UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS AGRONOMICAS
CAMPUS DE BOTUCATU

LINHAGENS FUNGICAS NA HIDROLISE ENZIMATICA DE BAGACO
DE CANA-DE-ACUCAR

ALINE CRISTINA RABONATO

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Ciéncias Agronémicas da UNESP — Campus
de Botucatu, para obtencdo do titulo de Mestre
em Agronomia (Energia na Agricultura)

BOTUCATU - SP
Setembro - 2013



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS AGRONOMICAS
CAMPUS DE BOTUCATU

LINHAGENS FUNGICAS NA HIDROLISE ENZIMATICA DE BAGACO
DE CANA-DE-ACUCAR

ALINE CRISTINA RABONATO

Orientadora: Marli Teixeira de Almeida Minhoni

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Ciéncias Agronémicas da UNESP — Campus
de Botucatu, para obtencédo do titulo de Mestre
em Agronomia (Energia na Agricultura)

BOTUCATU - SP
Setembro — 2013



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SEgﬁO TECNICA DE AQUISI(;.ﬁO E TRATAMENTO
DA INFORMA!;.E.O - SERVICO TECNICO DE BIBLIOTECA E DOCUMENTA(;.ﬁO - UNESP - FCA
- LAGEADO - BOTUCATU (SP)

Rabonato, Aline Cristina, 1985-

R116L Linhagens fungicas na hidrélise enzimatica de bagago de
cana-de-ag¢ucar / Aline Cristina Rabonato.-Botucatu:[s.n.],
2013

xiii, 69 £.: il., color., grafs., tabs.

Dissertacdo (Mestrado)- Universidade Estadual Paulista
Faculdade de Ciéncias Agrondémicas, Botucatu, 2013

Orientador: Marli Teixeira de Almeida Minhoni

Inclui bibliegrafia

1. Bagago de cana. 2. Hidrélise. 3. Enzimas de fungos.
4., Manganés. I. Minhoni, Marli Teixeira de Almeida. II.
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
(Campus de Botucatu). Faculdade de Ciéncias Agrondmicas.
III. Titulo.




Data da Realizaglo: 29 de julho de 2013



DEDICO

A Deus, por estar sempre a frente na minha vida, me

guiando, me fortalecendo e me protegendo.

Aos meu pais, Mariana Rabonato e Laercio Rabonato,

por serem os meus exemplos de luta e superacao.

A minha irma Luana Rabonato, por estar sempre ao

meu lado me apoiando e incentivando.

A minha familia, por serem a minha fortaleza e minha estrutura.

Aos meus avos, Regina Rabonato e Sebastido Rabonato

por serem os meus exemplos de vida; os pilares da minha vida.

In memorian.



"Sevocé quer transformar o mundo, experimente primeiro, promover o seu aperfelcoamento
pessoal erealizar inovagdes no seu proprio interior”.

Dalai Lama

“Confia no Deus eterno de todo o seu coragdo e ndo se apoie na sua propria inteligéncia.
Lembre-se de Deus em tudo o que fizer, e ele lhe mostrara o caminho certo.”
Provérbios (36:5)



AGRADECIMENTOS

A Coordenacdo de Aperfeicoamento Pessoal de Nivel Superior -
CAPES pela bolsa concedida.

A minha orientadora Prof?® Dra. Marli Teixeira de Almeida Minhoni,
pela oportunidade, ensinamentos, conselhos e amizade, além da paciéncia e cuidados para a
elaboracéo deste trabalho.

Ao Médulo de Cogumelos, da Faculdade de Ciéncias Agronémicas —
FCA/UNEP, por ceder o laboratério para o desenvolvimento das linhagens flngicas.
Agradeco, em especial, a Ivando Roberto Fogaca pelo apoio técnico e as amigas Djanira
Rodrigues Negrao e Stephany Viana pelas cepas de cogumelos fornecidas.

A prof* Dra. Marta Cristina Teixeira Duarte, da Divisdo de
Microbiologia do CPQBA/UNICAMP, por ceder gentilmente o seu laboratério para a
concretizagdo do projeto desenvolvido e pelos ensinamentos.

A minha eterna professora/orientadora Prof® Dra. Glyn Mara Figueira,
da Divisdo de Agrotecnologia do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e
Agricolas — CPQBA/ UNICAMP, pelo apoio, incentivo, amizade e confianca.

A Divisdo de Agrotecnologia do CPQBA/UNICAMP em especial, ao
Coordenador Dr. Marcos Nopper Alves, por ter permitido o uso das dependéncias laboratoriais
para a execucdo de algumas atividades enzimaticas.

A Fazenda Lageado, da FCA/UNESP, pelo fornecimento de farelo de
arroz para o cultivo das linhagens fangicas.

A Fazenda de S&o Manoel, em especial Flavio Eduardo Gobbo, pelo
fornecimento do bagaco de cana-de-agucar.

Ao Prof® Dr. Alcides Lopes Ledo do Laboratério de Ciéncias
Ambientais da FCA/UNESP pelos conhecimentos e por permitir a utilizacdo do laboratério
para secagem e moagem do bagaco de cana-de-agucar.

A minha inseparavel amiga Thalita Cristina Marques Cervezan, por ter

me aguentado durante os meus periodos mais turbulentos. Agrade¢co imensamente por estar



sempre a0 meu lado durante esses 5 anos de amizade, cumplicidade, confianca e
companheirismo.

A Valéria de Lima Jardim, por toda a amizade, conhecimento e apoio
durante a realizacdo do experimento e principalmente pelo fornecimento de reagentes, sem 0s
quais, ndo seria possivel a concretizagédo do trabalho.

Aos meus amigos: Danila Monte Conceicao, pelo apoio e incentivo
para a realizacdo deste trabalho; Luciana Trevisan Brunelli e Juliano Toniato pela amizade,
carinho, confianca e apoio em um dos momentos mais dificeis da minha vida.

A Camila Moreira Batista Belini pela colaboracdo durante as coletas
enzimaticas, mas agradeco principalmente por todo o apoio psicoldgico, pela amizade,
confianga, cumplicidade e compreens&o.

Aos meus amigos Felipe Vitorio Farias, Mariana da Silva Caldeira e
Maysa Areas, por serem a minha familia durante a estadia em Botucatu. Obrigada pelo
carinho, pelas risadas, pelas guloseimas no final de tarde, enfim, por todo o apoio durante essa
jornada.

Ao professor Filipe Pereira Giardini Bonfim, pela amizade, confianca
e por todo auxilio destinado a estatistica.

A banca Dra. Marli Teixeira de Almeida Minhoni, Dra. Marta Cristina
Teixeira Duarte e Dra. Meire Cristina Nogueira de Andrade. Agradeco sinceramente a Dra.
Marli Gerenutti e a Dra. Renata Duarte pela colaboracéo.

Aos meus pais e minha irm&, agradego pela paciéncia, pelo apoio,
incentivo e amor incondicional.

A minha familia e aos meus amigos que de alguma forma contribuiram

para a concretizagao desta jornada.

Obrigada!



SUMARIO

Paginas

LISTADE TABELAS . ... .ottt bbbttt Xl
LISTA DE FIGURAS ...ttt sttt ettt ettt et e st s aeesaeesbeesbeenaees X1
RESUMO ...ttt bbb bbbt bbbttt 14
SUMMARY ettt bbbt e be bt e bt s bt e h bt e Rb e e b b e eh e e she e eb e e sheesbeenbeenbeenree s 15
1. INTRODUGAO ......cooooieieieeeeeeeteee et s ettt st sttt en et 16
2. REVISAO DE LITERATURA ..ottt sasne s 18
2.1,  BIOMASSA LIGNOCELULOSICA ......oeiuiiiiieesiereestesieeeese st sse st sne s sne e e s sne e enes 18
2.2. BAGAGCO DE CANA-DE-AGUCAR .....ceeiitiiieeiiieesiteeeesteeessteeessstaesasntesesssseesssssssesnsesessnseneans 19
2.2.1. Caracteristicas do bagaco de cana-de-agUCAr ............cccoerireririniinine e 20
2.2.0.1. CRIUIOSE ...t 21
2.2.1.2.  HEMICEIUIOSE ...ttt 21
0 R TR I o o1 o - ST 22

2.3, PROCESSOS HIDROLITICOS. . .ccittestietieteareasresssesiessseesseesieesseesseesseesseenseassesssesnsessnessnssneesnns 22
2.3.1. HIArOHISE FISICA. .. .eviviiiiiiteisiee ettt 23
2.3.1.1.  EXPIOSAO 8 VAP0 ....cviiiiiiie ettt st st 23
2.3.1.2. Explosao de Fibra por Amonia (AFEX) ......ccccoeveiiiieiieiesece e 23
2.3.1.3.  EXPIOSA0 A CO2.....c.eeceeee ettt 23
2.3.1.4.  Agua QUENTE PIESSUMIZAUA .........c.veveeereereeeeeeneeeeess s neeneeseneas 24

2.3.2. HiIdroliSe QUIMICA .....couiiueiiiieiiiieieeit ettt 24
2.3.2.1. HiIdrOlise ACIAA. ......c.eviuiiiiiiieiee e 24
2.3.2.2.  Hidrolise alCaling...........ccceoiiiiiiiici e 26
2.3.2.3.  Hidrolise NZIMALICA. .........cceieuiiiie e 26
2.3.2.4.  LACASE ... .etiieeieeeeet sttt 29
2.3.2.5.  MaNQanBs PErOXiOASE ........ccueveuiriirierieieisie sttt 30
2.3.2.6.  LigNINa PErOXIGASE ......c.eeiviriiiiieiieie sttt 32

2.4.  COGUMELOS BASIDIOMICETOS COM POTENCIAL ENZIMATICO ...cvveuveiiiieniieieneesiesieeeenene 33

3. MATERIAL E METODOS.......ooiieiieeiet ettt st 34

3.1. Y = T 34



3.1.1. Biomassa agroiNdUSEITal ...........cceiiiiiiiiii i 34
3.1.1.1.  Redugao granUIOMELIiCa.........ccovevierereieiese e 35
3.1.1.2. Remogdo de agucares residuais N0 bagago de Cana..........cccueeererereeierenenereeneas 35

3.1.2. LiNhagens fUNQICAS ........ccvcieieiecieceee ettt sttt re e nas 35
3.1.2.1.  Multiplicacio das LiNNAgeNnS...........ccceiiiieieiireeieiese st 35

3.1.2.1.1 Cultivo em meio de cultura SOlda ...........cooeiiiiiiienie e 35
3.1.2.1.2 Cultivo em meio de cultura HQUIdO..........cccerieiveiiiiiieieeece e 36
3.2, METODOS ANALITICOS ..utiutiriieesretesiesieesee et s et nesne b s nneane e nnenr s enes 37

