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RESUMO

Com a crescente busca por fontes energéticas renovaveis alternativas aos combustiveis
fosseis, 0 uso de biomassa lignocelulésica, como bagaco de cana-de-aglcar e serragem de
eucalipto, surge como uma alternativa para a producdo de etanol de segunda geracdo. Porém,
s80 necessarios pré-tratamentos para facilitar a acdo das enzimas sobre a biomassa. Entre os
métodos de pré-tratamentos, o bioldgico tem sido estudado, por ndo demandar o uso de
quimicos e altos custos energéticos, apresentar condicdes brandas de processo e ndo levar a
formacdo de compostos inibidores as etapas posteriores. No presente trabalho, bagaco de
cana-de-acUcar e serragem de eucalipto foram pré-tratados por diferentes espécies de
basidiomicetos. As amostras pré-tratadas foram hidrolisadas com complexo enzimatico de
Peninillium echinulatum e posteriormente realizou-se a fermentacdo dos agucares liberados.
Com relagéo a producéo de enzimas lignoliticas, as espécies que se destacaram em bagaco de
cana-de-agucar foram Marasmiellus palmivorus VE111, Pleurotus pulmonarius PS2001,
Pleurotus albidus 88F-13, Pycnoporus sanguineus PR32 e Trametes villosa 8216. Em
serragem de eucalipto, os teores destas enzimas foram significativamente inferiores aos
obtidos com as mesmas espécies em bagaco de cana-de-agucar. Em andlise de espectros de
FTIR, T. villosa 8216 e P. pulmonarius PS2001 apresentaram proporcdes favoraveis entre o
consumo de celulose, hemicelulose e lignina em ambas as biomassas testadas. Em ensaios de
hidrolise enzimatica, pré-tratamento biologico por T. villosa 8216 aumentou a digestibilidade
da celulose presente na serragem de 3,7% para 42% e do bagaco de cana-de-acucar de 12,9%
para 22%. T. villosa 8216 destacou-se, visto que, em ambas as biomassas, foi 0 basidiomiceto
que promoveu o maior liberacdo de glicose na etapa de hidrolise em amostras pré-tratadas por
menores tempos. Em fermentacdo alcodlica dos hidrolisados de ambas as biomassas pré-
tratadas por T. villosa 8216, o rendimento em etanol a partir de bagaco de cana-de-agucar foi
aumentado para 20,2+0,5 mg/g ap6s 49 dias de tratamento, enquanto que o controle
apresentava rendimento de 10,1+0,8 mg/g. O rendimento em etanol a partir de serragem de
eucalipto foi aumentado para 25,5+0,7, 18,2+0,03 e 25,5+3,8 mg/g, ap0s respectivamente 7,
28 e 42 dias de tratamento, enquanto que o controle apresentava rendimento de 6,5+0,2 mg/g.
Foi demonstrado o potencial do T. villosa 8216 como agente bioldégico em pré-tratamentos de

biomassas lignoceluldsicas e o impacto do pré-tratamento sobre as etapas subsequentes

Palavras chave: pré-tratamento bioldgico, biomassa lignocelulésica, etanol 2G.
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ABSTRACT

With the growing demand for renewable energy sources as alternatives to fossil fuels, the use
of lignocellulosic biomass, such as sugarcane bagasse and eucalyptus sawdust, is an
alternative for the production of second generation ethanol. However, pretreatments are
needed to facilitate the action of enzymes on biomass. Among the pretreatment methods, the
biological has been studied, since it does not require the use of chemicals and high energy
costs, to present soft conditions of process and not formation of inhibitory compounds to the
later stages. In the present study, sugarcane bagasse and eucalyptus sawdust were pretreated
by different basidiomycete species. The pretreated samples were hydrolyzed with enzymatic
complex of Peninillium echinulatum and later the fermentation of the liberated sugars was
carried out. In relation to the production of lignolytic enzymes, the species that stood out in
sugarcane bagasse were Marasmiellus palmivorus VE111, Pleurotus pulmonarius PS2001,
Pleurotus albidus 88F-13, Pycnoporus sanguineus PR32 and Trametes villosa 8216. In
eucalyptus sawdust, these enzymes were significantly lower than those obtained by the same
species in sugarcane bagasse. In the analysis of FTIR spectra, T. villosa 8216 and P.
pulmonarius PS2001 presented favorable proportions between cellulose, hemicellulose and
lignin consumption in both biomasses tested. In enzymatic hydrolysis assays, biological
pretreatment with T. villosa 8216 increased the digestibility of the pulp present in the sawdust
to 42% and of the sugarcane bagasse to 22%. T. villosa 8216 was highlighted, since in both
biomass, it was the basidiomycete that promoted the highest glucose release in the hydrolysis
step, in samples pretreated for shorter times. In alcoholic fermentation of the hydrolysates of
both biomasses pretreated with T. villosa 8216, ethanol yield from sugarcane bagasse was
increased to 20.2+0.5 mg/g after 49 days of treatment, while the control presented yield of
10.1£0.8 mg/g. The ethanol yield from eucalyptus sawdust was increased to 25.5+0.7,
18.2+0.03 and 25.5+3.8 mg/g, respectively after 7, 28 and 42 days of treatment, while the
control presented yield of 6.5+0.2 mg/g. The potential of T. villosa 8216 as a biological agent
in pretreatments of lignocellulosic biomass and the impact of pretreatment on subsequent

steps has been demonstrated.

Keywords: biological pretreatment, lignocellulosic biomass, second generation ethanol.
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1 INTRODUCAO

A preocupagdo com o0s impactos ambientais negativos causados pelas atividades
antrépicas somadas a utilizacdo de combustiveis fésseis, bem como as periddicas crises no
setor petrolifero, tem ocasionado o aumento na demanda por fontes renovaveis de energia. O
etanol € um combustivel renovavel que contribui de forma muito importante para a
diversificacdo da matriz energetica brasileira.

Ao tratar-se de etanol de primeira geracdo, produzido a partir de sacarose ou amido, ha
diversas tecnologias completamente desenvolvidas e aplicadas industrialmente. Porém,
quando se trata de etanol de segunda geracdo — obtido a partir de materiais lignoceluldsicos —
ha a necessidade de novas tecnologias.

Os materiais lignocelulésicos sdo uma opcdo atraente para a producdo deste
biocombustivel, por serem matéria-prima renovavel, abundante e de baixo custo. A oferta de
biomassa tem aumentado devido ao emprego de novas tecnologias na agroinddstria, 0 que tem
garantido expansdo desta atividade e maior produtividade, resultando em acumulagdo de
materiais lignoceluldsicos. Utilizar estes materiais, considerados subprodutos de outras
atividades, possibilita aumentar a producéo de etanol sem que haja a necessidade de aumentar
a area plantada, o que resulta em ganhos em eficiéncia no processo produtivo.

Na regido Sudeste do Brasil, destaca-se a producdo de bagaco de cana-de-agUcar, e na
Sul, a producdo de serragens, entre estas, as serragens de eucalipto. A estreita associacdo dos
principais componentes da biomassa lignoceluldsica — celulose, hemicelulose e lignina —
confere a estes materiais alta recalcitrancia. As serragens de eucalipto, em especial,
apresentam maior recalcitrancia por possuirem maior teor de lignina em sua composicéo.

A conversdo de biomassa lignocelulésica em etanol ainda esbarra em algumas
dificuldades tecnoldgicas, sendo uma destas o passo de pré-tratamento. As etapas de hidrélise
e fermentacdo precisam ser antecedidas por pré-tratamentos, que visam aumentar a
acessibilidade aos acUcares, visto que o carater recalcitrante dificulta a digestibilidade deste
material. Diversos tipos de pré-tratamentos sdo empregados para esta finalidade como os
fisicos, 0s quimicos, os fisico-quimicos e 0s bioldgicos, sendo que este Gltimo merece
atencdo. Apesar de ser uma tecnologia pouco desenvolvida, o pré-tratamento bioldgico tem
grande potencial e apresenta vantagens frente aos outros tipos de pré-tratamento, como menor
demanda energética, a desnecessidade de uso de quimicos e condicdes mais brandas de
conducéo do processo.

Sé&o conhecidos diversos fungos produtores de enzimas capazes de despolimerizar o
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complexo existente nos lignocelulésicos, sendo que fungos basidiomicetos lignoceluloliticos
sdo capazes de degradar compostos organicos persistentes como a lignina. Dentro deste
contexto, a proposta deste trabalho foi avaliar os efeitos do pré-tratamento biologico de
bagaco de cana-de-aclcar e de serragens de eucalipto por diferentes macrofungos sobre as

etapas subsequentes de hidrdlise enzimatica e fermentacdo em etanol.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar pré-tratamentos bioldgicos de bagaco de cana-de-agUcar e serragem de eucalipto
em cultivos em estado solido de macrofungos e, posteriormente, realizar hidrdlise enzimatica,

a fim de obter agUcares fermentesciveis para producédo de etanol de segunda geracéo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter extratos enziméaticos dos macrofungos quando cultivados em estado sélido nas
biomassas vegetais (bagaco de cana-de-agucar e serragem de eucalipto).

e Determinar as concentragdes de celulose, hemicelulose e lignina das biomassas
(bagaco de cana-de-agUcar e serragem de eucalipto) biologicamente tratadas.

e Avaliar a digestibilidade enzimatica das biomassas (bagaco de cana-de-acUcar e
serragem de eucalipto) biologicamente tratadas utilizando complexo enzimaético de
Penicillium echinulatum;

e Avaliar os rendimentos em etanol durante a fermentacdo dos hidrolisados por

Saccharomyces cerevisiae CAT-1 (cepa comercial).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 ETANOL DE SEGUNDA GERACAO

As mudancas climaticas e a preocupacao com o futuro dos precos e reservas do petroleo
tém motivado a busca por combustiveis renovaveis (LUO et al., 2009). Apds décadas de
dominio da inddstria petrolifera, uma mudanca gradual estd ocorrendo e as industrias
passaram a produzir os mesmos produtos derivados de petr6leo por outras vias. Muita atencéo
tem sido dada aos recursos energéticos alternativos, como por exemplo, as biomassas
lignocelulésicas. As culturas agro-energéticas e o0s residuos vegetais sdo biomateriais
promissores e de baixo custo para a producdo de biocombustiveis e geracdo de energia. No
entanto, a transicdo de uma economia baseada no petréleo para uma que explore o potencial
da biomassa ndo existe sem novos desafios tecnologicos, ecologicos e de sustentabilidade
(MONTEIRO, VEIGA e COUTINHO, 2010; MEGAWATI et al., 2011; PAWELZIK et al.,
2013; BEZERRA e RAGAUSKAS, 2016).

