc..e..... 0,196¢g
KBr ...0,098¢g
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ANEXO 2 - MATRIZ PB16 CORRESPONDENTE AOS ENSAIOS DO PB1

10

1

Ensaios

10
11
12
13
14
15
16

17 (C)

18 (C)

19 (C)

20 (C)

0
0
0
0




ANEXO 3 — MATRIZ PB12 CORRESPONDENTE AOS ENSAIOS DO PB2

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




ANEXO 4 - MATRIZ PB12 CORRESPONDENTE AOS ENSAIOS DO PB3

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