3.2. 1. HIArOlISE ACIAA.......ecueiveieieieiieese e bbbt 37

3.2.2. Concentragdo de agucares redutores (AR).........coovreieinirenineise e 37

3.2.3. Determinagdo dos constituintes do DagACO...........cervriririiiniicr e 38

I B O 0] (<] g [or: (oI Fo LT VA o - PSSR 40

3.3, HIDROLISE ENZIMATICA ...ttt sttt ettt 40

3.3.1. ALIVIAAOE BNZIMALICA ..ot bbb 41
3.3 L L LACASE...ciueeii ittt s 41
3.3.1.2.  ManQants PEIOXIASE ......cuerverrieieieriesiieiesiesieeee e ste e e see e sre e seesresseeneeseesnas 41
3.3.1.3.  LigNiNa PEIOXIGASE .....veivveiveeiieiiteestee st e ste et ste e ste e s e e tae st e esteesreesreenne e 41

3.3.2. Delineamento eXperimental............ccoieiiiiieienese e 42

4. RESULTADOS E DISCUSSAOQ .......covviieeieeeeeiieeisieesssiesisssses s s s ssssessssanessnanness 43
4.1.  CARACTERIZAGAO DOS CONSTITUINTES FIBROSOS DO BAGAGO DE CANA-DE-AGUCAR....... 43
4.1.1. Tratamento do bagaco de cana para hidrolise enzimatica ..........cccocvvevevererveiereennnnn 44

4.2. DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA ....ooeiiiiieeiiee e e siee e s sieeesstteeessneneessntneesnnneee e 45

4.2.1. Atividade enzimatiCa de laCaSE..........coreieiriiiieree s 45

4.2.2. Determinacdo da Lignina PeroXidase ..........cccooeiererieieininenie e 46

4.2.3. Determinagdo da Manganés PEroXidaSe ..........ccccerererirerienienieiesise e 47

4.2.4. Dados aCUMUIALIVOS. .....c..coviiiiiiiiiiiii e 48

4.3. DETERMINAGAO DE ACUCARES REDUTORES .....uveeiiuiieeesiteeeesreeesstreessssnsessssnsssssssssnsneseanns 49

4.3.1. Hidrdlise enzimatica do bagago de CaNa...........cccceiueieeiieiie i 49
4.3.1.1. Quantificagdo do teor de glicose ao 10ngo do teMpPO ......cccevvvverieiinieiieneiienns 49
4.3.1.2. Dosagem de glicose em fungéo do tratamento apos 15 de incubacéo................ 51

4.4.  ESTIMATIVA DE ETANOL SEGUNDO A LEI GAY-LUSSAC ......ccoiiiiiiiiiiiiiiisicese e 53



5.
6.

7.

CONGCLUSODES ...ttt

ANEXOS

6.1. PRODUGAO DE GLICOSE POR DIA DE INCUBAGAO ......vvveiiiiiieiiie e e ctee e s site e sntee e e snee e snnnee s
REFERENCIAS ..ot



Xl

LISTA DE TABELAS
Paginas
Tabela 1. Composi¢do média da fibra do bagaco de cana-de-actcar conforme descrito por
Rosa; Garcia, (2009)

Tabela 2. Rendimento porcentual de glicose apds combinacao de processos quimico, fisico e
(0] T0] (o0 oo TSP 25

Tabela 3. Atividade enzimatica (U mL™) das enzimas lacase, lignina peroxidase e manganés
PErOXIAASE APOS 27 IS, ..ouveueeueeteeieiierie ettt sttt st et st e st seebestesee st et e e eneesearenaeenns 48



Xl

LISTA DE FIGURAS
Paginas

Figura 1. Principais constituintes do bagaco de cana-de-actiicar (MURPHY; MCCARTHY,

2000)..... e+ eeee ettt ettt ettt ettt et ettt ettt et e e et et et et ettt 20
Figura 2. Representacio da cadeia linear de celulose (TIMAR-BALAZSY, 1998)..........ccouu..... 21
Figura 3. Representacdo da hemicelulose (MCDOUGALL, 1993).......cccccevvvviivicvieieeie e 21
Figura 4. Representacdo da lignina (FENGEL; WEGNER, 1991).........ccccciiiiiinininiieiecneeiens 22
Figura 5. llustracdo de hidrolise da celulose catalisada por acidos (OGEDA; PETRI, 2010)........ 25
Figura 6. Esquema da ac&o da celulase sobre a molécula de celulose (TEBEKA et al., 2009)......26

Figura 7. Esquema para a biodegradacao de lignina, incluindo rea¢Ges enzimaticas e ativagdo de
OXigénio (MARTINEZ €t al, 2005)........ccuciieieieieiiie et sttt sresre e e nne s 28

Figura 8. Local de armazenamento de bagago de cana-de-a¢Ucar na Usina Sdo Manuel............... 34

Figura 9. Incubacdo das linhagens fingicas em meio de cultura liquido enriquedo de bagaco de

Figura 11. Bagago de cana sem tratamento e tratado com HzSOy4 7%0.....ccevveieieieieieiieieseie 38

Figura 12. Saquinhos de tecido TNT contendo amostras de bagago de cana com e sem tratamento
acido HZSO4 AT 39

Figura 13. Amostras submersas em banho termostatil...............cccooviiiiiiciicicc e 39

Figura 14. Composi¢do quimica do bagaco de cana-de-agicar com e sem tratamento acido (H,SO,

Figura 15. Dosagem de glicose na agua de lavagem do bagaco da cana submetido a diferentes

LR L= 1< L T 44

Figura 16. Cinética de producédo da enzima lacase para os cogumelos Lentinula edodes, Pleurotus

eryngii, Pleurotus ostreatus e Pycnoporus sanguineus cultivados em meio liquido de bagaco de



X1l

Figura 17. Cinética de producdo da enzima lignina peroxidase para os cogumelos Lentinula
edodes, Pleurotus eryngii, Pleurotus ostreatus e Pycnopor us sanguineus cultivados em meio

[IQUIAO dE DAGJAGO A8 CANA.......eeereeiiiiiteit ettt bbb ettt 46

Figura 18. Cinética de producdo da enzima manganés peroxidase para os cogumelos Lentinula

edodes, Pleurotus eryngii, Pleurotus ostreatus e Pycnoporus sanguineus cultivados em meio

[IQUIAO A DAGAGO A CANA.......eveierieiietiiteie ettt b et r e ne e 47
Figura 19. Variacdo da dosagem de glicose durante o periodo hidrolitico........c..ccccevvrvrierieriennnne. 50
Figura 20. Teores de glicose obtidos em funcdo do tratamento apos 15 dias de incubacéo........... 51

Figura 21. Estimativa dos teores de etanol a partir dos valores de glicose obtidos....................... 53



14

RESUMO

A producéo de bioetanol e de agucares a partir do caldo de cana gera
como um dos subprodutos, o bagaco. Atualmente, esse Ultimo, uma biomassa industrial
lignoceluldsica, pode ser aproveitado para producdo de etanol de segunda geracao, desde que
previamente submetido a processos hidroliticos para gerar acucares fermentesciveis. O
objetivo deste trabalho foi estimar a producdo de bioetanol a partir desta biomassa
agroindustrial. Para tanto, foram utilizados os cogumelos Lentinula edodes, Pleurotus
ostreatus, Pleurotus eryngii e Pycnoporus sanguineus como potenciais fontes produtoras das
enzimas lacase, manganés peroxidase e lignina peroxidase, capazes de hidrolisar o bagaco de
cana-de-agUcar. As maiores atividades enzimatica observadas para L. edodes, P. ostreatus, P.
sanguineus e P. eryngii para lacase foram de 39,23 U™ ao 25° dia de incubacéo, 2,5 U™ e
80 U™ a0 27° dia de incubacéo, e 16,45 U™ a0 15° dia, respectivamente. As enzimas MnP e
LiP ndo apresentaram resultados expressivos. A hidrdlise enzimatica do bagaco de cana in
natura (32,17% de hemicelulose, 52,45% de celulose e 10,62% de lignina) e o bagaco de cana
hidrolisado com H,SO, 7,0% (0,20% de hemicelulose, 68,82% de celulose e 25,33% de
lignina) foram avaliados para cada conjunto enzimético obtido. Comparado aos demais, as
enzimas produzidas pelo P. sanguineus incubado em bagaco in natura apresentaram uma
melhor eficiéncia na conversido dos aglicares, com teor médio de 0,14 g™ de glicose. Embora
0s baixos teores de glicose determinada nesse trabalho, em relagdo com a literatura, pode-se
afirmar que as enzimas lacase, manganés peroxidase e lignina peroxidase, demonstraram ter

potencial hidrolitico, principalmente para as produzidas pelo fungo P. sanguineus.

Palavras-chave: bagaco de cana-de-acucar, hidrolise enzimatica, lacase, manganés peroxidase,

lignina peroxidase, fungos basidiomicetos.
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SUMMARY

The production of ethanol and sugar from sugarcane juice bagasse is
generate byproduct. Currently, the bagasse, an industrial lignocellulosic biomass can be used
for production of second generation ethanol, since when submitted to hydrolytic processes
generate fermentable sugars. The objective of this study was to estimate the production of
bioethanol from this agro biomass. Lentinula edodes, Pleurotus ostreatus, Pleurotus eryngii
and Pycnoporus sanguineus were used as potential sources producing enzymes laccase,
manganese peroxidase and lignin peroxidase, capable of hydrolyzing the sugarcane bagasse.
The highest activity of enzymes, observed for L. edodes, P. ostreatus, P. sanguineus and P.
eryngii were to 39.23 U™" laccase after 25 days of incubation, 2,5 U™ and 80 U™" after 27
days of incubation, and 16,45 U™ on 15 day, respectively. MnP and LiP showed no
significant results. The enzymatic hydrolysis of sugarcane bagasse in natura (32,17%
hemicellulose, cellulose 52,45% and 10,62% lignin) and bagasse hydrolyzate with 7,0%
H.S0O4 (0,20% hemicellulose, 68,82% to 25,33% cellulose and lignin) were evaluated for each
enzymatic obtained. Compared to others, the enzymes produced by P. sanguineus incubated in
sugarcane bagasse showed better efficiency in getting glucose with an average grade of 0,14 g’
- Although low levels of glucose determined in this work, in relation to the literature, it can
be stated that the enzymes laccase, manganese peroxidase and lignin peroxidase, demonstrated

good hydrolytic potential, especially for those produced by the fungus P. sanguineus.

Keywords: sugar cane bagasse, enzymatic hydrolysis, laccase, manganese peroxidase, lignin

peroxidase, basidiomycetous fungi
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1. INTRODUCAO

A pesquisa por energias renovaveis cresce a cada dia, 0 que torna
grande o investimento financeiro nessa area. O Brasil tem potencial para a implantacdo de
novas alternativas e, entre elas, destaca-se o aproveitamento de biomassa agroindustrial, tal
como 0 bagaco de cana-de-agUcar. Essa biomassa € rica em compostos lignocelulésicos
(lignina, celulose e hemicelulose), os quais representam mais de 90% da massa seca total
(CANILHA et al., 2010). A celulose e a hemicelulose comp6e a maioria deste, representando
cerca de 60-70% (McCARTHY; TIEMANN, 1998). Além da queima para a geracdo de calor,
0 bagaco de cana pode ser utilizado para obtengéo de etanol de segunda geracéo.