O etanol € previsto como o biocombustivel com maior potencial para substituir os
combustiveis fésseis (DIAS et al., 2013). Além disso, contribui de forma muito importante
para a reducdo dos impactos ambientais negativos gerados pela utilizacdo de combustiveis
no-renovaveis (CARDONA & SANCHEZ, 2007). O etanol desempenha papel importante na
economia brasileira, pois pode ser utilizado como combustivel nos veiculos flex-fuel
(hidratado), misturado com a gasolina, com vista a baratear o combustivel, aumentar sua
octanagem e reduzir a emissdo de poluentes (anidro), além da utilizacdo na fabricacdo de
tintas, vernizes, solventes, entre outros (CONAB, 2017).

O etanol de primeira geracédo da cana-de-acucar tem sido produzido em grande escala ha
muitas décadas no Brasil (SOCCOL et al., 2010), seguindo o programa nacional Pré-alcool
criado pelo governo como resposta a crise do petroleo (KOSTIN et al., 2012). De acordo com
a Companhia Nacional de Abastecimento (2017), na safra de 2016/2017 a producéo brasileira
de etanol total foi de 27,81 bilhdes de litros. Projeta-se que, na proxima década, a demanda de
etanol no mercado brasileiro continuard em franca expansdo (TOLMASQUIM, 2012).

O etanol de segunda geracdo - derivado de materiais lignoceluldsicos - apresenta
vantagens como a auséncia de competicdo com a producdo e abundancia de alimentos e o

baixo preco da matéria-prima (POGANIETZ, 2012; CUCEK et al., 2011). Assim, 0 aumento

da producédo de etanol com matéria-prima lignocelulésica é de fundamental importancia para

estabelecer um futuro energético sustentavel (NIGAM E SINGH, 2011). Pesquisas voltadas a
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este tema tém sido desenvolvidas no mundo todo, visando ampliar a produtividade no setor
bioenergético (SIMS et a., 2010). Se a tecnologia de producdo de etanol celuldsico se
consolidar, a combinagdo da producdo de etanol de primeira e segunda geragdo permitira
obter maior quantidade de combustivel sem aumentar o volume de matéria-prima cultivada
nem a area plantada (PACHECO, 2011).

O etanol de segunda geragéo pode ser produzido a partir de diversas fontes. No entanto,
apesar de a biomassa lignocelulésica ser uma das matérias-primas mais promissoras devido a
grande disponibilidade e ao baixo custo, esta tecnologia ainda ndo estd completamente
desenvolvida. Além disto, como o processamento da biomassa é mais complexo, implica nos
custos totais do etanol lignoceluldsico, o que pode prejudicar a solidez econémica do
processo. Este fato ressalta a necessidade de desenvolvimento de tecnologias e da selecéo
adequada das matérias-primas e da configuracdo de processo, para que se possa obter um
produto de qualidade e atingir maior produtividade e menores custos (CARDONA &
SANCHEZ, 2007; POGANIETZ, 2012).

De acordo com Balat et al. (2008), o processamento da biomassa a etanol de segunda
geracdo € composto por quatro unidades principais de operacBes: o pré-tratamento, a
hidrolise, a fermentacdo e a separacdo do produto - para atender as especificacdes de
combustivel.

Kumar et al. (2016) descrevem diagrama de fluxo do processo de conversdo de
biomassa celuldsica em etanol, mostrado na Figura 1, que compreende Varios passos:

1) reducdo de tamanho de particula da biomassa;

2) pré-tratamento;

3) producdo de enzimas;

4) hidrolise enzimatica da fase pré-tratada a acucares fermentaveis;

5) fermentacéo a etanol e

6) recuperacdo do etanol.

As etapas 3, 4 e 5 tém varias configuraces de processo incluindo hidrolise e
fermentacdo separadas (SHF), sacarificacdo e fermentacdo simultaneas (SSF), sacarificacdo e
co-fermentacdo de acglcares de hexoses e de pentoses simultaneas (SSCF) e bioprocessamento
consolidado (CBP), que combina as etapas de producdo de enzimas, sacarificacdo enzimatica
e fermentacdo em um unico passo (KUMAR et al., 2016).

O custo da producdo de etanol a partir da biomassa lignoceluldsica, com as tecnologias
atuais, é relativamente alto. Além disso, o baixo rendimento continua a ser um dos principais

desafios. Além dos desafios e limitagdes relativos ao transporte e manuseio da biomassa
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(MAURYA, SINGLA e NEGI, 2015), o pré-tratamento e a producéo das enzimas utilizadas
na etapa de hidrolise sdo os fatores que mais contribuem para o custo de processamento de
etanol de segunda geracdo (LYND et al., 2008) e, assim, tém atraido muita atencdo nos
ultimos anos (KUMAR et al., 2016).

Neutralizagdo
da pasta de
pré-tratamento
elou separagdo
solido-liquido Produgédo
de
Enzimas

2.

Pré-tratamento

tamanho

Figura 1. Diagrama de fluxo do processo de conversdo de biomassa celulésica em etanol (KUMAR et al., 2016,
adaptado).

Pré-tratamentos adequados podem aumentar as concentraces de aclcares fermentaveis
apos sacarificacdo enzimatica, melhorando assim a eficiéncia de todo o processo. Nos Gltimos
anos, varias tecnologias de pré-tratamento para a biomassa lignoceluldsica foram descritas, a
fim de melhorar a producéo de etanol. Mas vale ressaltar que nenhuma tecnologia estudada
oferece 100% de conversdo de biomassa em agucares fermentaveis. Existe sempre uma perda,
que afeta o rendimento final e aumenta o custo do produto acabado. Embora a combinagéo de
dois ou mais métodos de pré-tratamento tenham mostrado resultados promissores, ainda
existe a necessidade de uma extensa investigacdo nesta area para que um novo processo de
tratamento eficiente seja desenvolvido ou que um processo existente seja atualizado para se
alcangar resultados satisfatorios (MAURYA, SINGLA e NEGI, 2015).
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3.2 RESIDUOS LIGNOCELULOSICOS COM POTENCIAL PARA PRODUCAO DE
ETANOL 2G

O material lignocelulésico constitui o maior recurso renovavel do mundo, além de ser
matéria-prima de baixo custo e abundante (BALAT et al., 2008; LIMAYEM & RICKE,
2012; TAHA et al., 2016). Estima-se que a biomassa lignocelul6sica compreenda cerca de
50% da biomassa disponivel no mundo, o que ressalta seu potencial como matéria-prima para
o desenvolvimento de produtos biotecnoldgicos (SANCHEZ & CARDONA, 2008). Todos 0s
materiais lignoceluldsicos sdo, em principio, adequados para a producdo de etanol
(CASTOLDI et al., 2014).

Existem vérios grupos de matérias-primas que sdo diferenciadas por sua origem,
composicao e estrutura, podendo ser classificados de acordo com o tipo de recurso (KNAUF
& MONIRUZZAMAN, 2004; BALAT et al., 2008; LIMAYEM & RICKE, 2012). Em geral,
materiais lignocelulésicos podem ser divididos em varios grupos, que incluem: cultivos
energéticos, plantas aquaticas, residuos florestais, solidos urbanos orgénicos e industriais e
residuos da agroindustria (SANCHEZ & CARDONA, 2008; TAHA et al., 2016). A triagem
das matérias-primas promissoras entre uma grande variedade de lignoceluldsicos é de suma
importancia (TAHA et al., 2016), visto que a industria de etanol baseada em biomassa requer
um fornecimento continuo e confiavel de matérias-primas para manter uma producao de baixo
custo e manter um uso minimo de agua, fertilizantes e terra cultivavel (LEWANDOWSKI et
al., 2003).

A expansdo da atividade agroindustrial, bem como o aumento da produtividade devido a
aplicacdo de novas tecnologias, resultam em acumulacdo de uma grande quantidade de
residuos lignocelulésicos (SANCHEZ, 2009). A maioria dos residuos agro-florestais mundiais
é obtida a partir quatro culturas - milho, trigo, arroz e cana-de-agucar - sendo que o restante
dos residuos agro-florestais constituem apenas uma pequena parte da biomassa (TAHA et al.,
2016). O interesse na utilizacdo dessas matérias-primas proporcionou o desenvolvimento de
bioprocessos baseados no emprego dessas fontes como substratos ndo sé na area de
biocombustiveis, mas também na producdo de proteinas isoladas, acidos organicos, etanol,
cogumelos comestiveis, enzimas e metabdlitos secundarios biologicamente importantes
(LAUFENBERG; KUNZ & NYSTROEM, 2003).
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3.2.1 Bagaco de cana-de-agucar no contexto do setor sucroenergético

O Brasil tem uma vantagem natural na producdo cana-de-aglcar e consequentemente
de etanol, devido a vasta area de terra ndo utilizada ou pouco utilizada que pode ser
convertida em producdo agricola e ao clima tropical bem adequado para a producdo de cana-
de-agticar (HOFSTRAND, 2015). E o maior produtor mundial de cana-de-agucar e segundo o
levantamento realizado pela CONAB (2017), na safra de 2016/17 a area plantada foi de
1.021,3 mil hectares, apresentando uma produtividade de 72.623 kg/ha de cana de agucar
destinada & atividade sucroalcooleira.

O conteldo energético da cana-de-acgUcar é dividido em trés partes iguais. Um terco da
energia estd na sacarose, um terco, na palha (folhas e topo da planta) deixada no campo
durante a colheira e o terco restante é o bagaco, que ¢ o material fibroso remanescente da
extracdo do caldo da cana-de-agucar (HOFSTRAND, 2015). Juntos, a palha e o bagaco,
compreendem dois tercos da massa seca total da planta e 56% do carboidrato total na cana-de-
acucar (DIAS et al., 2012).

O bagaco representa aproximadamente 0,3 tonelada por cada tonelada de cana
cultivada (HOFSETZ e SILVA, 2012). E um material altamente heterogéneo, que apresenta
em sua composicdo cerca de 20-30% de lignina e 40-45% de celulose e 30-35%
hemiceluloses com quantidades limitadas de extrativos e cinzas (PANDEY et al., 2000;
CARDONA, QUINTEIRO E PAZ, 2010). Sua composicdo 0 torna uma matéria-prima
promissora para a producéo de biocombustiveis de segunda geracdo (HOFSTRAND, 2015).