Para a producdo de etanol lignoceluldsico, € necessario realizar um
pré-tratamento acido ou alcalino no bagaco, seguido de hidrélise enzimatica. Na hidrdlise
acida, o catalisador tem sido o &cido sulfarico H,SO, diluido (1% - 9%). Na sequéncia, a
hidrélise enzimatica consiste na degradacgéo bioldgica do material por enzimas produzidas por
fungos e/ou bactérias (CHANDRASHEKHAR et al., 2011).

As enzimas celulases sdo eficientes na degradacdo de celulose, sendo
as mais comuns no processo (BARRICHELO; BRITO, 1985). Diversos tipos de
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microrganismos sdo potencialmente produtores de celulase, mas, para isso, precisam ser
submetidos a condigdes adequadas.

Sabe-se que os fungos degradam varios compostos orgénicos obtendo,
entre outros elementos, carbono e nitrogénio, necessarios para 0 seu crescimento. Tal
capacidade credencia estes fungos como ferramentas na reciclagem de subprodutos
energéticos, oriundos de diferentes atividades agroindustriais (GRIFFIN, 1994). Desde modo,
0 emprego de fungos para a conversdo de biomassa de derivacdo agricola torna-se altamente
recomendéavel.

A fim de viabilizar o processo e tornd-lo altamente econémico, tem
sido utilizados fungos de facil disponibilidade e baixo valor comercial, como Lentinula
edodes, Pleurotus ostreatus, Pleurotus eryngii e Pycnoporus sanguineus, como potenciais
fontes enziméticas das enzimas lacase, manganés peroxidase (MnP) e lignina peroxidase
(LiP). Esses cogumelos, expostos a biomassas lignocelulésicas, representam o principal
exemplo da conversdo direta de residuos de baixo grau, em um artigo com valor agregado
elevado com beneficio para 0 homem e uma fonte produtora de metabdlitos comercialmente
importantes (BUSWELL; CHANG,1993). Deste modo, o presente trabalho visou cultivar as
espécies L. edodes, P. ostreatus, P. eryngii e P. sanguineus a fim de obter as enzimas lacase,
MnP e LiP para posterior ensaios hidroliticos. A partir da obtengdo destas enzimas pelos
microrganismos, cada conjunto enzimatico foi utilizado para hidrolisar amostras de bagaco de
cana-de-acUcar e, posteriormente, para a dosagem da quantidade de agUcares fermentesciveis

formados.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Biomassa Lignocelulésica

A produgdo do bioetanol pode ser realizada de forma primaria, ou seja,
pela fermentacdo de agUcares presentes no caldo da cana, beterraba, milho, entre outros, e de
forma secundaria, proveniente de biomassas oriundas de agroindustrias.

A obtencdo de bioetanol secundario tem sido mundialmente atrativa,
visto que, a busca por um mercado autossustentvel tem motivado a pesquisa cientifica e o
avancgo tecnologico na area de novos combustiveis ecoldgicos. Segundo Aguiar (2011), a
utilizacdo e reciclagem de biomassa agroindustrial podem minimizar os problemas ambientais
ligados ao acimulo de gés carbonico e reducdo de combustiveis fosseis.

Dentre as biomassas agroindustriais, destacam-se as de composi¢éo
lignoceluldsica oriundas de varios processos agricolas e incluem palhas, cascas, cavacos,
madeiras duras, madeiras moles, residuos das inddstrias de papel, bagacos diversos, entre
outros. Sdo fontes renovaveis e disponiveis em grandes quantidades. As caracteristicas fisicas,
quimicas e bioldgicas destes residuos sdo variaveis em funcdo do tipo e idade do vegetal,

manejo de cultivo, caracteristicas do solo e clima e processo industrial. A biomassa
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lignoceluldsica é composta, em média, de 35-50% de celulose, 20-35% de hemicelulose e 10-
25% de lignina, além de pequenas quantidades de outros componentes, tais como extrativos,
cerca de 5-20% (AGUIAR, 2011).

As fracdes de hemicelulose presentes no colmo e as folhas da cana-de-
acUcar apresentam teores elevados de acUcares por se tratar de um composto complexo
formado por pentoses (OLIVEIRA, 2012). Além dos acucares arabinoxilanos, betaglucanos e
xiloglucanos, a hemicelulose contém pectinas, que juntas perfazem um total de 70% dos
acucares presentes na parede celular da cana, o que pode aumentar significativamente a
producdo de etanol de segunda geragéo.

As hemiceluloses e as pectinas possuem muitos aglomerados de
acucares de cinco carbonos (pentoses) que sdo indigestos a levedura Saccharomyces
cerevisiae, a qual utiliza a glicose e a frutose derivada da molécula de celulose. Em
concordancia com Oliveira (2012), pode-se afirmar que, um melhor aproveitamento das
pentoses pode aumentar a producdo de etanol em mais 5 bilhdes de litros/ano, o que,

atualmente, é de 25 bilh&es de litros por ano no Brasil.

2.2. Bagago de cana-de-acucar

Entre as biomassas agroindustriais de maior importancia no Brasil, o
bagaco de cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.) ocupa uma posi¢éo destaque. Pandey e
Soccol (2000) enfatizam que este residuo tem concentracdo elevada de carboidratos, é de
baixo custo de colheita, de transporte e de armazenagem e de fécil utilizacdo, o que torna este
residuo matéria-prima de muitos processos e produtos.

Por ser uma biomassa composta majoritariamente por celulose,
hemicelulose e lignina, o uso do bagaco na producdo de inimeros produtos de interesse
industrial confere a estes um valor agregado muito maior. Dentre esses produtos, estdo
polimeros, acidos (acético, succinico, urbnico, entre outros), monossacarideos, fenol, xilitol,
sorbitol e produtos quimicos em geral. Ainda, esta biomassa é altamente considerada para a
producéo de etanol de segunda geracao.

Estima-se que a conversdo do bagaco a etanol resulta num aumento de

30% na producdo de &lcool, sem a necessidade de se aumentar a &rea agricola de plantio da
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cana. Esta pratica evitaria assim a grande polémica sobre a substituicdo de terras agricolas
destinadas ao plantio de alimentos pela lavoura de cana-de-agucar (GONCALVES, 2007).

2.2.1. Caracteristicas do bagaco de cana-de-agucar

Do ponto de vista fisico, 0 bagaco de cana-de-acUcar é constituido por
quatro fracdes distintas, cuja porcentagem média é 45% de fibra ou bagaco, 2-3% de solidos
insoluveis, 2-3% de sélidos soltveis e 50% de 4gua (TAUPIER; RODRIGUES, 1999).

De acordo com Escobar (2010), a composicdo fibrosa média do bagaco
(Figura 1) tem 40% de celulose, 25% de hemicelulose, 25% de lignina e 10% de outros
constituintes (Tabela 1). Estas concentracfes podem variar de acordo com a idade da planta e
do bagaco propriamente dito, condi¢BGes edafoclimaticas, processamento industrial, entre

outros.

Figura 1. Principais constituintes do bagaco de cana-de-aclicar (MURPHY; McCARTHY,
2009).

Tabela 1. Composi¢do média da fibra do bagaco de cana-de-agUcar conforme descrito por
Rosa e Garcia (2009).
Composicao média da fibra do bagaco de cana-de-acUcar (%)

Celulose 26,6 - 54,3
Hemicelulose 143-24,4
Lignina 22,7 - 29,7
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2.2.1.1. Celulose

A celulose é um homopolissacarideo linear ndo ramificado que
consiste em unidades de glicose unidas por liga¢des glicosidicas do tipo B-1,4. Na figura 2
tem-se a representacdo da cadeia linear da celulose, formada de vérias unidades consecutivas
de celobiose, um dissacarideo de D-glicose. As longas cadeias de glicose combinadas formam
microfibrilas que tornam a celulose resistente. O conjunto de microfibrilas sdo organizadas em
lamelas, para formar a estrutura fibrosa das varias camadas da parede celular vegetal. As
microfibrilas de celulose s&o revestidas com hemicelulose e embebidas em lignina, formando

os materiais lignoceluldsicos (JOHN et al., 2002).

Figura 2. Representacio da cadeia linear de celulose (TIMAR-BALAZSY, 1998).

2.2.1.2. Hemicelulose
A hemicelulose € um heteropolissacarideo formado por uma mistura

complexa de acucares altamente ramificados (Figura 3). A xilose constitui o maior
componente da hemicelulose, fazendo parte de um complexo de carboidratos poliméricos cuja
estrutura corresponde a um polimero de D-xiloses unidas por ligagdes p-1,4 (BALAT et al.,
2008). Os xilanos, arabinoxilanos, galactomananos, glucomananos e xiloglucananos séo as
classes mais frequentes de hemicelulose.

OH

o
H,C 0
HO OH
oH o OCH.
HO o a =wO o o 0 OH
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OH
Figura 3. Representacdo da hemicelulose (McDOUGALL, 1993).
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2.2.1.3. Lignina

A lignina (Figura 4) €é um polimero derivado de grupos
fenilpropandides, repetidos de forma irregular, que tém sua origem na polimerizagdo
desidrogenada dos alcoois coniferilico, p-cumarilico e sinapilico (HENDRIKS; ZEEMAN,
2009). Os polimeros fenilpropandides da lignina sdo altamente condensados e muito
resistentes a degradacdo. A lignina € o mais importante componente ndo-carboidrato da
biomassa lignocelulésica. Ela é depositada na rede de carboidratos da parede celular

secundaria das plantas, durante o seu crescimento.

Figura 4. Representacdo da lignina (FENGEL; WEGNER, 1991)

2.3. Processos hidroliticos

A hidrolise de celulose permite a conversdo desta em glicose
[(CéH100s5)n + H,O — n CgH1206)]. O processo pode ser fisico, quimico ou biolédgico, sendo
catalisado por temperaturas e pressdes elevadas, éacidos (ou bases), e enzimas,
respectivamente, ou combinacdes destes.
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2.3.1. Hidrolise Fisica

2.3.1.1. Exploséo a Vapor

A explosdo a vapor consiste em submeter a biomassa celulésica a
temperaturas e pressoes elevadas. Estas condi¢Ges severas causam um rearranjo estrutural da
parede celular da biomassa, expondo assim a lignina, a celulose e a hemicelulose a
subsequente conversdo em agucares (RAMOS, 2000).

As condigdes Otimas de temperatura e tempo de exposi¢cdo podem
variar de 160 °C a 270 °C, por periodos de 1 a 20 minutos, sendo que, em condic¢des severas,
ocorre perda consideravel de acucar (SUN et al., 2002). Além de degradar fracdes de agUcares,
esse processo pode afetar a formagdo de outros subprodutos. Nesse caso, alguns compostos
podem ser utilizados para melhorar esse processo tais como acido sulfdrico, didxido de

enxofre ou gas carbdnico.

2.3.1.2. Explosdo de Fibra por Amonia (AFEX)

Esse método utiliza amdnia liquida na dose de 1 a 2 Kg por Kg de
biomassa celuldsica. As temperaturas utilizadas nesse processo sao de 90 a 100 °C e os tempos
de exposicdo variam entre 10 a 60 minutos.

Por ser um tratamento alcalino, as taxas de solubilizacdo de
hemicelulose e lignina s@o pequenas. Sua eficiéncia diminui com o teor elevado de lignina na
biomassa. Este tratamento tem as vantagens de ndo produzir compostos inibidores aos

tratamentos biologicos, fermentacao e digestao.