O bagaco de cana-de-acucar é atualmente usado como a principal fonte de energia
necessaria nos moinhos de acucar e destilarias de etanol e também para a geracdo de
eletricidade a ser vendida. No entanto, uma parte importante do bagaco produzido esta
subutilizada (DE MORAES ROCHA et al., 2011) visto que uma parte dos residuos gerados
durante o cultivo e processamento de cana-de-aclcar sdo queimados ou deixados no campo
(DIAS et al., 2011). A introducdo da producdo de etanol de segunda geracao precisa levar em
conta a demanda dos mercados doméstico e internacional e a concorréncia do uso de
biomassa lignocelul6sica em plantas de cogeracdo de eletricidade (CARDONA, QUINTEIRO
e PAZ, 2010). No momento em que a tecnologia de segunda geracdo estiver em escala
comercial, as usinas seguirdo a l6gica do mercado, voltando sua producéao para eletricidade ou
etanol, de modo semelhante ao que ocorre com a destinacdo do caldo, que a depender das
condicdes produz mais etanol ou mais agucar (PACHECO, 2011).

Esta bem documentado que, com as melhorias tecnoldgicas feitas nas caldeiras, €
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possivel para satisfazer as necessidades energéticas das plantas com apenas metade do bagaco
produzido. O excedente de bagaco pode ser usado em mais de quarenta aplicagcOes diferentes,
como a producdo de etanol, papel, placas, alimentos para animais e furfural. A utilizagdo
integral dos componentes do bagaco € desejavel tanto por razdes econdmicas quanto
ambientais (DE MORAES ROCHA et al., 2011).

A utilizacdo deste subproduto como matéria-prima, além de agregar valor a este
material, aumenta o rendimento econémico do processo. Consequentemente, é obtido um

duplo efeito, econdmico e ecologico (GAMEZ et al., 2006).

3.2.2 Residuos agroflorestais: etanol de serragens

Os residuos florestais representam uma fonte potencialmente grande de biomassa
lignoceluldsica e podem ser utilizados para produzir bioenergia sob a forma de eletricidade,
calor e combustiveis liquidos de transporte. Embora a bioenergia florestal ja seja uma opcao
viavel para a produgéo de calor e energia em larga escala, a utilizagdo de residuos florestais
para a producdo de biocombustiveis liquidos, como o etanol, é dificultada por desafios
econémicos e técnicos. As madeiras macicas sdo geralmente consideradas como a matéria-
prima lignocelulésica mais recalcitrante para a conversdo bioquimica em etanol,
principalmente devido a sua estrutura e elevado teor de lignina. Os residuos da silvicultura
incluem os subprodutos das fabricas de celulose e serraria (serragens e cascas) e 0s residuos
da colheita da exploracdo madeireira (topos e galhos) (FRANKO, GALBE e WALLBERG,
2016).

O eucalipto é uma das principais espécies cultivadas na América do Sul para celulose e
madeira. Embora as plantacfes de eucalipto para celulose sejam colhidas em idades abaixo de
10 anos, as serrarias usam arvores mais velhas para obter madeira de alto volume e
resisténcia. A atividade da industria florestal gera grandes quantidades de residuos, sendo que
cerca de 50% da madeira processada industrialmente termina como residuo, gerando 1,5
milhdo de toneladas de residuos de madeira seca por ano, que ndo sdo adequadamente
explorados (RANGEL et al., 2016).

A serragem € um dos produtos mais importantes da transformacdo priméria de eucalipto
e madeira de Pinus, € um residuo produzido em grande quantidade no Brasil e menos
explorado que os residuos agricolas como substrato para a producédo de aglcares fermentaveis.
A aplicacdo de tratamentos de conversdo quimica para o fracionamento de seus componentes

principais poderia levar ndo apenas a uma melhor utilizacdo destas matérias-primas, mas
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também & oportunidade de manufaturar produtos de alto valor agregado para complementar
processo produtivo. A aplicacdo de novas tecnologias faria melhor uso deste tipo de
subproduto. Por conversdo quimica, termoquimica e bioldgica, varios produtos quimicos e
combustiveis podem ser obtidos a partir deste tipo de biomassa (CASTOLDI et al., 2014;
RANGEL et al., 2016).

3.3 COMPOSICAO DOS MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

A estrutura base de toda biomassa lignoceluldsica consiste em trés componentes
principais: celulose, hemiceluloses e lignina, além de pequenas quantidades de extrativos e
sais minerais (DEMIRBAS, 2005). Estes constituintes sdo unidos entre si, formando uma rede
complexa resistente aos ataques microbianos (MOSIER et al., 2005). E importante entender a
quimica primaria da parede celular vegetal (FRANKOVA e FRY, 2013). A estrutura
hierarquica complexa da biomassa lignoceluldésica é o principal obstaculo para o
fracionamento de componentes, visto que existe uma forte interacdo entre a celulose,
hemicelulose e lignina devido a muitos fatores fisico-quimicos, estruturais e composicionais
(LEE, HAMID e ZAIN, 2014). A Figura 2 mostra a estrutura da parede celular da planta e

diferentes biocomposicgdes.
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Figura 2. Estrutura da parede celular da planta e diferentes biocomposi¢des (LEE, HAMID e ZAIN, 2014, com
modificacdes).

As microfibrilas de celulose, parcialmente cristalinas, formam o esqueleto da parede
celular desprovido de agua interna; as moléculas de hemicelulose ligam-se fortemente a

celulose, podendo também ficar localmente aprisionadas dentro das microfibrilas. As
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hemiceluloses, juntamente com pectinas, constituem uma matriz hidratada ocupando o espaco
na fibra (FRANKOVA e FRY, 2013). Geralmente, as fibrilas de celulose sio revestidas com
hemicelulose, o que forma uma rede aberta, cujos espacos vazios sdo gradualmente
preenchidos por lignina (RAMOS, 2003; CHUNDAWAT et al., 2011).

A celulose é o componente mais abundante na biomassa vegetal (entre 30-60% da
composicdo) e consiste em um polimero linear de residuos de glicose. A composicdo da
celulose e a orientacdo das ligacdes de hidrogénio (Figura 3) fazem deste composto um
polimero rigido, de estrutura altamente cristalina, insoluvel em &gua, resistente a
despolimerizacéo e dificil de hidrolisar, devido & ordenacéo e ao empacotamento das cadeias
poliméricas (MOSIER et al., 2005; BALAT, 2011).

Ligagtes de hidrogénio intramoleculares
(entre as mesmas cadeias)

Ligacies de hidrogénio
intermoleculares
(entre cadeias vizinhas)
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Ligapbes B-14-glicosidica:

Figura 3. Estruturas quimicas de cadeias de celulose (LEE, HAMID e ZAIN, 2014, com modifica¢@es).

As microfibrilas (uma unidade de celulose ou fibrila elementar) de celulose tém regibes
cristalinas e amorfas, e a cristalinidade da celulose tem sido considerada um dos fatores
importantes na determinacdo das taxas de hidrolise de substratos celuldsicos. A maior parte da
celulose (cerca de 2/3) estd na forma cristalina (CHANG e HOLTZAPPLE, 2000). Essas
microfibrilas se auto-organizam formando microfibras, que podem entdo ser reticuladas por
matrizes de hemicelulose para formar macrofibras, o que cria resisténcia a degradacao
quimica e enzimatica (BEZERRA e RAGAUSKAS, 2016).

A hemicelulose é uma macromolécula formada por pentoses e hexoses (Figura 4),
altamente ramificada, de menor massa molecular que a celulose, que corresponde a cerca de
20-40% da biomassa seca. Pode apresentar diferentes anidro-agtcares como glicose, xilose,

arabinose, galactose, frutose, manose, dependendo da espécie vegetal (FERRAZ, 2004;
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MOSIER et al., 2005). E mais facilmente hidrolisada em comparagdo com a celulose por
causa da sua natureza amorfa ramificada (BALAT, 2011). Porém, devido a diversidade de
seus aguUcares, requer uma ampla gama de enzimas para ser completamente hidrolisada em
mondmeros livres (LIMAYEM & RICKE, 2012).
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Figura 4. Estrutura parcial da hemicelulose e hexoses e pentoses que compfe a estrutura da hemicelulose
(FERREIRA, ROCHA e SILVA, 2009, com modificacGes).

A hemicelulose é uma barreira fisica que envolve as fibras de celulose e protege-a da
hidrolise enzimatica (MAURYA, SINGLA e NEGI, 2015). Alguns estudos demonstraram
que a remocdo de hemicelulose aumenta a dimensdo média dos poros do substrato e,
consequentemente, aumenta a acessibilidade e a probabilidade de hidrolise da celulose (JEOH
et al. 2005; CHANDRA et al. 2007; ISHIZAWA et al.2007)

A lignina é composta por trés unidades principais de fenilpropano - alcoois
coniferilicos, sinapilicos e p-cumarilicos (Figura 5) - aléem de varios compostos fenolicos
menores, que formam uma matriz muito complexa e corresponde a cerca de 15 a 25% da
composicio da biomassa lignoceluldsica (ACHYUTHAN et al., 2010; BALAT, 2011). E um
heteropolimero amorfo, ndo solivel em &gua e opticamente inativo; suas unidades de
fenilpropano sdo unidas entre si por ligagdes ndo hidrolisaveis. A complexidade da lignina,
grau de polimerizacdo e diversidade sdo tdo grandes que pode ndo haver duas macromoléculas
de lignina idénticas com a mesma sequéncia primaria de unidades fenilpropano
(ACHYUTHAN et al., 2010).

A lignina é ligada também a hemicelulose e a celulose, formando uma barreira fisica
impenetravel na parede celular vegetal, estando presente nesta regido da célula para dar

sustentacdo estrutural, impermeabilidade e resisténcia contra ataque microbiano e estresse
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oxidativo (SANCHEZ, 2009). A presenca da lignina é uma das desvantagens da utilizacdo de
lignocelulésicos em fermentagdo, uma vez que torna a biomassa lignoceluldsica resistente a
degradacdo quimica e bioldgica e dificulta o acesso aos outros componentes da planta
(TAHERZADEH & KARIMI, 2008).
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Figura 5. Estruturas quimicas da lignina (LEE, HAMID e ZAIN, 2014, com modificacdes).

A cristalinidade e o grau de polimerizacdo da celulose, o revestimento da celulose por
hemicelulose e a area de superficie acessivel protegida por lignina, o carater heterogéneo da
biomassa e a resisténcia das fibras contribuem para a recalcitrancia do material
lignocelulésico (MOSIER et al., 2005). A lignina € o componente mais recalcitrante da
parede da célula da planta, e quanto maior for a propor¢do de lignina, maior a resisténcia a
degradacdo quimica e enziméatica (TAHERZADEH & KARIMI, 2008).

3.4 PRE-TRATAMENTOS

O pré-tratamento esta entre os grandes desafios da conversdo de biomassa
lignocelulésica em etanol e é uma das etapas mais cruciais do processo (BEZERRA e
RAGAUSKAS, 2016). Este tem como principal objetivo remover ou minimizar as barreiras
fisicas e quimicas causadas pela estreita associacdo dos principais componentes da biomassa
lignocelulésica, aumentando a acessibilidade aos aclcares e melhorando assim a
digestibilidade (ALVIRA et al., 2010). A reducdo da recalcitrancia tem sido atribuida a varios
fatores, incluindo mudangas nas interacdes entre hemicelulose, celulose e lignina, aumento da

acessibilidade a celulose, remogdo de complexos lignina-carboidrato, hidrdlise parcial da
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hemicelulose, diminuicéo do teor de lignina e possiveis reduc6es na cristalinidade da celulose.
Desde que ndo haja a formagdo de compostos inibidores das etapas de hidrolise enzimatica e
fermentacdo, estes efeitos aumentam o rendimento de aclcares, consequentemente
aumentando o rendimento global do processo, (BEZERRA e RAGAUSKAS, 2016).

Durante as Ultimas décadas, muitos processos de pré-tratamento vém sendo
desenvolvidos e estes apresentam vantagens e desvantagens. A eficicia do pré-tratamento
depende da estrutura fisica e composicdo quimica da biomassa e das condicGes de tratamento.
(SINDHU et al., 2015). Cada pré-tratamento tem um efeito especifico sobre a fracdo de
celulose, hemicelulose e lignina e sendo assim, o método deve ser cuidadosamente
selecionado de acordo com as etapas posteriores do processo, com o tipo de biomassa e com a
compatibilidade com a planta industrial. Estes pré-tratamentos podem ser de natureza fisica,
quimica, fisico-quimica ou biologica (ALVIRA et al., 2010). Um pré-tratamento ideal deve
ser aplicavel em diversas matérias-primas, deve requerer minimas quantidades de energia e
quimicos e gerar sélidos altamente reativos, com macro e micro-acessibilidade aumentadas
para que a conversdo seja de alto rendimento, com baixa concentracdo de enzima (KUMAR et
al., 2016). Varios métodos de pré-tratamento sdo estudados para fracionar, solubilizar,
hidrolisar e separar celulose, hemicelulose e componentes de lignina (MAURYA, SINGLA e
NEGI, 2015). Algumas das tecnologias de pré-tratamento previamente desenvolvidas e que
satisfazem alguns destes critérios podem ser observadas na Figura 6.

O preé-tratamento mecanico visa aumentar a area de superficie reduzindo o tamanho da
biomassa. J& os métodos fisico-quimicos exigem controle das condigdes operacionais, visto
que as reacdes ocorrem a altas temperaturas e pressdo (TAHERZSADEH e KARIMI, 2007).
Os métodos quimicos removem e/ou deslocam hemiceluloses e lignina, assim afrouxando a
estrutura da rede de lignina e holocelulose. Séo utilizados também métodos de pré-tratamento
biologico para a deslignificacdo da biomassa lignocelulésica (CHANDEL et al., 2007).

A explosdo a vapor € o método mais utilizado para o pré-tratamento da biomassa
lignoceluldsica atualmente (CHANDRA et al., 2007; SINGH et al., 2015). Neste método, a
biomassa é tratada com vapor saturado de alta pressdo por alguns segundos (30s) a varios
minutos (20 min) e entdo a pressdo € reduzida repentinamente. A explosdo de vapor é
tipicamente uma combinacdo de forcas mecanicas e efeitos quimicos devido a hidrolise (auto-
hidrolise) de grupos acetil de hemicelulose. Este processo causa degradacao da hemicelulose e
transformacdo da lignina devido a alta temperatura, aumentando assim o potencial da
hidrolise de celulose (PAN et al., 2005).

Este método é reconhecido com um dos pré-tratamentos mais eficientes, porém
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apresenta diversas desvantagens, como a degradacao parcial das hemiceluloses, a formagéo de
componentes toxicos que podem afetar o processo de hidrdlise enzimética e fermentacéo e o
alto gasto energético (OLIVA et al., 2003; HAMELINCK et al., 2005). A exploséo a vapor,
bem como pré-tratamentos por hidrélise acida, podem produzir furfural e hidroximetilfurfural
como subprodutos, que tém efeito inibitdrio nos processos de hidrolise enzimética e
fermentacdo, fazendo com que haja a necessidade de um processo de desintoxicagdo
subsequente ao pré-tratamento, aumentando assim o custo global do processo (SCHMIDT e
THOMSEN, 1998; MAURYA, SINGLA e NEGI, 2015).

Uma vez que os métodos fisicos, quimicos e fisico-quimicos requerem maior demanda
energética, altos custos de reagentes e tratamento dos residuos do processo - que muitas vezes
sdo altamente poluentes, além de formarem compostos inibidores das posteriores - o pré-
tratamento biolégico surge como uma tecnologia alternativa (GUPTA & VERMA, 2015). No
cendrio atual existem algumas limitacdes no uso dessa estratégia para o processo de escala
piloto. H& uma necessidade de atividades de pesquisa, desenvolvimento e aperfeicoamento do
processo para o desenvolvimento de um processo economicamente viavel (ALVIRA et al.,
2010; SINDHU, BINOD e PANDEY, 2015).
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Figura 6. Comparacdo de critérios importantes para 20 diferentes tecnologias de pré-tratamento (DALE e ONG, 2012; com modificacdes).
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3.4.1 Pré-tratamento Bioldgico

O pré-tratamento biolégico consiste na despolimerizacdo da biomassa lignoceluldsica
por enzimas produzidas por microrganismos, especialmente fungos, tornando os aglcares
acessiveis para as etapas de hidrdlise e fermentacdo etandlica. Ao contrério dos métodos de
pré-tratamento quimico e fisico-quimico, no pré-tratamento biol6gico, ndo ha a necessidade
do uso de quimicos ou altos gastos energéticos (SINGH et al., 2008).

Vaérias estratégias de pré-tratamento bioldgico de biomassas lignocelulésicas tém sido
investigadas tanto em laboratério, como em escala piloto. No Quadro 1 estdo elencados
alguns estudos realizados na Ultima década, com as principais vantagens observadas ap0s o
pré-tratamento bioldgico.

Quadro 1. Diferentes estratégias de pré-tratamento bioloégico de biomassa lignoceluldsica e suas vantagens
(SINDHU, BINOD e PANDEY, 2015; SHIRKAVAND et al., 2016, com modificaces).

Agente biolégico Biomassa Efeitos mais relevantes

Referéncia

Suhara et al. (2012)

Punctualaria sp. | Colmos de bambu

TUFC20056

50% de remocdo de lignina

Irpex lacteus Talos de milho Rendimento de hidrolise de 82% Duetal. (2011)

Consorcio fangico Palha Aumento de sete vezes na hidrélise Taha et al. (2015)

Castoldi et al
(2014)

Pleurotus ostreatus Serragem de | Aumento de vinte vezes na hidrolise

Pleurotus pulmonarius | Eucalyptus grandis

Consorcio fangico Palha de milho 43,8% remocéo de lignina / aumento | Song etal. (2013

de sete vezes na hidrolise

Cianchetta et al.
(2014)

Ceriporiopsis Palha de trigo Perda minima de celulose

subvermispora

Ceriporiopsis Palha de milho Aumento de 2-3 vezes no rendimento | Wanand Li (2011)

subvermispora de agUcares redutores

Consorcio fangico Biomassa vegetal Eliminagdo completa do uso de | Dhimanetal. (2015)

substancias quimicas perigosas

Ceriporiopsis
subvermispora

Palha de milho

Rendimento de 58% em bioetanol e
rendimento em acucares de 57 a 67%

Wan e Lee (2010)

Continua
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Quadro 1. Diferentes estratégias de pré-tratamento bioloégico de biomassa lignocelulésica e suas vantagens
(SINDHU, BINOD e PANDEY, 2015; SHIRKAVAND et al., 2016, com modificagdes).

Continuacao

Agente bioldgico Biomassa Efeitos mais relevantes Referéncia
Ceriporiopsis Cedro japonés Rendimento em bioetanol | Amirta etal. (2006)
subvermispora (em relacdo ao

rendimento maximo
tedrico  baseado  na
holocelulose) superior a
35%
Ceriporiopsis Seringueira Rendimento em acglcares | Nazarpour etal. (2013)

subvermispora

28% superior ao obtido
em hidrélise de biomassa
sem pré-tratamento

Phanerochaete
chrysosporium

Madeira de faia

Rendimento em agUcares
de 9,5%

Sawada et al. (1995)

Pycnoporus cinnabarinus

Palha de trigo

Rendimento em agUcares
de 55%

Hatakka (1983)

Pleurotus ostreatus

Palha de arroz

Rendimento em acucares
de 33% (baseado no teor
de holocelulose -
acucares totais).

Taniguchi et al. (2005)

Pleurotus ostreatus

Casca de arroz

Rendimento em agUcares
de 39%

Yu et al. (2009)

Trametes versicolor

Seringueira

Rendimento em agUcares
16% superior ao obtido
em hidrdlise de biomassa
sem pré-tratamento

Nazarpour et al. (2013)

Coriolus versicolor

Residuos de bambu

Rendimento em agUcares
de 37%

Zhang, Xu e Wang (2007)

Stereum hirsutum

Pinho vermelho japonés

Rendimento em agUcares
21%

Lee et al. (2007)

Apesar da necessidade de monitoramento continuo dos parametros a fim de atender as

necessidades do agente bioldégico empregado no processo, este tipo de tratamento apresenta
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como principais vantagens a baixa demanda de energia, a desnecessidade do uso de quimicos
e as condicOes brandas de temperatura, pH e pressdo ao longo do processo (SUN & CHENG,
2002).

O pré-tratamento biolégico tem véarias vantagens em relacdo as estratégias
convencionais de pré-tratamento, porém varios desafios no processo precisam ser abordados
antes de serem implementados na escala comercial. Para resolver estes inconvenientes, séo
necessarias atividades de investigacdo e desenvolvimento a fim de reduzir o custo dos
sistemas de pré-tratamento e de sacarificacdo enzimatica, configuracdo de reatores para
minimizar a geracdo de calor durante o pré-tratamento bioldgico e identificacdo de agentes
bioldgicos eficientes utilizando técnicas moleculares avancadas (SINDHU, BINOD e
PANDEY, 2015).