2.3.1.3. Explosdo de CO2

Os gases também podem ser utilizados na explosdo de biomassa
lignoceluldsica ocasionando a exposicdo da lignina, celulose e hemicelulose a subsequente
conversdo em acucares. O dioxido de carbono submetido a temperatura de 31 °C e pressdo
elevada (72,9 atm/7,39 MPa), comporta-se como um fluido supercritico. Nesta condicdo, o
CO, expande-se como um gas, preenchendo os espagos da biomassa; mas, a sua densidade ¢
semelhante a de um liquido. A utilizacdo de CO, supercritico oferece véarias vantagens, uma

vez que ndo é toxico, ndo inflamavel, de facil recuperacéo apos extracdo e nao poluidor.
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As moléculas de CO, sdo pequenas, de facil penetracdo na biomassa
lignoceluldsica, assim como acontece com a agua e aménia. O CO, age na deslignificacdo e
aumenta a area de superficie acessivel ao ataque enzimatico subsequente. Isto é em parte
devido a formacdo de acido carbbnico, quando CO, ¢ dissolvido em &gua, 0 que ira atuar na
hidrélise da hemicelulose. A eficiéncia pode melhorar com o uso de co-solventes tais como

etanol-agua ou acido acético-agua.

2.3.1.4. Agua Quente Pressurizada

Consiste em cozinhar os materiais lignocelulosicos em &gua quente
sob pressdo, com temperaturas entre 180 °C e 270 °C. Esse processo expbe as fibras de

celulose, tornando a superficie destas, acessiveis e mais susceptiveis ao ataque enzimatico.

2.3.2. Hidrdlise quimica

2.3.2.1. Hidrodlise acida

Esse método utiliza solugdes diluidas ou concentradas de &cidos
comumente utilizados nas industrias, tais como acido cloridrico, &cido nitrico, acido
carbonico, com grande destaque para o 4cido sulfurico, ao qual apresenta uma maior eficiéncia
No processo.

O processo com acidos diluidos utiliza temperaturas e pressdes
elevadas variando de 180-230 °C, com tempos de reacdo de segundos a minutos, o que facilita
0 uso de processos continuos. Ja os processos com acido concentrado sdo conduzidos em
baixa temperatura (cerca de 30 °C), com tempos de reagdo tipicamente curtos.

De acordo com Hamelink et al. (2005), a combinacdo de alguns
processos, sejam eles fisicos, quimicos e/ou bioldgicos, podem aumentar significativamente o
rendimento da glicose, apés a hidrdlise (Tabela 2). O uso de um método fisico é essencial para

a viabilizacdo do processo hidrolitico.
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Tabela 2. Rendimento porcentual de glicose apds combinagdo de processos quimico, fisico e
biolbgico.

) Rendimento
Metodos Consumo Temperatura, °C  Tempo ]
de glicose, %
Acido diluido @ <1% H,SO, 2150 3 min 50 a 70
Acido concentrado @ 30 a 70 % H,SO, 40 ® 2a6h 90
Enzimatico ® Celulase 70® 36 h 75a 95

@ = método quimicos; ¥ = método fisico; ® = método bioldgico.

A hidrolise acida inicia-se com a protonacdo do oxigénio glicosidico
com posterior quebra da ligacdo. O carbocéation gerado € liberado pela deslocalizagdo do par
de elétrons existente sobre o oxigénio do anel glicosidico, adjacente ao carbono. O ataque
nucleofidico da agua sobre o carbono com regeneragdo do &cido, encerra a etapa de

despolimeralizagdo ou de producéo da glicose (Figura 5).
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Figura 5. llustracdo de hidrdlise da celulose catalisada por &cidos (OGEDA,; PETRI, 2010).

Durante o processo de hidrdlise, h& liberacdo de xilose que é
rapidamente degradada a furfural e outros co-produtos de condensagdo, 0s quais S0
inibitorios a microrganismos (RAO et al., 2006). Além de formar compostos inibidores para
subsequente fermentacdo, a hidrélise acida apresenta outros problemas, tais como, condigdes
de manuseio severas (pH e temperatura) e custo de manutencdo elevado, devido a problemas

de corrosao.
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2.3.2.2. Hidrodlise alcalina

Esse método utiliza compostos alcalinos para hidrolisar residuos
agricolas de baixo valor nutritivo. O Hidroxido de Sédio, NaOH, € o reagente mais utilizado
nesse processo, embora muitos outros compostos importantes também sdo empregados como o
hidroxido de célcio Ca(OH),, a amdnia anidra NH3 e o cal virgem (Oxido de Célcio, CaO).

Esses agentes atuam solubilizando parcialmente a hemicelulose além
de proporcionar o aumento na digestdo da celulose. Embora a literatura apresente resultados
positivos ao uso do NaOH, Mari e Nussio (2004) relatam que a utilizagdo do tratamento de
cana-de-acicar com NaOH ndo demonstrou diferencas entre o produto tratado quando
comparado ao sem tratamento. Uma das justificativas para essa observacdo seria o tamanho de

particula da cana-de-agUcar apés o corte.

2.3.2.3. Hidrodlise enzimatica

O processo de conversdo da celulose a glicose, catalisada pela enzima
celulase, possui baixa eficiéncia quando comparada aos demais processos hidroliticos. A
celulase tem dificuldade de interacdo com os sitios ativos do substrato, face a estrutura
altamente cristalina da celulose. De acordo com Ogeda e Petri (2010), o rendimento de agucar
é menor que 20%, engquanto que, se uma etapa de pre-tratamento for utilizada, pode alcancgar
niveis de até 90%. Isso ocorre devido a estrutura cristalina da celulose, cuja dificuldade de
acesso aumenta ainda mais devido a presenca de lignina sobre a superficie celul6sica, a qual
impede o intumescimento das fibras. Deste modo, torna-se necessario remover a lignina,

expondo assim, as moléculas de glicose e hemicelulose a acéo hidrolitica.

Figura 6. Esquema da acdo da celulase sobre a molécula de celulose (TEBEKA et al., 2009).
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A lignocelulose é altamente resistente ao ataque enzimético tornando
necessaria uma etapa de pré-tratamento, tanto a fim de quebrar a estrutura cristalina da
lignocelulose quanto a fim de remover a lignina, expondo as moléculas de celulose e
hemicelulose & agcdo enzimética. A remocédo da lignina é iniciada justamente através de pré-
tratamentos quimicos, 0s quais incluem acidos e/ou bases, ou oxidativos. Em pré-tratamentos
com &cidos, a hemicelulose é hidrolisada, enquanto que nos pré-tratamentos com bases, a
hemicelulose é degradada pelo uso de enzimas hemiceluloliticas.

Na sequéncia dos tratamentos quimicos tém-se o0s tratamentos
bioldgicos, com utilizacdo de fungos e algumas bactérias (actinobactérias). Nestes processos,
0S microrganismos secretam enzimas extracelulares como lignina peroxidase e lacase que
removem uma quantidade consideravel de lignina da biomassa celulésica (OGEDA; PETRI,
2010). A atividade enzimatica varia conforme os pré-tratamentos utilizados pois a maior parte
difere nos tipos de mecanismos responsaveis pelas modificacdes estruturais e quimicas da
parede celular, que resultam numa acessibilidade melhorada da enzima, além de rendimentos
maiores.

As enzimas comerciais celulases e xilanases tem se destacado no
processo de hidrélise enzimética por possuirem eficiéncia elevada na hidrolise da celulose. No
entanto, a utilizagdo dessas enzimas tem inviabilizado o processo industrial por terem valor
agregado elevado. Uma das alternativas para viabilizar o uso do processo enzimatico €
otimizar métodos para producdo de enzimas potencialmente conversoras de celulose em
glicose.

Regina et al. (2009) relata a importancia de cultivar fungos
potencialmente produtores das enzimas lacase, manganés peroxidase e lignina peroxidase, as
quais degradam moléculas de celulose, hemicelulose e lignina. Entre as principais espécies
estudadas, tem-se destacado os cogumelos Lentinula edodes, Pleurotus ostreatus e
Pycnopor us sanguineus.

Dentre as enzimas peroxidases secretadas por alguns basidiomicetos
destacam-se a lignina peroxidase e manganés peroxidase. Na figura 7 é apresentado um
esquema da degradacdo da lignina atraves da rota metabdlica de sintese de enzimas

hidroliticas por basidiomicetos.
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Figura 7. Esquema para a biodegradacdo de lignina, incluindo reagdes enzimaticas e ativacao
de oxigénio (MARTINEZ et al., 2005). R’= lignina; AAD = aril-alcool dehidrogenase; AAO =
aril-alcool oxidase; MeOH = desmetoxilagdo; QR = quinona redutases.

Como demonstrado na figura 7, as enzimas lacases, lignina peroxidase
e manganés peroxidase, oxidam o polimero de lignina liberando radicais aromaticos (a).
Durante essa agdo enzimatica estdo envolvidas também reacGes ndo enzimaticas, como a
hidrolise do c4-eter (b), clivagem do anel aromético (c), quebra das liga¢des Ca-Cp da lignina

(d) e desmetoxilacdo (e). Os aldeidos aromaticos formados da quebra do Ca-Cp da lignina
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podem ser novamente sintetizados pelo fungo (f, g), sendo substrato para geracao de H,O, por
AAO (Aril-alcool oxidase) em uma reacdo de oxireducdo envolvendo também AAD (aril-
alcool dehidrogenase) (MARTINEZ, 2005).

Os radicais fenolicos resultantes da quebra do C4-eter (b) podem ser
repolimerizados em polimero de lignina (h), caso nao forem primeiramente reduzidos por
oxidases em compostos fenolicos (i) por AAO. Esses compostos fendlicos formados podem
ser novamente reoxidados por lacases e peroxidases. Os radicais fendlicos podem ainda sofrer
a quebra dos Ca-Cp (K), produzindo quinonas. Quinonas provenientes de g e/ou k contribuem
para ativacdo do oxigénio nas reagdes ciclicas de oxireducdo envolvendo QR (quinona
redutases) lacases e peroxidases (I, m). Essas reaces resultam na reducdo do ion férrico
presente na madeira (n), onde ocorre a reoxidacdo com concomitante reducéo de H,O, para a
radical hidroxila livre (OH") (0). O resultado é uma forte reacdo oxidante que pode iniciar
novamente o ataque a lignina (p) nos estagios iniciais de decomposicdo da madeira
(MARTINEZ, 2005).

2.3.2.4. Lacase
A lacase é¢ uma polifenol oxidase caracterizada como multicobre-

oxidases por conter, em seu sitio ativo, 4 atomos de cobre. O mecanismo geral de atuacdo da
lacase é a oxidacdo do substrato através da abstracdo de um elétron de um composto fendlico,
gerando um radical fenoxila, agindo na clivagem das cadeias laterais e anéis aromaticos das
porcdes fendlicas da lignina. As lacases ndo sdo dependentes de H,O, para sua atividade. O
fon cobre (Cu*?) presente em seu sitio ativo remove o fenilpropano mais externo a cadeia,
gerando radicais fenoloxila. Esses radicais atuam em reacOes cataliticas, como acoplamento
radical-radical, desprotonacdo a ataques nucleofilicos pela agua, levando as reagdes de
polimerizacdo, quebras e oxidagOes nos centros ativos e desmetilagcdes. Alguns intermediarios
aromaticos de baixo peso molecular acabam também liberandos resultando na
despolimerizacdo da lignina. Esta enzima atua na destoxificacdo de compostos e também pode
oxidar grupos fenolicos, agindo como enzima inicial na clivagem de cadeias laterais e anéis
aromaéticos das por¢oes fenolicas da lignina.