3.4.2 Combinacao de preé-tratamento biolégico com outros métodos

A baixa demanda energética dos pré-tratamentos bioldgicos tem despertado interesse no
estudo da aplicabilidade deste método na producdo de biocombustiveis a partir de
lignoceluldsicos. Porém, a principal desvantagem deste método é em relacdo ao longo tempo
de processo. A combinacdo com outros métodos poderia reduzir o tempo requerido e ainda,
gerar eficiéncia de custos. Assim, o pré-tratamento biolégico combinado com outros metodos
fisicos e quimicos ja tem sido contemplado (SHIRKAVAND et al., 2016).

Na literatura sdo encontrados diversos estudos de combinacdo de pré-tratamentos
biolégicos com pré-tratamentos:

e 4cido (KUHAR, NAIR e KWHAD, 2008; MA et al., 2010; GUI et al., 2013;
SUHARDI et al., 2013; ISHOLA, ISROI e TAHERZADEH, 2014);

e alcalino (HATAKK, 1983; KADIMALIEYV et al., 2003; FISSORE et al., 2010; YU et
al., 2010a; YU et al., 2010b; SALVACHUA et al., 2011; ZHONG et al., 2011; YANG
et al., 2013), por explosdo a vapor (SAWADA et al., 1995; ZHANG et al., 2008;
TANIGUCHI et al, 2010; ASADA et al., 2011; LI e CHEN, 2014);

e explosdo a vapor de amdnia — AFEX (BALAN et al., 2008);

e com solventes organicos (ITOH et al., 2003; FISSORE et al., 2010; MONRROY et
al., 2010; BABA et al., 2011);

e 4gua quente liquida — LHW (WAN e LI, 2011).

De um modo geral, a combinacdo de pré-tratamento biolégico com pré-tratamentos

fisicos e/ou quimicos tem se mostrado uma alternativa eficiente, levando a aumento nos
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rendimentos em agucares e em produtos, a diminuicdo na carga de quimicos e € ainda uma
forma de contornar os longos periodos de pré-tratamento bioldgico, diminuindo o tempo de
processo. Devido a baixa demanda de energia requerida em pré-tratamentos bioldgicos, a
combinacdo com outros métodos pode proporcionar condigdes de opera¢bes mais brandas
quando comparado com as condi¢fes necessarias em pré-tratamento unicamente quimicos.
Além disso, a formacdo de subprodutos tdxicos as etapas subsequentes do processo pode ser
diminuida ou inexistente, devido as condi¢es mais brandas de trabalho (SHIRKAVAND et
al., 2016).

3.6 MACROFUNGOS E ARSENAL LIGNOLITICO

Os fungos degradadores de materiais lignoceluldsicos séo responsaveis por um dos mais
importantes ciclos do carbono na natureza. Gragas a acao desses organismos, todo o complexo
polimérico existente nos lignocelulésicos pode ser despolimerizado, pois permitem que outros
microrganismos possam atacar as estruturas dos vegetais que ndo estavam previamente
acessiveis (FERRAZ, 2004).

Os organismos predominantemente responsaveis pela degradacdo de complexos
lignoceluldsicos sao fungos, classificados pelo tipo de degradacdo, nomeadamente fungos de
podriddo branca, parda e macia. Os fungos de podridao branca degradam a lignina presente na
madeira, deixando a celulose mais clara. Os fungos de podriddo-castanha degradam os
polissacarideos de madeira (celulose e hemicelulose), modificando parcialmente a
lignina. Alguns destes fungos quebram a lignina e a celulose produzindo poderosas enzimas
oxidativas e hidroliticas extracelulares. Os fungos de podriddo macia secretam celulases,
atacando somente a celulose, as vezes levando a um padrdo de descoloracédo e fissuracéo
semelhante ao dos fungos de podriddao parda (MANAVALAN, MANAVALAN e HEESE,
2015).

A degradacdo fungica ocorre de forma intracelular ou de forma extracelular, quando as
moléculas a serem degradas sdo insolUveis ou muito grandes, como no caso da lignina, da
celulose e da hemicelulose. Os fungos tém dois tipos de sistemas enzimaticos extracelular: o
sistema hidrolitico, que produz hidrolases responsaveis pela degradacdo dos polissacarideos, e
0 oxidativo, sistema que degrada lignina e abre anéis fenila (SANCHEZ, 2009).

Os fungos basidiomicetos lignoceluloliticos sdo capazes de decompor uma série de
compostos organicos persistentes, tais como a lignina e diversas classes de poluentes com

pouca ou nenhuma homologia estrutural com a lignina. A degradacédo da lignina e de outros
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compostos recalcitrantes por basidiomicetos é um processo de cometabolismo, mediado pela
acdo coordenada de um sistema enzimatico e de varios metabdlitos de baixa massa molecular
(TUOMELA et al., 2000).

Um vasto grupo de enzimas esta relacionado a biodegradacdo de lignoceluldsicos. O
sistema lignolitico é composto, principalmente, pelas enzimas fenol-oxidases manganés-
peroxidases (MnP), as lignina-peroxidases (LiP) e as lacases (Lac). Todas s&o comumente
produzidas por fungos de decomposicdo branca, mas existem espécies de fungos que sdo
eficientes degradadores de lignina que produzem somente um ou outro subgrupo dessas
enzimas (GILL & ARORA, 2003; FERRAZ, 2004). Além disso, além de celulases e
hemicelulases, algumas enzimas acessorias, tais como glioxal oxidase (GLO), aril-alcool
oxidase (AAO), oxalato decarboxilase (ODC), NAD-dependente formiato desidrogenase
(FDH), monoxigenase, glutationa redutase, oxidase de alcool isoamilico, peroxirredoxinas,
benzoquinona redutase, piranose oxidase, glutationa S-transferase, glucose oxidase e
manganés superdxido dismutase, foram isolados de fungos de podrid&do-branca
(MANAVALAN, MANAVALAN e HEESE, 2015).

Na Figura 7, sdo mostradas as enzimas extracelulares modificadoras da biomassa
lignoceluldsica. As ligninases rompem a estrutura de lignina, iniciando o processo de
degradacdo. Apos, a celulases e as hemicelulases atuam, respectivamente sobre a celulose e
hemicelulose, levando a liberacdo de agticares monomericos e oligdmeros.

As Lac e MnP catalisam a formacdo de radicais intermediarios da lignina de alto peso
molecular, sendo capazes, porém, de oxidar apenas componentes fendlicos de lignina. Ja as
LiP sdo muito eficazes na oxidacdo tanto de compostos fendlicos quanto de compostos néo-
fendlicos (KIRK & FARRELL, 1987; MIN et al., 2001). De um modo geral, as enzimas do
complexo ligninolitico podem ser ordenadas, em ordem crescente, segundo seus potenciais de
oxidacao: LiP, MnP e Lac (KIRK & CULLEN, 1998). As LiP apresentam potencial de
oxidacao suficientemente elevado para extrair elétrons de estruturas aromaticas nao fendlicas.
Ja as MnP apresentam potencial de oxidacdo suficiente somente para capturar elétrons de
estruturas fenolicas. As Lac atuam diretamente sobre estruturas fendlicas através da oxidagédo
dos fendis pela abstragdo de um elétron (FERRAZ, 2004).

Estas enzimas podem ser utilizadas em diversos processos biotecnolégicos e aplicacfes
ambientais, devido a capacidade de romper anéis aromaticos e, assim, transformar
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos em compostos acessiveis, suscetiveis a posterior
degradacdo e mineralizacdo. Podem servir ndo apenas para pré-tratamentos de biomassa
lignocelulésicos, mas também como uma alternativa eficiente para a biorremediacdo de
poluentes resistentes, tais como a atrazina, organofosforados e aguas residuais (POINTING,
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2001; COHEN; PERSKY & HADAR, 2002).

Biomassa lignocelulosica
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Figura 7. Desconstrucdo da biomassa lignocelul6sica por enzimas fungicas (GUPTA, et al., 2016, com
modificacdes).

As enzimas de varios fungos de podriddo-branca que atuam sobre a celulose séo
divididas em trés grupos principais, endo-glucanases (EGs), celobiohidrolases (CBH) e
betaglicosidases (BGLs). As EGs catalisam a clivagem aleatoria de ligacbes internas na
cadeia de celulose. As CBHSs sdo proteinas monoméricas com pouca ou nenhuma glicosilacéo
e estas enzimas clivam cadeias de celulose nas suas extremidades terminais para liberar
celobiose ou celulo-oligossacaridos. As BGLs sdo proteinas monomeéricas, dimeéricas ou
mesmo triméricas que atuam sobre a celobiose ou gluco-oligossacaridos, liberando moléculas
de glicose. Ainda, as celobiose desidrogenase (CDH) é uma enzima extracelular que oxida
eficientemente celobiose, bem como celodextrinas solGveis, mannodextrinas e lactose.Varias
enzimas sdo responsaveis pela degradacdo das hemiceluloses. como endoxilanase (EC
3.2.1.8), beta-xilosidase (EC 3.2.1.37), alfa-glicuronidase (EC 3.2.1.131), alfa-L-
arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55), acetil xilana esterase (EC 3.1.1.72) e esterase de acido
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ferdlico (EC 3.1.1.73) atuam em diferentes heteropolimeros disponiveis na natureza
(MANAVALAN, MANAVALAN e HEESE, 2015).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LINHAGENS

Foram utilizadas no presente trabalho diferentes espécies de Pleurotus, Pycnoporus e
Trametes, visto que em diversos estudos encontrados na literatura estas espécies sao
empregadas em pré-tratamentos biolégicos. Ja as linhagens Schizophyllum commune VEO7 e
Marasmiellus palmivorus VE111 foram utilizadas devido a producgdo de enzimas que atuam
sobre a biomassa, observada em trabalhos prévios realizados pelo grupo de pesquisa. As
linhagens empregadas como agentes biolégicos na etapa de pré-tratamento das biomassas -
pertencentes a colecdo do Laborat6rio de Enzimas e Biomassas do Instituto de Biotecnologia
da Universidade de Caxias do Sul - estdo elencadas no Quadro 2, onde séo apresentados 0s
codigos de coleta e de acesso da micoteca da Universidade de Caxias do Sul. Coleta e
isolamento foram realizados por Mezzomo (2013) e Rosa, Wasum & Dillon, (2016).