A lacase tem sido encontrada em diferentes géneros de ascomicetos,

alguns deuteromicetos e principalmente basidiomicetos. Os melhores produtores de lacase séo
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basidiomicetos pertencentes ao grupo de decomposicdo branca, sendo eficientes degradadores
de madeira e sua especificidade depende do fungo, podendo oxidar diferentes substratos
(SZKLARZ et al., 1989). O pH o6timo de atividade pode variar de 2,5 a 3,5 (pH &cido) ou de 6
a 7 (pH neutro).

A participacdo de lacase na degradacao da lignina foi considerada, por
muitos anos, limitada a oxidacdo de unidades fenodlicas, que compreendem de 10 a 20% do
polimero. Entretanto, foi demonstrado que esta enzima também pode oxidar unidades nédo
fendlicas de lignina na presenca de certos compostos, conhecidos como mediadores, que
incluem substratos artificiais e metabolitos fungicos (EGGERT et al., 1996).

Devido a capacidade de catalisar a oxidacdo de fendis e outros
compostos aromaticos, as lacases de origem flngicas tem recebido atencdo em diversas
aplicagdes industriais como deslignificacdo, producdo de etanol, modificacdo de fibras da
madeira, clareamento de corantes em processos téxteis, sintese de produtos
quimicos/medicinais e remediacgdo de solos e 4guas contaminadas (FERREIRA, 2009).

Com base nessas informacgdes, Aguiar et al. (2010) selecionaram
quatro espécies de fungos, Pleurotus sajor-caju, Pleurotus ostreatoroseus, P. ostreatus e
Trichoderma reesei, e incubaram em vinhaga por trinta dias a 30 °C. As atividades enzimaticas
da lacase variaram, sendo encontrada em maior quantidade em P. ostreatus com 298,46 e
325,23 UI, ap6s 0 18° e 21° dia de incubac&o, respectivamente. O fungo P. sajor-caju obteve
maior atividade no 6° dia de cultivo com 10,53 UI™-, diminuindo para 1,09 UI'". Para os

fungos P. ostreatoroseus e T. reesel ndo foi detectada atividade de lacase.

2.3.2.5. Manganés Peroxidase

Kuwahara et al., (1984) foi o primeiro autor a descrever a peroxidase
como dependente do manganés. Esta peroxidase necessita de peroxido de hidrogénio como co-
substrato, atuando como catalisar na oxidagdo de Mn** a Mn®*". O fon Mn®" complexado com
um &cido organico atua como agente primario na hidrdlise da lignina. Dessa forma, a MnP é
considerada uma enzima chave na ligninolise por fungos da podridao branca.

A enzima manganés peroxidase € uma glicoproteina, dependente de
peroxido de hidrogénio para sua atividade. A oxidacdo de lignina por MnP é dependente da

disponibilidade de ions de manganés. Seu ciclo catalitico ¢ semelhante ao da LiP mas, no
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entanto, o Mn?* atua como doador de elétrons para gerar o composto 1. A enzima possui a
capacidade de oxidar uma vasta gama de compostos de lignina aos hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos. A MnP age principalmente em compostos fendlicos, embora a
oxidacdo de substratos ndo fenolicos tenha sido verificada durante o processo conhecido como
peroxidacdo lipidica (BAO et al., 1994).

Essa enzima € encontrada em fungos ligninoliticos, agindo
conjuntamente com LiP e a lacase na biodegradacdo da lignina ou de compostos relacionados
a ela (HAWARI et al., 2000). A MnP de fungos causadores da podriddo branca vém sendo
empregadas em estudos de biodegradacdo da lignina, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos,
acidos humicos, corantes sintéticos, poluentes clorados (HAAS et al., 2004).

O notavel potencial degradativo da MnP faz dela uma enzima atrativa
para aplicacdes biotecnoldgicas, como o branqueamento de polpa kraft e celulose e a remocao
de residuos poluentes, na descoloracdo de corantes sintéticos utilizados nas industrias téxteis.
Além disso, vem sendo empregada em estudos de biodegradacdo da lignina fazendo desta uma
enzima atrativa para aplicacdes biotecnolégicas, como a sua utilizacdo na producao de etanol
de segunda geracé&o.

Aguiar et al. (2010), também avaliaram a atividade de MnP nos fungos
P. sajor-caju, P. ostreatoroseus, P. ostreatus e T. reesel cultivados em vinhaga. A espécie P.
sajor-caju mostrou maior atividade no 12° dia de incubagéo, atingindo um pico de 17,93 UI'™-.
Para 0 P. ostreatus foi detectado o valor maximo de 27,69 UI'- (21° dia) enquanto que o T.
reesei obteve uma atividade elevada entre os 15° e 18° dia, com 19,02 Ul e 18,08 UI™,
respectivamente. A atividade em P. ostreatoroseus nao foi detectada para esta enzima.

Oliveira et al. (2009), avaliaram a produgdo de MnP em Bacillus
pumilus e Paenibacillus sp quando submetidos a presenca e auséncia de cinco indutores:
indulina AT, guaiacol, alcool veratrilico, acido lignocelulésico e &cido lignocelulésico
dissulfonado. A indulina AT aumentou a atividade de MnP em B. pumilus para 31,66 U™ apés
8 horas; ndo foi observada melhora para Paenibacillus sp., o qual atingiu uma maxima
atividade de 12,22 U™, depois de 20 h. A atividade de MnP também foi detectada em
diferentes testes de pH (5,0 a 10,0) e de temperaturas (30° a 60°C); a atividade mé&xima para B.
pumilus e Paenibacillus sp. foi de 4,3 U™ (a pH 8,0 e 25°C) e 11,74 U™ (a pH 9,0 e 35°C),

respectivamente.
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Fujihara et al. (2010) avaliaram a producdo de MnP por fungos de
podriddo branca em meio basal e em meio de aguas residuais de processamento de batata. A
atividade dessa enzima em meio basal foi de 2,3 U™ (13° dia) e em meio de 4guas residuais de
processamento de batata foi de 5,75 U™ (12° e 14° dia).

2.3.2.6. Lignina Peroxidase

A enzima lignina peroxidase é uma glicoproteina, dependente de
peroxido de hidrogénio para sua atividade. No processo de degradacdo da lignina, a LiP é
inicialmente oxidada pelo perdxido de hidrogénio H,O, e a seguir, esta enzima oxida nucleos
aromaticos da molécula de lignina (fendlicos e ndo fenodlicos), gerando radicais catiénicos.
Estes Gltimos reagem espontaneamente com nucleéfilos (primariamente H,0) e com oxigénio
molecular, gerando uma “combustio enzimatica“, despolimerizando a lignina e abrindo os
anéis aromaticos. A LiP oxida a lignina por retirada de elétron de um ndcleo aromatico,
criando radical instdvel que passa por diversas transformacfes levando a decomposicdo do
substrato. A acdo da enzima LiP resulta em oxidacdo de alcodis benzilicos, quebra de cadeias
aromaéticas, desmetilacdo, rearranjos intramoleculares e quebra de anéis em compostos ndo
fendlicos relacionados a lignina. A lignina peroxidase geralmente € produzida na fase
exponencial de crescimento dos fungos, subsequentemente a a¢do das enzimas celuloliticas.

A acdo das enzimas ligninoliticas extracelulares na degradacdo de
materiais lignocelulésicos tem sido observada também na descoloracdo de efluente téxteis e
papeleiro, da degradacdo de compostos poluentes como fendis, pesticidas e explosivos e
também na descoloragdo de subprodutos resultantes da producgéo de &lcool, como a vinhaca e
0 melaco (FERREIRA et al., 2010).

A atividade da enzima LiP foi determinada por Aguiar et al. (2010),
em quatro fungos cultivados em vinhaca. A atividade em P. sajor-caju foi elevada nos
primeiros seis dias de incubacdo com 7,5 UI'- e depois, diminui gradativamente. Para P.
ostreatus foi encontrado o valor de 19,84 UI'- (15° dia), sendo o maior entre as culturas
estudadas. O P. ostreatoroseus ndo mostrou qualquer atividade para essa enzima, enguanto

que T. reesei teve baixa deteccdo, 4,64 UI™- no 21° dia.
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2.4. Cogumelos basidiomicetos com potencial enzimatico

A procura por microrganismos capazes de converter biomassa
lignoceluldsica tem se destacado devido a facilidade de cultivo e metabolismo elevado destes.
Diversas literaturas ressaltam a utilizacdo de fungos basidiomicetos como excelentes
degradadores de moléculas de lignina, celulose e hemicelulose, destacando-se L. edodes, P.
ostreatus. P. eryngii e P. sanguineus.

A grande capacidade de reproducdo de L. edodes esta ligada as
enzimas extracelulares que atuam sobre a lignina, celulose e hemicelulose que compdem a
estrutura da parede celular da biomassa vegetal e que resulta em um artigo com alto valor
agregado, o etanol (REGINA et al., 2009). A degradacdo da celulose varia de 35,4 a 74,0%, a
de hemicelusose, de 8,4 a 63,4% e a de lignina entre 5,3 e 62,1% (SMITH, 1977; HAARS;
HUTTERMANN, 1980; LEATHAM; STAHMANN, 1981; LEATHAM, 1985). Entre as
enzimas extracelulares do sistema enziméatico do L. edodes estdo a lacase e a manganés
peroxidase (MnP).

O P. ostreatus também tem sido estudado intensivamente em muitas
partes do mundo por ser grande degradador de diferentes tipos de substratos lignocelulésicos
(SALES-CAMPOS et al., 2010). Esse potencial degradador € devido as enzimas celulase,
ligninase, celobiase, lacase e hemicelulase, encontradas em seu metabolismo (DONINI et al.,
2006). Consequentemente, o fato de produzir diversas enzimas lignoceluloliticas,
principalmente lacase e MnP, possibilita a utilizagdo desse fungo em numerosas aplicagcdes
industriais (ALEXANDRINO et al., 2007).

O P. eryngii produz enzimas hidroliticas e oxidativas extracelulares
que degradam os componentes de biomassa lignoceluldsica para compostos de baixo peso
molecular, assimilados pelo fungo (CARAMELDO et al., 1999).

Dados da literatura mostram que o P. sanguineus € capaz de hidrolisar
os polissacarideos da parede celular e também a lignina de materiais celulésicos. Esse fungo €
excelente produtor de lacase, além de lignina peroxidase (LiP) e manganés peroxidase (MnP),

quando cultivados em meio com extrato de malte.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Materiais
3.1.1. Biomassa agroindustrial

O bagaco de cana-de-acucar foi fornecido pela Usina Sdo Manuel,
localizada no Municipio de Sdo Manuel, S&o Paulo.

Figura 8. Local de armazenamento de bagaco de cana-de-agucar na Usina Sdo Manuel
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3.1.1.1. Reducéo granulométrica
O bagaco foi submetido a moagem para reducdo de sua granulometria
para 1,1mm para proporcionar maior superficie de contato com o acido utilizado na hidrdlise

e, consequentemente, aumentar a eficiéncia do processo.

3.1.1.2. Remocao de acUcares residuais no bagaco de cana

Devido a presenca de acUcares residuais e consideravel teor de 4gua no
bagaco de cana-de-agUcar, 0 mesmo foi submetido a lavagem com &gua quente para remocao
destes acUcares residuais. O procedimento consistiu em misturar 50g de bagaco em 1L de agua
destilada em recipiente de vidro, submetendo-o a aquecimento em banho-maria, a 70 °C
constante por 1 h, procedendo-se a homogeneizacdo a cada 10 minutos. Em seguida, o
material foi filtrado em tela de nylon e lavado com 250 mL de &agua destilada. Este
procedimento de aquecimento e posterior lavagem foram repetidos por duas vezes com o
mesmo bagaco. Em seguida, o material foi seco em estufa com circulagdo de ar 60 °C por 72

h, e armazenado em saco de papel e local seco.

3.1.2. Linhagens fungicas

Os fungos utilizados foram o Pycnoporus sanguineus linhagem JAU-
30 (depositada na Colecdo de Culturas de Algas, Cianobactérias e Fungos do Instituto de
Botéanica sob nimero CCIBt 3817), o Lentinula edodes linhagem CH, o Pleurotus eryngii
PSP 02/07 e o Pleurotus ostreatus 98/38 (todos cultivados na Micoteca do Modulo de
Cogumelo do Departamento de Protecdo Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agronémicas da
UNESP — Campus de Botucatu, SP).

3.1.2.1. Multiplicacdo das Linhagens

3.1.2.1.1 Cultivo em meio de cultura solida

Foi realizada a inoculacdo das linhagens em meio de cultura & base de
extrato contendo uma mistura de 158g do bagaco de cana, 40g de farelo arroz, 2g de CaCO3 e
agua destilada para obtengdo da umidade a 60%. Inicialmente, a mistura foi autoclavada por
30 minutos a 120 °C (latm). A seguir, o extrato foi preparado por adicdo de 1 L de &gua

destilada a mistura e fervido por 20 minutos. O extrato foi filtrado a vacuo com funil de
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buckner com placa porosa e papel de filtro e, ao extrato obtido foi adicionado 15g L™ de 4gar.
O volume foi completado para 1 L e novamente autoclavado a 120 °C (1 atm), por 30 minutos.
O meio de cultura foi entdo vertido em placas de petri e inoculado com as linhagens de L.
edodes, P. ostreatus, P. sanguineus e P. eryngii. A incubacdo foi realizada na Micoteca do
Modulo de Cogumelos do Departamento de Producdo Vegetal da Faculdade de Ciéncias
Agrondmicas da UNESP - Campus de Botucatu, Sdo Paulo, em camara de crescimento, a

temperatura de 25 °C, no escuro, por sete dias.

3.1.2.1.2 Cultivo em meio de cultura liquido

Apos o crescimento das linhagens em meio solido, foi realizado o
preparo do meio de cultura liquido a base de extrato contendo uma mistura de 158g do bagaco
de cana, 40g de farelo arroz, 2g de CaCO3 e agua destilada para obtencdo da umidade a 60%.
Inicialmente, a mistura foi autoclavada por 30 minutos a 120 °C (1atm). A seguir, o extrato foi
preparado por adicdo de 1 L de agua destilada a mistura e fervido por 20 minutos. O extrato
foi filtrado & vacuo com funil de buckner com placa porosa e papel de filtro, obtendo-se um
caldo enriquecido do bagaco de cana. Posteriormente, foram transferidos 400 mL desse caldo
para frascos de Erlenmeyers de 500 mL, os quais foram autoclavados a 120 °C (1 atm), por 30
minutos. A inoculagéo foi feita, em triplicata, recortando um disco com 1mm de didmetro do
meio de cultura sélido com as linhagens e introduzindo no caldo a base do bagacgo. Os frascos
foram mantidos em agitador orbital com rotacdo (Figura 9) de 150 rpm e temperatura

controlada a 25 °C.

Figura 9. Incubacéo das linhagens fungicas em meio de cultura liquido enriquecido de bagaco
de cana.
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3.2. Métodos analiticos

3.2.1. Hidrdlise acida

A hidrolise acida foi realizada utilizando H,SO, diluido na
concentracao de 7,0% na proporcao de 1 g de biomassa: 40 g de &cido (m/m). A mistura foi
submetida ao calor umido sob pressdo em autoclave 121 °C a 1 atm, por 60 minutos. Apds a
hidrélise, a mistura foi filtrada em papel de filtro qualitativo, seguido por lavagem com 230
mL de agua destilada. Uma fracdo da biomassa foi separada para as determinagdes fisico-
quimicas da fibra (item 3.1.5.) pelo método proposto por Van Soest (1965) e descrito por Silva
e Queiroz (2002). A fragdo liquida foi submetida a determinacdo de percentual de agUcares

redutores (AR) pelo método enzimético de glicose oxidativa (item 3.1.4.).

Bagago de cana

v v
Sem tratamento Tratamento H,80, 7%
| |
v
Autoclavagem:
121°C/60min
v v
Filtrado: Teorde Bagaco: Hidrolise
glicose enzimatica

Figura 10. Fluxograma do processo de hidrélise no bagaco de cana sem tratamento e tratado
com HySO4 7%.

3.2.2. Concentracdo de acUcares redutores (AR)

Os acucares redutores foram determinados conforme método kit
enzimatico glicose oxidativa. A glicose oxidase (GOD) catalisa a oxidacdo da glicose para
acido glicénico e peroxido de hidrogénio. Através de uma reacdo oxidativa de acoplamento
catalisada pela peroxidase (POD), o peroxido de hidrogénio formado reage com 4-
aminoantipirina e fenol, formando um complexo de cor vermelha (quinoneimina), cuja
absorbancia medida em 505 nm, é diretamente proporcional & concentracdo de glicose na

amostra.
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Antes de iniciar o experimento da hidrolise enzimética, o bagaco da
cana-de-acUcar foi avaliado quando a dosagem de glicose. Para isso, foi realizado trés pre-
tratamentos para comparagdo. O primeiro tratamento é caracterizado por uma lavagem de 2
horas com agua quente para remogdo de agucar residual proveniente do processamento da
cana (item 3.1.2.). O segundo tratamento constitui na submersdo do bagaco de cana em agua
destinada e explosdo a vapor, em autoclave, a temperatura de 120°C sob pressdo de 1 atm por
1 hora. O terceiro tratamento € a submersdo do bagaco de cana em solucao diluida de H,SO,

7%, submetidos a explos&o a vapor em autoclave como dito anteriormente (item 3.1.3.).

3.2.3. Determinagéo dos constituintes do bagaco
Foram determinados os fibrosos do bagagco de cana percentuais de
hemicelulose, celulose e lignina antes e apds o tratamento &cido (Figura 11). A metodologia

utilizada no processo foi a proposta por Van Soest (1965), descrita por Silva e Queiroz (2002).

Figura 11. Bagaco de cana sem tratamento e tratado com H,SO4 7%. (A) = bagacgo de cana
sem tratamento; (B) = bagaco de cana tratado com H,SO, 7%.

Inicialmente, o bagaco foi triturado em moinho de faca para ter sua
granulometria reduzida a 0,5 mm. Em seguida, foram pesados cerca de 0,359 da amostra em
saquinhos de tecido TNT (Figura 12), sendo posteriormente lacrados em seladora. Os
saquinhos foram submetidos ao processo de lavagem com detergente neutro (FDN) para a
remocdo de gorduras, &cidos graxos e outros componentes da parede celular. As amostras
permaneceram em banho termostatilizado por 70 min a 97 °C. Ao final do tempo, ocorreu a
lavagem das mesmas com agua deionizada fervente por 5 minutos, em trés vezes. Apds essa

etapa, as amostras foram lavadas com acetona a fim de retirar a agua das mesmas e,
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posteriormente, seguiram para secagem em estufa a 105 °C por 3h. Em seguida, as amostras
foram acondicionadas em dessecador, pesadas e submetidas ao calculo por diferenca de

massas.

Figura 12. Saquinhos de tecido TNT contendo amostras de bagaco de cana com e sem
tratamento &cido H,SO4 7%.

A préxima etapa foi submeter as mesmas amostras & lavagem com
detergente acido (FDA) para quantificar o teor de hemicelulose. Para isso, foi necessario
submeter as amostras no banho termostatil por 60 minutos a 97 °C (Figura 13), seguido de
lavagem com agua e acetona. As amostras foram submetidas novamente a secagem em estufa
por 3h a 105°C e novamente pesadas. O calculo para o teor de hemicelulose consiste na

diferenca entre as massas finais e iniciais desse processo.

Figura 13. Amostras submersas em banho termostatil
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Para a determinacdo da celulose, foi necessario submeter os saquinhos
com as amostras dentro de um Becker contendo solucdo de acido sulfarico 72%. Apds o
embebimento das amostras, foi observado o tempo de 3h. Ao término, os saquinhos foram
retirados e lavados com agua deionizada fervente por 5 min, em trés vezes. Em seguida, foi
realizada uma nova lavagem das amostras com etanol P.A. e submetidas a secagem, pesagem
e célculos. Para o célculo, é feita a diferenca das massas antes e depois desse processo.

Apos o calculo, as amostras foram levadas para calcinacdo em mufla
por 3h e, posteriormente pesadas. A diferenca entre a massa final calcinada e a massa inicial

desse processo é o teor de lignina nas amostras.

3.2.4. Obtencéo das enzimas

As enzimas foram obtidas cultivando-se as linhagens flangicas em
meio de cultura liquido (item 3.2.1.2.) a base do mesmo extrato utilizado para o meio de
cultura solido (item 3.2.1.1.). Apos o inicio do desenvolvimento micelial, realizaram-se dez
coletas para analise enzimatica, sendo realizadas aos 3, 5, 7, 9, 11, 13, 16, 18, 20, 24 e 27 dias
apos a inoculagdo em meio de cultura liquido. Cada amostra fangica contendo a mistura
micélio e enzima coletada anteriormente foi acondicionada em eppendorf e centrifugadas
(10.000 rpm) por 5 minutos, sendo o sobrenadante utilizado para as anélises enzimaticas. O
procedimento foi realizado na Divisdo de Agrotecnologia do Centro Pluridisciplinar de

Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas — CPQBA da Unicamp.