Quadro 2. Linhagens empregadas em pré-tratamentos biol6gicos e respectivos codigos de coleta e de acesso da
micoteca da UCS.

Espécie Cddigo de Coleta Cddigo de acesso da Micoteca
Pleurotus pulmonarius PS-2001 HUCS/MIUCS 1215
Pleurotus albidus 88F.13 HUCS/MIUCS 1586
Trametes villosa 821.6 HUCS/MIUCS 2081
Pycnoporus sanguineus PR_32 HUCS/MIUCS 1829
Schizophyllum commune VE_07 HUCS/MIUCS 1922
Marasmiellus palmivorus VE_111 HUCS/MIUCS 2025
Pycnoporus sanguineus OouU 04 HUCS/MIUCS 2055

Para os experimentos de fermentacdo foi utilizada a linhagem CAT-1 de Saccharomyces
cerevisiae, proveniente da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, gentilmente
cedida pelo professor Dr. Humberto Gomes. Esta é uma linhagem que predomina durante

fermentacdes em usinas de producéo de etanol no estado de S&o Paulo.

4.2 BIOMASSAS

O bagaco de cana-de-agucar, seco e previamente moido, foi gentilmente cedido pelo
professor George Jackson de Moraes Rocha, do Laboratério Nacional de Ciéncia e

Tecnologia do Bioetanol, Campinas, SP. A composi¢do quimica do bagago de cana era de
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1,74£0,6% de extraiveis, 33,9£1,2% de celulose, 15,2+1,4% de hemicelulose, 7,9+0,6% de
lignina soluvel, 21,1+0,5% de lignina insoluvel e 5,9+1,8% de cinzas.

A serragem de eucalipto foi cedida pela Flosul Industria e Comércio de Madeiras,
localizada no municipio de Capivari do Sul, no Rio Grande do Sul, sendo esta biomassa
subproduto das atividades da referida industria. A composi¢do quimica da serragem de
eucalipto era de 3,1+0,06% de extraiveis, 43,2+1,4% de celulose, 6,8+1,1% de hemicelulose,
3,6+0,1% de lignina soluvel, 22,1+0,7% de lignina insolavel e 0,9+0,09% de cinzas.

4.3 CRESCIMENTO E MANUTENCAO DAS LINHAGENS

A levedura S. cerevisiae CAT-1 foi mantida em meio YEPD contendo, em g/L 0s
componentes: extrato de levedura (5), peptona (10), glicose (10) e agar (20). Os
basideomicetos foram mantidos em meio constituido, em m/v, de 2% de serragem moida
(Pinus sp.), 2% de farelo de trigo moido, 2% de &agar-agar e 0,2% de carbonato de célcio
(CaCOs3), completando-se o volume com &gua destilada (ROSA, 2013). Estes foram
autoclavados por 10 e 30 minutos, respectivamente, a 1 atm. Ap0s o crescimento, 0S

microrganismos foram armazenados a 4°C.
4.4 PRE-TRATAMENTO BIOLOGICO DA BIOMASSA

O cultivo dos basidiomicetos em estado solido, aqui denominado de pré-tratamento
biologico (PTB), foi realizado utilizando bagaco de cana-de-agucar moido ou serragem de
eucalipto, previamente secos, como composto majoritario do meio de cultivo. A biomassa
foram acrescidos farelo de trigo 2,5% (m/m) e carbonato de célcio (CaCO3; 1% m/v) e a
umidade foi ajustada em torno de 66% com agua. O meio de cultivo utilizado no presente
trabalho foi baseado em meio descrito por Tan & Wahab (1997), modificando-se o teor de
farelo de trigo de 5% para 2,5% e as biomassas utilizadas.

A biomassa vegetal (meio de cultivo) foi acondicionada em embalagens de polietileno
com dimens6es de 13x18 cm com um cilindro (1,5 cm de didmetro e 4 cm de comprimento)
vedado com gaze e algoddo acoplado na parte superior, a fim de garantir a aeracdo. Cada
embalagem de polietileno continha 20 g do meio de cultivo, que foram esterilizados em
autoclave por uma hora, em 1 atm. O sistema é mostrado na Figura 8.

Como in6culo, foram utilizados discos de massa micelial com 1,5 cm de didmetro. Para

a obtencédo destes discos, cada linhagem de basidiomiceto foi propagada em placas de Petri,
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contendo meio serragem (descrito no item 4.2), por 15 dias, a 28°C, até a colonizagéo total da
superficie do meio. Apds, de forma estéril, realizou-se o corte dos discos, utilizando um tubo
de vidro. Cada embalagem - contendo meio esterilizado - recebeu um disco de massa micelial
como inéculo. Cada basidiomiceto foi considerado como um pré-tratamento, realizado em
triplicata para cada tempo de amostragem, que foram de 7, 14, 21, 28, 35, 42 e 49 dias. Estas
amostras perioddicas foram coletadas para medidas de crescimento celular, caracterizacdo do
meio, pH e a producédo de enzimas.

Vedacao com gaze o

Cilindro acoplado

Figura 8. Sistema de cultivo sélido em embalagens de polietileno.

4.5 HIDROLISE ENZIMATICA DA BIOMASSA

A hidrolise enzimatica foi realizada por meio da utilizacdo do complexo enzimatico de
Penicillium echinulatum - composto majoritariamente por endoglicanases, celobioidrolases e
R-glicosidases - produzido no Laboratério de Enzimas e Biomassa (IB-UCS). O processo foi
conduzido em frascos Duran® de 50 mL, contendo 5% (m/v) de biomassa pré-tratada
biologicamente pelos basiodiomicetos. Foi utilizado este percentual de biomassa a fim de
avaliar a reatividade das fibras, antes e ap0s o pré-tratamento. A carga enzimatica foi de 20
FPU/g de biomassa seca, suspensos em tampéo citrato 50 mmol/L com pH ajustado em 4,8,
que foi adicionado até atingir o volume final de 50 mL.

Os frascos foram mantidos a 50°C, sob agitacdo reciproca de 150 rpm, por 24 horas. A
hidrolise enzimética ocorreu de acordo o tempo de amostragem do cultivo dos basidiomicetos.
Como controles, foi realizada a hidrélise enzimatica dos meios compostos majoritariamente
por bagaco de cana-de-acUcar ou por serragem de eucalipto sem pré-tratamentos, sob as

mesmas condi¢des. As amostras do hidrolisado para determinacdo dos agUcares redutores e da
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glicose foram coletadas nos intervalos de tempo: 0, 6, 12 e 24 horas. O volume de 1 mL foi
retirado em cada tempo de amostragem, centrifugado e congelado para posteriores analises.
As hidrolises enzimaticas das biomassas foram realizadas em triplicata.

4.6 FERMENTACAO

Os ensaios de fermentacdo alcodlica dos acuUcares provenientes das amostras
hidrolisadas foram realizados em tubos de reacdo de 2 mL. Utilizou-se apenas a fase liquida
proveniente da hidrdlise e a esse xarope foram adicionados 50 pL de solucdo de extrato bruto
de levedura (Prodex®) e (NH,);SO4 para obtencdo de concentracdo final de 4 e 1 g/L,
respectivamente. A inoculagdo foi realizada com 1x10° células viaveis por mL, empregando-
se a linhagem CAT-1 de S. cerevisiae. As amostras foram mantidas em banho a 28°C. Foram
realizadas coletas periodicas para a determinacdo da cinética de consumo de substrato e de
producdo de etanol. Em cada coleta, as amostras, em triplicata, foram congeladas (-80°C) para

interromper 0 metabolismo microbiano.
4.7 METODOS ANALITICOS

4.7.1 Determinacdo indireta do crescimento celular dos basidiomicetos

O crescimento celular dos basidiomicetos (massa micelial) foi determinado
indiretamente, através do teor de N-acetil-D-glicosamina resultante da hidrolise enzimatica da
quitina presente na parede celular (NOVELLO et al., 2014). O procedimento foi realizado em
0,5g de amostra, isenta de umidade, da biomassa triturada. A esta foram adicionados 3 mL de
tampao citrato (pH 4,8; 0,05 mol/L) e estas suspensdes foram tratadas em ultrassom por 60
minutos. A cada amostra, foram adicionados 2 mL de enzima 30% (Viscozyme L®),
acondicionada por 24 horas a 45°C. Apds este periodo, as amostras foram aquecidas a 96°C
por 10 minutos para desativacdo da enzima. As amostras foram resfriadas e centrifugadas
(2862x%Q).

Para a determinacdo do teor de N-acetil-D-glicosamina resultante da hidrolise da quitina
foi utilizada a metodologia descrita por Aidoo et al. (1981). Em tubos contendo 1 mL da
amostra hidrolisada e centrifugada, foi adicionado 1 mL da solucéo de acetilacetona (0,75 mL
de acetilacetona e em 24,25 mL de solucdo de carbonato de sédio 1,25 mol/L). As amostras
foram fervidas por 20 minutos. Apos o resfriamento, foram adicionados 6 mL de etanol e 1

mL 4-dimetilaminobenzaldeido (3,2 g em 20 mL de etanol e 20 mL de HCI). Os tubos foram
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incubados a 65°C por 10 minutos e a absorbancia determinada a 530 nm. A conversdo de
absorbancia para g de biomassa foi obtida a partir de curvas padrdo, construidas a partir de
massas de micélio liofilizado dos diferentes basidiomicetos utilizados (cultivados em meio

liquido, isento de sélidos em suspensdo), entre de 10 a 250 mg.

4.7.2 Determinacdo das atividades enziméticas

4.7.2.1 Extracdo das enzimas provenientes do pré-tratamento

O conteudo das embalagens de polietileno foi homogeneizado manualmente. As
amostras foram suspensas em agua destilada a 4°C em uma razéo de 1:2, cujas suspensdes
foram mantidas sob agitacdo manual durante 30 minutos. Apds, as amostras foram
centrifugadas (30 minutos, 2862xg, 4°C) e o sobrenadante armazenado sob refrigeracéo (4°C)

para posteriores analises.

4.7.2.2 Lacases

A atividade de lacases foi determinada de acordo com Wolfenden & Wilson (1982),
através da quantificacdo do produto da oxidacdo do 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonato) (ABTS) utilizado como substrato. A analise foi realizada em placa de 96 pocos,
contendo 0,4 mL de mistura reacional que composta por 0,180 mL de tampéo acetato de sddio
0,2 mol/L, pH 5,0; 0,180 mL de amostra adequadamente diluida e 0,04 mL de ABTS 0,005
mol/L. A oxidacdo do ABTS foi monitorada em espectrofotdmetro (e, = 3,6. 10 M:cm?)

durante 90 segundos, a 25°C.