3.3. Hidrolise enzimética
Nessa etapa, 0 conjunto enzimético da lacase, MnP e LiP obtido do

cultivo dos fungos L. edodes, P. ostreatus, P. sanguineus e P. eryngi foram misturados ao
bagaco tratado com H,SO,; 7%. Em vista de obter uma maior eficiéncia na hidrolise, foi
realizado mais um tratamento chamado de Misto. Para a composigédo do tratamento Misto, foi
utilizado 1 mL de cada uma das fracdes com maior atividade enzimatica dos fungos, de acordo
com a cinética enzimatica, sendo eles L. edodes, P. sanguineus e P. eryngii, totalizando 3 mL
de conjunto enzimatico. A adig¢do das enzimas nesse processo teve a finalidade de quebrar as
moléculas constituintes no hidrolisado fazendo com que ocorresse formacdo de acucares

fermentesciveis no meio. Para isso, as hidrélises enzimaticas foram realizadas em frascos de
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Erlenmeyer de 500 mL, contendo 150 mL de tampdo citrato 50 mM, 2 mL de enzima fungica
obtida nos processos anteriores e 10 g de substrato pré-tratado. Os frascos foram mantidos em
mesa incubadora rotativa Shaker, a 25 °C e 150 rpm. Ao final desse processo, foi calculada a

cinética de acucar fermentescivel pelo kit de glicose oxidativa.

3.3.1. Atividade enzimatica

3.3.1.1. Lacase

A atividade das enzimas lacase e manganés peroxidase foram
determinadas a partir do célculo da diferenca de absorbancia. Todas as atividades foram
expressas em U = umol mL™ min®. A atividade da lacase foi determinada utilizando-se
seringaldazina como substrato enzimatico (SZKLARZ et al.,, 1989). A oxidagdo de
seringaldazina até sua forma quinona foi acompanhada por 5 minutos a 525 nm, a temperatura
ambiente. A mistura da reacdo foi constituida por 0,6 mL de caldo enzimatico, 0,3 mL de
tampdo citrato-fosfato 0,05 M (pH 5,0), e 0,1 mL de seringaldazina 1,0mM preparada em
etanol.

3.3.1.2. Manganés peroxidase

A atividade de peroxidase foi determinada pela oxidacdo de vermelho
de fenol (KUWAHARA et al., 1984). A mistura de reacdo (1,0 mL) foi constituida por 0,5 mL
de caldo enzimético, 0,1mL de lactato de sddio 0,25M, 0,2 mL de albumina bovina 0,5%, 0,05
mL de MnSQO,4 2,0 mM, 0,05 mL de uma solucdo de H,O, 2,0 mM preparada em tampao
succinato de sodio 0,2 M (pH 4,5) e 0,1 mL de vermelho de fenol 0,1%. A mistura foi
incubada durante 5 minutos e a reacdo foi interrompida pela adi¢do de 40 uL. de NaOH 2,0 N,

com a leitura em absorbancia de 610 nm.

3.3.1.3. Lignina peroxidase
Quanto a determinacdo da lignina peroxidase, a mesma foi medida
atraves da formacéo de veratrilaldeido (3,4 dimetoxibenzaldeido). O volume de reacdo (1 mL)

foi composto por 0.4 mM de &lcool veratril em tampéo tartarato 0,1 M pH 3.0; 0,2 mM de
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peroxido de hidrogénio e volume necessario de amostra. A atividade foi seguida em cinética a
30°C, medindo absor¢do a 310 nm (e310= 9300 M* cm™).

3.3.2. Delineamento experimental

Para a atividade enzimatica, o delineamento foi inteiramente
casualizado, fatorial 4 x 3 (4 linhagens fungicas x 3 tipos de enzimas); 3 repeti¢bes. Para o
processo de hidrolise enzimatica, o delineamento foi casualizado, fatorial 5 x 1 x 2 (6
linhagens x 1 misto de enzimas x 2 tratamentos de biomassa); 3 repeti¢cdes. Os dados foram
analisados pelo programa SAEG (Sistemas de Analises Estatisticas e Genéticas) para analise
de variancia e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5
% de probabilidade.
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4.1. Caracterizacao dos constituintes fibrosos do bagaco de cana-de-agucar
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A composicdo quimica dos constituintes fibrosos do bagaco (Figura
14) foi determinada para a biomassa com e sem tratamento &cido (H,SO,4 7,0%).
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Figura 14. Composi¢do quimica do bagaco de cana-de-agUcar com e sem tratamento acido
(H,SO,4 7,0%). Para cada constituinte, médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si

(Tukey, 5%).
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A hemicelulose foi quase totalmente degradada no processo de
hidrdlise &cida, o que proporciona uma maior exposicdo da celulose e da lignina. O tratamento
acido também possibilitou obter um elevado teor de lignina, provavelmente devido a formacéo
do complexo hemicelulose e proteina com a lignina (SILVA; QUEIROZ, 2002). A exposicao
acida do bagaco também resultou em uma maior quantidade de celulose, o que, originara
maior teor de glicose, ocasionando consequentemente, maior rendimento em etanol.

4.1.1. Tratamento do bagaco de cana para hidrolise enzimatica

Os resultados da dosagem de glicose para a agua quente utilizada para
remogdo de acucar residual proveniente do processamento da cana (item 3.1.2.), para a
solucdo resultante do processo de autoclavagem do bagaco de cana submerso em &gua
destilada e para a solucdo resultante do processo de autoclavagem do bagaco de cana

submerso em solucdo diluida de H,SO4 7% (item 3.1.3.) encontram-se expressos na Figura 15.

Figura 15. Dosagem de glicose na &gua de lavagem do bagaco de cana submetido a diferentes
tratamentos. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si (Tukey, 5%). DMS =
0,0212; Coeficiente de Variacdo = 4,058.

Esses resultados se assemelham com os da literatura, comprovando
que a acdo de acido forte em interacdo com o sistema de explosdo a vapor consegue hidrolisar
a hemicelulose, convertendo-a em acucares redutores incluindo a glicose Hamelink et al.
(2005).
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4.2. Determinacdo da atividade enzimatica
As amostras coletadas conforme descrito no item 3.2.1, foram
analisadas quanto a atividade enzimatica de lacase, LiP e MnP. A partir dos resultados obtidos

nos diferentes tempos foi calculada a cinética enzimatica.

4.2.1. Atividade enzimatica de lacase

Entre as enzimas produzidas por fungos basidiomicetos, a lacase
possui maior atividade enziméatica. No presente trabalho, a lacase foi produzida por todas as
linhagens cultivadas, destacando-se 0 P. sanguineus que obteve maior producdo, com
atividade de 85,07 U mL™, ap6s 27 dias (Figura 16). O L. edodes também apresentou
resultados satisfatorios, com atividade enzimatica de lacase de 39,23 U mL™, no 25° dia.

As linhagens de P. eryngii e P. ostreatus apresentaram
respectivamente, 16,45 U mL™ (no 14° dia) e 6,21 U mL™ (27° dia) como os melhores
resultados de producdo para a lacase. A literatura também apresenta diversas linhagens de

Pleurotus com resultados baixos para a lacase, inferiores a 10 U mL™,

Figura 16. Cinética de producdo da enzima lacase para 0s cogumelos Lentinula edodes,
Pleurotus eryngii, Pleurotus ostreatus e Pycnoporus sanguineus cultivados em meio liquido
em bagaco de cana.

Menezes et al. (2009) incubaram linhagens de Pleorutus em meios de

cultura a base de bagaco de cana por 30 dias. Os autores observaram a presenca de lacase em
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todas as linhagens estudadas, destacando-se a Pleurotus sp BCCB068 com as atividades de
6,23 U mL™ no 15° dia e 4,68 U mL™ no 20° dia, respectivamente. As demais linhagens néo
obtiveram resultados expressivos, tendo o fungo P. sajor-caju produzido uma atividade
méxima de 3,52 U mL™ no 10° dia e a Pleurotus tailandia 1,63 U mL™ no 10° dia.

Regina et al. (2009) também utilizou bagago de cana como substrato
para o cultivo de L. edodes e producdo de lacase. Para as trés linhagens de estudadas (LE
95/17, LE 96/22 e Leax), todas apresentaram atividade para a lacase, atingindo méaxima

producdo em torno do 14° dia com 0,25 a 0,30 Ul g,

4.2.2. Determinacdo da Lignina Peroxidase

A enzima lignina peroxidase foi produzida por todas as linhagens
cultivadas; no entanto, com baixa atividade. As linhagens de L. edodes e P. sanguineus
demonstraram ter, novamente, maior atividade enzimatica, 1,90 U mL™ no 27° dia e 0,9677 U
mL™ no 25° dia, respectivamente. O P. eryngii e o P. ostreatus apresentaram atividade
enzimatica de LiP mais baixa, obtendo 0,8961 U mL™ no 25° dia e 0,3106 U mL™ no 14° dia,

respectivamente.

40 r
30 r
— - - - P, ostreatus
- 20 -
| - = = P.eryngii
E .
) P. sanguineus
10 r
L. edodes
D I I p— 1 = -'uf/ |
0 5 10 15 20 25 30

Tempo de incubacio, em dias
Figura 17. Cinética de producdo da enzima lignina peroxidase para os cogumelos Lentinula
edodes, Pleurotus eryngii, Pleurotus ostreatus e Pycnoporus sanguineus cultivados em meio
liquido de bagaco de cana.

Sales et al. (2012) desenvolveram um trabalho para tratamentos de

efluentes oriundos da area de producdo de medicamentos de uma industria farmacéutica da
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regido de Goiania com linhagens de Schizophyllum comnune e P. sanguineus. N&o foi
detectada atividade de LiP, fato que os autores correlacionaram com a concentragdo baixa de
oxigénio durante o processo foi um fator inibitorio para o crescimento dos fungos e sintese da
enzima.

Regina et al. (2009) também nédo detectaram atividade enzimatica para
a lignina peroxidase para L. edodes. Os autores justificaram que a atividade de LiP nédo foi
induzida pelos substratos utilizados para a producdo enzimatica, sendo eles a casca de arroz, a

serragem de eucalipto, o bagaco de mandioca e 0 bagaco de cana-de-acUcar.

4.2.3. Determinacdo da Manganés Peroxidase

A atividade de MnP foi detectada para todas as espécies em estudo,
destacando-se o P. eryngii que produziu 12,87 U mL™ (25° dia) e o P. sanguineus, 11,27 U
mL™? (21° dia). O L. edodes apresentou maior atividade de MnP no 10° dia de incubag&o com
7,89 U mL" e 550 U mL™ no 19° dia. Apenas a espécie P. ostreatus demonstrou ter baixa
atividade com maximo de 3,00 U mL™ (7°dia) e 4,25 U mL™ (27°dia).

Figura 18. Cinética de producdo da enzima manganés peroxidase para os cogumelos L.
edodes, P. eryngii, P. edodes e P. sanguineus cultivados em meio liquido de bagaco de cana.

Regina et al. (2009) detectaram atividade de MnP para todas as
linhagens de L. edodes produzidas em substrato a base de bagaco de cana-de-aclcar, com

méximo de 0,20 Ul g™
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Menezes et al. (2009) também encontraram a atividade de MnP em trés
linhagens de Pleurotus avaliadas, com a atividade méaxima detectada de 32,0 U/L ap6s o 5°
dia.

4.2.4. Dados acumulativos
Apos o periodo de 27 dias de incubacdo, foi determinada a atividade

enzimatica total das enzimas lacase, LiP e MnP produzidas (Tabela 3).

Tabela 3. Atividade enzimatica (U mL™) das enzimas lacase, lignina peroxidase e manganés
peroxidase apos 27 dias.

Linhagens Valores Médios
P. eryngii 37,04 c
L acase P. ostrgatus 14,06 d
P. sanguineus 314,59 a
L. edodes 125,10d
P. eryngii 25,53*
M a5 P id P. ostreatus 14,74*
anganés Peroxidase P. sanguineus 34.08*
L. edodes 20,69*
P. eryngii 1,02*
Lignina Peroxidase P. ostregtus 0.91%
P. sanguineus 1,25*
L. edodes 1,27*

Médias seguidas por diferentes letras nas linhas diferem estatisticamente, entre si pelo teste de Tukey (5%). *N&o
diferem estatisticamente.

Estatisticamente, entre a producdo de atividade enzimatica dos
diferentes fungos, ndo houve diferenga significativa para as enzimas lignina peroxidase e
manganés peroxidase, mas € possivel perceber que o P. sanguineus produziu duas vezes mais
que o P. ostreatus. Ja para a lacase, houve diferenca significativa entre todos os tratamentos.

A espécie de P. sanguineus produziu maior quantidade de lacase
(314,59 U mL™) em relagdo as demais espécies, seguida por L. edodes (125,10 U mL™), P.
eryngii (37,04 U mL ™) e P. ostreatus (14,06 U mL™).

Muitos autores ressaltam as espécies do género Pycnoporus sp. e
Lentinula sp. como grandes produtores de lacase. Abreu et al. (2007) avaliaram a degradacdo

in vitro e em condi¢gdes de campo de Eucalyptus sp. inoculados com Pleurotus ostreatus,
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Pycnoporus cinnabarinus e Schizophyllum commune. Os resultados comprovam que apenas 0
P. cinnabarinus se destacou nos experimentos de biodegradacéo.

Silva et al. (2012), no entanto, obtiveram resultados bem diferentes dos
determinados no presente trabalho. Os autores avaliaram a capacidade de producéo de lacase
de L. edodes, P. ostreatus e P. florida por fermentacdo submersa utilizando cascas de café. Os
resultados demonstraram que o substrato foi eficaz para a producdo de lacase por todas as
linhagens analisadas, sendo P. ostreatus a linhagem mais produtiva nas condicdes testadas
(22,5 U mL™), muito abaixo do que os valores obtidos com o P. sanguineus e L. edodes nesse

trabalho.

4.3. Determinacdo de acgucares redutores

Apb6s determinacdo da atividade enzimatica, as enzimas foram
adicionadas ao bagaco de cana sem e com tratamento com H,SO, 7% para 0 processo de
hidrélise. A formacdo de acucar foi monitorada periodicamente conforme descrito no item
3.4.2.

4.3.1. Hidrdlise enzimatica do bagaco de cana
O processo de hidrolise foi caracterizado através da quantificagdo de

glicose formada por cada tratamento. Esse processo sera melhor discutido no item 4.3.1.1.

4.3.1.1. Quantificacdo do teor de glicose ao longo do tempo
Foi realizada analise de regressdo para esses atributos. Foi possivel
averiguar a quantidade de glicose libera ao meio e 0 comportamento das enzimas conforme os

dez tratamentos propostos pelo tempo de 15 dias de incubag&o (Figura 19).
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Figura 19. Variacdo da dosagem de glicose durante o periodo hidrolitico. Misto = conjunto
enzimatico de Pycnoporus sanguineus, Lentinula edodes e Pleurotus eryngii.
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De um modo geral, o teor de glicose formada em cada tratamento foi
diminuindo ao decorrer do periodo de incubacdo. Isso é explicado pelo fato que as enzimas
vao perdendo sua atividade e eficiéncia quando expostas a temperaturas altas e periodos de
tempos longos, mas € claro que ha excecdes.

O tratamento que melhor manteve uma estabilidade ao decorrer dos 15

dias foi 0 misto em bagaco sem tratamento.

4.3.1.2. Dosagem de glicose em funcéo do tratamento apdés 15 de incubagéo

A avaliacdo da quantidade de glicose em funcdo do tratamento foi
realizada no periodo de 15 dias de incubagdo (Figura 20). De um modo geral, as enzimas
submetidas a0 meio contendo o substrato ndo tratado com &cido apresentaram 0s maiores
teores de glicose e os melhores indices de estabilidade por tempo. Esses resultados séo
controversos aos encontrados na literatura uma vez que, o bagaco de cana-de-agUcar tratado
com 4&cido apresenta maiores teores de glicose em relacdo ao bagaco sem tratamento
(HAMELINK et al., 2005).

1.8 1,60 A
1.6 -
1.4 -

12 + B Com tratamento

Lo+ Sem tratamento
0.8 1
0.6
0.4
0,2
0

Glicose, g L."!

Tratamentos
Figura 20. Teores de glicose obtidos em funcdo do tratamento ap6s 15 dias de incubagéo.

Médias seguidas por letra iguais ndo diferem entre si (Tukey, 5%). Coeficiente de Variacdo =
36,038; DMS = 0,0447.

Outros autores avaliaram a dosagem de glicose conforme os
tratamentos fornecidos ao bagago de cana-de-acucar. Diferente desse trabalho, Santos et al.,

(2010) avaliaram o processo de hidrdlise enzimatica de duas enzimas comerciais, celulases e



52

B-glucosidases, quando postas em contato com bagaco de cana-de-aclcar tratado com
hidroxido de sddio, NaOH, e sem tratamento. Eles determinaram que as enzimas comerciais
foram mais eficientes no bagaco tratado, que produziram 50 g/L de glicose, do que em relagéo
a0 sem tratamento, 20 g/L, ambos em 70 horas de incubag&o. E possivel notar que os valores
de glicose encontrados pelos autores foram extremamente superiores aos resultados obtidos
pelo presente trabalho.

Os teores de glicose apresentados por Santos et al., (2011) também
foram maiores. Os autores utilizaram enzimas comerciais de exoglucanases/endoglucanases e
beta glucosidase para o processo de hidrélise enzimatica quando adicionadas em bagaco de
cana-de-agUcar tratada com cal ativa, CaO, e sem tratamento. Os autores determinaram que em
280 minutos, o bagago tratado teve 80% de conversdo de glicose e 0 sem tratamento obteve
60%.

De acordo com os estudos enzimaticos realizados, o bagaco de cana
mostra-se uma excelente fonte potencial para a producdo de enzimas lignoceluloliticas, o que
proporciona uma melhor alternativa para o aproveitamento dessa biomassa. Com base nessas
informacgdes e com os resultados obtidos nesse processo, € possivel que as enzimas avaliadas
atuem com mais eficiéncia na hemicelulose, visto que, os melhores valores foram obtidos no
bagaco sem tratamento &cido, ja que o emprego do H,SO, hidrolisa quase completamente o
constituinte em questao.

Apesar dos resultados positivos de producdo enzimatica para os fungos
L. edodes e P. sanguineus, muitos estudos ainda precisam ser realizados para a obtencéo
méxima de produtividade. Uma das alternativas proposta por esse trabalho ¢ a aplicacdo desse
conjunto enzimatico em substratos lignoceluldsicos para hidrdlise de macromoléculas
complexas de polissacarideos em monossacarideos e, possivelmente, conversdao em etanol.
Embora os resultados de obtencdo da glicose terem sido mais baixos do que as enzimas
comerciais, as enzimas lacase, manganés peroxidase e lignina peroxidase, demonstraram
potencial hidrolitico, principalmente para as produzidas pelo fungo P. sanguineus. Entretanto,
existe a necessidade de melhorar a eficiéncia de processo de hidrolise para conseguir obter

produtos de valores agregados.
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4.4. Estimativa de etanol segundo a lei Gay-Lussac

Na fermentacdo alcodlica de aglcares, por acdo de leveduras, os
principais produtos obtidos em proporg¢des molares sdo o etanol e o didxido de carbono. Esse
mecanismo foi quantificado pela primeira vez por Gay-Lussac, onde 100 kg de glicose rendem
51,1 kg de etanol e 48,9 kg de didxido de carbono. O rendimento tedrico de 51,1% em massa é
conhecido como coeficiente de Gay-Lussac e € o dado basico na eficiéncia de conversdo
(JACKMAN, 1991).

Glicose Etanol Dioxido de carbono

CsH 1206 —_—> 2 C,Hs0OH + 2 CO,

180g/mol 92g/mol 88 g/mol
(Massa molar) (Massa molar) (Massa molar)

Com base nessas informacdes e a partir dos teores de glicose obtidos

nesse trabalho, pdde-se estimar a quantidade de etanol tedrico (Figura 21).

1,0
0,9 | 0,8158
0.8 | m Com tratamento
-'.q 82 - Sem tratamento
e 0.5
E 8;‘ 02267 02653
S 02 0.1474 0.1038
= 0.1 0,0231 ' I'
0
o % -'.\ _.\
. ,\'{\..
Q0

Tratamentos
Figura 21. Estimativa dos teores de etanol a partir dos valores de glicose obtidos.

Teoricamente, o valor maximo de etanol seria produzido pela glicose
formada no processo de hidrélise com as enzimas de P. sanguineus, o que resultaria no valor
de aproximadamente 0,8 gL™. De acordo com esse valor encontrado, pode-se afirmar que o
processo para obtencdo de etanol a partir das enzimas produzidas nesse trabalho ndo é viavel,

principalmente em escala industrial.
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5. CONCLUSOES

v" O tratamento &cido possibilitou obter maior quantidade de celulose.

v A hemicelulose, no entanto, foi quase totalmente removida no processo com a hidrolise
acida.

v' O tratamento &cido possibilitou obter elevado teor aparente da lignina, devido a
formagdo do complexo hemicelulose e proteina com a lignina, concordando com as
observacgdes de SILVA e QUEIROZ (2002).

v O tratamento acido converteu a hemicelulose em agUcares fermentesciveis (glicose).

v O Lentinula edodes e o Pycnoporus sanguineus foram os melhores produtores de
enzimas, em destaque a Lacase.

v As enzimas produzidas por Pycnoporus sanguineus obtiveram as melhores conversoes
enzimaticas para o teor de glicose.

v As enzimas foram mais eficientes para o bagaco de cana sem tratamento.

v/ Embora os resultados de obtencdo da glicose tenham sido mais baixos do que as

enzimas comerciais, as enzimas lacase, manganés peroxidase e lignina peroxidase,
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demonstraram potencial hidrolitico, principalmente para as produzidas pelo fungo P.
sanguineus.

v Apesar dos resultados positivos de producdo enzimatica para os fungos Lentinula
edodes e Pycnoporus sanguineus, muitos estudos ainda precisam ser realizados para a
obtengdo maxima de produtividade.

v' Isolar, purificar e estudar as enzimas Lacase, MnP e LiP individualmente, torna-se
fundamental para determinar a eficiéncia enzimatica sobre um produto, visto que, manté-las

juntas, pode haver inibicdes.



6. ANEXOS

6.1. Producéo de glicose por dia de incubacgdo
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Os teores de glicose formados em cada tratamento foram quantificados

diariamente e os valores determinados foram expressos nos graficos a seguir.
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