4.7.2.3 Peroxidases totais

A atividade das peroxidases totais foi determinada conforme metodologia de Heinzkill
et al. (1998), utilizando ABTS como substrato. A mistura era composta por 0,180 mL de
amostra, 0,140 mL de tampao acetato de sddio 0,2 mol/L pH 5,0, 0,040 mL de H,0O, 0,002
mol/L, 0,040 mL de ABTS 0,005 mol/L totalizando 0,4 mL de mistura reacional. A oxidacdo
do ABTS foi monitorada em espectrofotdmetro (& 420 nm = 3,6 x 10* M™.cm™) durante 90

segundos a 25°C em uma placa de 96 pogos.
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4.7.2.4 Manganés peroxidases

Para a determinacgéo da atividade de manganés peroxidases foi utilizado como substrato
vermelho de fenol conforme o método proposto por Kuwahara et al. (1984). A mistura
reacional era composta por 1 mL de tamp&o succinato de sédio 0,02 mol/L pH 4,5, 0,5 mL de
amostra, 0,5 mL de reagente (0,1 mL de vermelho de fenol 0,1%, 0,1 mL de lactato de sodio
0,25 mol/L, 0,2 mL de albumina bovina 0,5%, 0,05 mL de MnSO,4 0,002 mol/L, 0,05 mL de
H,0, 0,002 mol/L). Apo6s acondicionamento por 5 minutos a 30°C em banho-maria, as
reacOes foram interrompidas pela adi¢cdo de 0,04 mL de NaOH (2 mol/L). A formagéo do
produto de oxidacdo foi quantificada em espectrofotdmetro (g s1onm = 4,46 x 10* M™.cm™)
através de 0,3 mL colocados em uma placa de 96 pocos. Sendo considerado um branco para
cada amostra com tempo zero da reacdo. Para o preparo do branco, foi acrescentado 0,04 mL

de NaOH (2 mol/L) na mistura reacional antes de expor a mistura ao banho-maria a 30°C.

4.7.2.5 Atividade de xilanases

A determinacéo das atividades de xilanases foi realizada segundo Bailey et al. (1992).
Em uma placa de 96 pocgos foram adicionados 10uL de amostra, 50uL de uma solucéo de
xilana 1% previamente aquecida a 50°C. A placa foi mantida em banho a 50°C por 5 min. A
reacao foi interrompida ao adicionar 300pL do reagente acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) e,
logo apds, a placa foi colocada em banho a 100°C por 5 minutos. As amostras foram
analisadas em espectrofotobmetro a 545 nm. A concentracdo de Xxilanases presentes nas
amostras foi determinada atraves de curva de calibracdo construida com solucdes de xilose
0,01 mol/L com concentracbes de 0, 10, 25, 50, 75 e 100 puL/mL, por meio de regressao
linear. Uma unidade de amostra foi definida como a quantidade capaz de liberar 1 pmol/L de

xilose por minuto.

4.7.2.6 Atividade sobre papel filtro (FPA)

A analise de atividade enzimatica sobre papel filtro (FPA) foi determinada conforme
Ghose (1987), com modificacdes propostas por Camassola & Dillon (2012). Apds, a reacéao
foi interrompida com a adicdo de 300 pL de uma solucdo do reagente DNS (Miller, 1959). As
amostras foram analisadas em espectrofotdmetro a 545 nm. As concentracbes de FPA
presentes nas amostras foram determinadas através de curva padrdo construida com solucdes

de glicose em concentragGes de 0; 0,25; 0,5; 1; 1,5 e 2 mg/mL, por meio de regressao linear.
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Uma unidade de FPA foi definida como a quantidade capaz de liberar 1 pumol de agUcar

redutor por minuto (Miller, 1959).

4.7.2.7 Atividade de endoglicanases

A determinagdo da atividade de endoglicanases foi realizada segundo a metodologia
descrita por Ghose (1987), com modificacBes. Para a analise, 10uL da amostra e 40 pL de
tampdo citrato de sédio 0,05 mol/L, pH 4,8 foram adicionados em uma placa de 96 pocos,
com volume total de 2 mL. A placa foi mantida em banho a 50°C, por 10 min. A seguir,
adicionou-se a cada poco 50uL de solucéo de carboximetilcelulose 2%, previamente aquecida
a 50°C. As placas foram mantidas em banho a 50°C por 30 minutos. A leitura em
espectrofotdmetro e a determinacgéo da atividade de endoglicanases procederam tal como para
FPA. Uma unidade de atividade de endoglicanases foi assumida como a quantidade de enzima

capaz de liberar 1 umol/L de agUcar redutor por minuto.

4.7.2.8 Atividade de B-glicosidases

A determinacdo da atividade de B-glicosidases foi realizada utilizando a metodologia
adaptada de Daroit et al. (2008). Utilizou-se o substrato p-nitrofenil--D-glicopiranosideo
(pPNPGQG). A mistura reacional foi composta por SuLL de 4gua destilada, SuLL de amostra e 90uL
de p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (pNPG 0,00 mol/L) e incubada a 50°C por 30 min; a
reacdo foi interrompida pela adicdo de 200 puL de uma solucdo de Na,CO3; em concentracdo
de 10%. A absorbancia foi medida em espectrofotometro, a 405 nm e a atividade foi
determinada através de curva de calibragdo construida com solu¢des de p-nitrofenol (pNP)
com concentracdes de 0,04 a 2 mmol/L, por meio de regressdo linear. Uma unidade de
atividade de [-glicosidase foi definida como a quantidade de enzima requerida para a

hidrélise de 1 umol/L de pNPG por minuto.

4.7.3 Caracterizacao das biomassas

A caracterizacdo das biomassas foi realizada de acordo com as metodologias descritas
pelo National Renewable Energy Laboratory (NREL), conforme mostrado no Quadro 3.

A determinacdo dos acucares foi realizada em sistema cromatografico Shimadzu
modelo LC20AD, desgaseificador de fase movel modelo DGU 14A, forno de aquecimento de
coluna modelo CTO 20A e detectores modelos RID10A para indice de refracdo e SPD-20A

com rede de fotodiodos para espectrofotometria no ultravioleta. A analise foi realizada em
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coluna Aminex HPX-87H (Bio-Rad) a 60°C, precedida por pré-coluna Cation-H e eluida com

fase movel H,SO4 5 mmol/L a uma vazao de 0,6 mL/min.

Quadro 3. Metodologias utilizadas para a caracterizacdo das biomassas.

Analise Norma Referéncia
Preparacdo das amostras NREL/TP-510-42620 Sluiter et al. (2008)
Teor de umidade e cinzas NREL/TP-510-42622 Sluiter et al. (2005a)

Extrativos NREL/TP-510-42619 Sluiter et al. (2005b)
Teor de lignina e carboidratos NREL/TP-510-42618 Sluiter et al. (2011)

4.7.4 Andlise dos agucares redutores e glicose

Os acucares redutores presentes nas solucdes provenientes da hidrdlise enzimatica

foram dosados pelo método de Miller (1959). A glicose foi determinada por kit de glicose
PAP Liquiform, Labtest®, utilizando 2 uL de amostra e 200 UL de reagente. Foi construida

uma curva padrdo com solugdes de 0 a 4 mg/mL de glicose para a quantificacdo dos aclcares

liberados.

4.7.5 Andlise dos produtos da fermentacgao

As amostras coletadas durante o processo de fermentacdo foram descongeladas e
centrifugadas. O sobrenadante foi filtrado em filtros de politetrafluoroetileno (PTFE) com
poros de 0,2 pum e as concentraces de agucares e etanol foram quantificadas por HPLC,
empregando coluna de Aminex HPX-87H por detector por indice de refracdo, a 60°C, H,SO,4
5 mmol/L (fase movel), fluxo de 0,6 mL/min. As analises em HPLC foram realizadas com a

injecdo de 10 pL de amostra.

4.8 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE FOURIER
(FTIR)

A espectroscopia de infravermelho de transformada de Fourier (FTIR) foi realizada de
acordo com as normas ASTM E1252-98 (Reapproved 2013) ou ASTM E573-01 (Reapproved
2013). Os espectros de amostra foram obtidos em duplicados utilizando uma média de 128
varreduras na gama entre 850 cm™ e 2000 cm™ com uma resolucdo espectral de 2 cm-*. As
alturas de pico e as areas dos espectros de infravermelho de transformada de Fourier (FTIR)

foram determinadas pelo software de Origem versdo 6.0. A influéncia do pré-tratamento


http://www.smithsdetection.com/index.php?option=com_k2&view=item&id=280:fourier-transform-infrared-spectroscopy&Itemid=1533&lang=pt
http://www.smithsdetection.com/index.php?option=com_k2&view=item&id=280:fourier-transform-infrared-spectroscopy&Itemid=1533&lang=pt
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biologico foi analisada em fungdo da diminuicdo percentual da intensidade dos picos de
lignina (1427 e 1515 cm™) e carboidratos (1395, 1098 e 898 cm™) (PEREZ, 1993;
GONCALVES, ESPOSITO e BENAR; 1998, CASTOLDI et al., 2014).

4.9 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Amostras de bagaco de cana-de-agucar e de serragem de eucalipto, ndo-tratadas e pré-
tratadas, foram analisadas por microscopia eletrénica de varredura, realizada no Laborat6rio
de Caracterizacdo de Materiais (LCMAT) da Universidade de Caxias do Sul. Utilizou-se
metodologia baseada no processo chamado magnetron-sputtering a plasma, mais conhecido
como deposicdo fisica a vapor de ouro (PVD — Physical Vapour Deposition), utilizando um

microscopio eletronico de varredura, modelo Shimadzu Supercan SSX-550.
4.10 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de analise de variancia (ANOVA) e

comparados pelo pos-teste de Tukey, com intervalo de confianga p<0,05, usando o programa
GraphPadPrism® (GraphPad Software, San Diego, USA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
Foram realizados pré-tratamentos biolégicos por diferentes espécies de basidiomicetos
e, posteriormente, hidrolise enzimética das biomassas pré-tratadas e fermentagdo. Estas etapas

foram realizadas em bagaco de cana-de-aclcar e em serragem de eucalipto. Os resultados

estdo divididos em dois capitulos e séo discutidos a seguir.

5.1 BAGAGCO DE CANA-DE-ACUCAR

5.1.1 Avaliacao do crescimento e producdo de enzimas em bagaco de cana-de-agucar

Na Figura 9 sd@o mostrados os perfis de crescimento das diferentes linhagens em
funcdo do tempo de cultivo em meio a base de bagaco de cana-de-actcar. Constatou-se que
todas as linhagens de basidiomicetos testadas foram capazes de colonizar o substrato.

0.4 P. pulmonarius PS2001

T. villosa 8216

F. sanguineus OU04
-+ 5. commune VEOT

F. albidus 88F13
-4 P sanguineus PR32
-& M. palmivorus VE111

Massa micelial (g/g)

0 7 14 21 28 35 42 49

Tempo de incubacédo (dias)

Figura 9 — Variacdo do crescimento fangico de diferentes basidiomicetos, em massa de micélio por massa de
biomassa seca, em funcdo do tempo de cultivo em meio composto por bagacgo de cana-de-agucar.

Observa-se que a linhagem que apresentou maior formacdo de micélio foi S. commune
VEQ7, alcancando cerca de 0,250,004 g de micélio por g de biomassa seca (g/g), seguida por
P. sanguineus OUO4, M. palmivorus VE111, P. sanguineus PR32 e T. villosa 8216, que
atingiram, respectivamente, 0,18+0,005, 0,160,001, 0,13+0,012 e 0,11+0,005 g/g. As
linhagens que apresentaram menor crescimento foram P. albidus 88F-13 (0,07+0,006 g/g) e
P. pulmonarius PS2001 (0,05+0,003 g/g).
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As diferengas observadas durante o crescimento podem ser devidas a diversos fatores,
como o pH do meio, a presenca de macronutrientes e micronutrientes necessarios para a
espécie, o tipo de substrato e linhagem utilizados, entre outros (SALES-CAMPOS et al.,
2010).

O pré-tratamento biolégico tem sido associado as modificacGes causadas na biomassa
pela agdo de enzimas produzidas durante a colonizagdo. Essas enzimas atuam em locais
especificos do substrato, podendo degradar lignina, hemicelulose e polifendis, além de atingir
a fibra de celulose (AGBOR et al., 2011).

O complexo enzimatico responsavel pela degradacdo da lignina é composto por
lacases e peroxidases (SINDHU, BINOD & PANDEY, 2016). Nas peroxidases, sdo incluidas
a lignina peroxidase (E.C.1.11.1.7), que degrada unidades ndo-fenélicas e a manganés
peroxidase (E.C. 1.11.1.7), que atua sobre unidades fenolicas e ndo-fendlicas de lignina
(BINOD et al, 2011). As lacases sdo fenoloxidases que atuam juntamente com as
peroxidases, oxidando componentes fendlicos e os reduzindo, levando a completa degradacéo
a oxigénio a agua (BAIOCCO et al., 2003; BETTIN et al., 2011).

Na Figura 10 sdo mostrados os dados de producdo de lacases (Figura 10A), de
manganés peroxidases (Figura 10B) e de peroxidases totais (Figura 10C) em funcéo do tempo
de cultivo.

Com relacdo a producdo de lacases, observou-se que o basidiomiceto M. palmivorus
VE111 se destacou, apresentando atividades crescentes até atingir, em 42 dias de processo, 0
pico de 1985+235 U/g. As linhagens P. pulmonarius PS2001 e P. sanguineus PR32, seguidos
por P. albidus 88F-13 alcancaram atividades de, respectivamente, 125665, 1185+89 e
78572 U/g, em 35 dias de cultivo.

Quanto a producdo de manganés peroxidases, pode-se observar que as linhagens que
produziram maiores atividades desta enzima foram P. albidus 88F-13 (21,3+2,6 U/qg),
apresentando atividades crescentes em até 21 dias de cultivo e P. pulmonarius PS2001
(21+3,7 U/g) e T. villosa 8216 (171 U/g), que apresentaram atividades crescentes em até 14
dias de cultivo.

As linhagens que se destacaram na producdo de peroxidases totais foram M.
palmivorus VE111, que apresentou pico enzimatico de 518+31 U/g em 28 dias de processo,
seguido por P. pulmonarius PS2001 (47248 U/g em 42 dias) e P. albidus 88F-13 (423+35
U/g em 21 dias).

A hidrolise da hemicelulose — polissacarideo que forma uma rede estrutural reticulada,

que contribui para manter a integridade da parede celular vegetal - é catalisada pelas xilanases
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(BINOD et al., 2011). As endoglicanases atuam aleatoriamente em varios locais internos nas
regibes amorfa da fibra de celulose, diminuindo o grau de polimerizacdo, abrindo locais para
posterior acdo das celobiohidrolases (LYND et al., 1991). Endoglucanases e celobiohidrolases
atuam em sinergia na hidrélise da celulose (RABINOVICH et al., 2002) e as B-glicosidases
hidrolisam celobiose e oligossacarideos de celulose a glicose. A presenca destas enzimas
durante o pré-tratamento pode ser favoravel ao processo, desde que o microrganismo nao

utilize os acUcares resultantes da acdo deste conjunto de enzimas em seu metabolismo.
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Figura 10 — Variac8o da atividade de lacases [A], manganés peroxidases [B] e peroxidases totais [C] em funcdo
do tempo de cultivo de diferentes basidiomicetos.

Sendo assim, ha a necessidade de avaliar as espécies de basidiomicetos, de modo a
identificar aquelas que sejam capazes de promover a deslignificacdo da biomassa, mas que
possuam pouca ou nenhuma atividade metabdlica para a utilizacdo de celulose e hemicelulose

(SAHA et al., 2016). Assim, foi avaliada a producgéo de diferentes enzimas que atuam sobre
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esses componentes da biomassa.

Na Figura 11, sdo mostrados os gréficos de producgdo de B-glicosidases (Figura 11A),
endoglicanases (Figura 11B) atividade sobre papel filtro (FPA) (Figura 11C) e xilanases

(Figura 11D) pelas espécies de basidiomicetos durante o cultivo.
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Figura 11 — Variacdo da atividade de B-glicosidades [A], endoglicanases [B] FPA [C] e xilanases [D] em funcéo
do tempo de cultivo de diferentes basidiomicetos.

P. pulmonarius PS2001, P. albidus 88F-13 e T.villosa 8216 apresentaram baixas
atividades de B-glicosidases ao longo de todo o cultivo. As linhagens PR32 e OUO4 de P.
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sanguineus apresentaram atividade méxima de, respectivamente 7,1+1,0 e 6,0+0,4 U/g, em 35
dias. S. commune VEO7 e M. palmivorus VE111 tiveram pico enzimatico de, respectivamente
3,9+0,4 e 3,9+0,9 U/g, em 21 dias.

As atividades de endoglicanases foram baixas para todas as espécies avaliadas, sendo
que M. palmivorus VE111 foi a espécie que apresentou menores atividades desta enzima,
chegando a apenas 0,09+0,005 U/g. P. albidus 88F-13 apresentou pico enzimatico de
0,2+0,05 U/g em 7 dias de cultivo. Em 21 dias, S. commune VEOQO7 apresntou atividade
maxima de 0,3+0,03 U/g. Para as outras espécies, as atividades foram crescentes ao longo do
cultivo, atingindo valores préximos a 0,3 U/g ao final de 49 dias.

A espécie que apresentou maiores atividades de FPA, ao final de 49 dias de cultivo,
foi T. villosa 8216 (2,3 + 0,1 U/g) seguida por P. sanguineus OU04, que apresentou pico de
atividade de 1,4 + 0,1 U/g em 35 dias de cultivo. Mas, de um modo geral, as espécies testadas
apresentaram baixos valores de atividade desta enzima.

Quanto a producdo de xilanases, as espécies que mais produziram foram S. commune
VEQ7, que apresentou atividade méaxima de 6,5+0,2 U/g em 21 dias de cultivo, seguida por P.
albidus 88F-13, que apresentou atividades crescentes até a maxima, em 35 dias, de 6,0+1,1
U/g. T. villosa 8216 apresentou pico enzimatico de 5,5+1,2 U/g em 42 dias de processo. Apos
as maximas atividades, estas espécies permaneceram com atividades na ordem de 4,5 U/g até
o fim do cultivo.

Ficou evidente que as espécies estudadas apresentam secrecdo de diferentes
complexos enzimaticos, o que resulta em diferencas na degradacdo dos componentes do
bagaco de cana-de-acucar.

Ainda, ao relacionar o crescimento celular com a producéo de enzimas das linhagens
P. pulmonarius PS2001, P. albidus 88F-13 e T. villosa 82I6, observou-se que estes
apresentaram menor formacdo de micélio e produziram altas quantidades de lacases e
peroxidases, o que provavelmente indica que as espécies em questdo estiveram sob condi¢do
de estresse celular, como por exemplo, limitacdo de nutrientes especificos. De acordo com
Leisola et al. (2012), a secrecdo de enzimas capazes de degradar a lignina por fungos de
degradacdo branca tem algumas particularidades. Entre elas o fato de que a lignina é
degradada somente ap0s o esgotamento de nutrientes, o que desencadeia 0 metabolismo

secundario do microrganismo.
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5.1.2 Anédlise dos componentes quimicos do bagaco de cana-de-agUcar

As analises da composicdo do bagaco de cana-de-agUcar antes e apds 49 dias de pré-

tratamento bioldgicos por diferentes espécies de basidiomicetos sdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - As analises da composicdo do bagaco de cana-de-aglcar antes e apo6s 49 dias de pré-tratamento
biolégicos por diferentes espécies de basidiomicetos.

Pré-tratamento bioldgico Perda de massa Lignina Lignina Lignina
(PTB) (%) total (%)  sollvel (%) insoltvel (%) Holocelulose (+6)

Controle - 28,9+0,2°  7,90,6° 21,1 0,5 49,14+2,6™
P. pulmonarius PS2001 31,743,7%° 26,90,4°  9,40,5° 17,5 +0,06™ 53,2 +4,7%
T. villosa 8216 23,9+4™ 21,2+1,0° 9,2 £0,2° 17,9 +1,6™ 51,6 +1,6™
S. commune VEQO7 21,3+0,8° 29,1 +0,4° 6,6 +0,3° 22,5 0,7°° 49,7 +6,9™
P. sanguineus OU04 24,8+5,9™ 28,4+0,2°  9,0#1,1° 19,4 +0,5™° 49,140,7%
P. albidus 88F-13 40,9+0,7™ 26,8+15°  9,240,8° 17,6 +1,1° 52,0 3,7%°
P. sanguineus PR32 22,3+3,7 27,7+1,77  8,810,8° 18,9 +2,5™° 57,5 +3,0°
M. palmivorus VE111 19,942,3° 29,6 +2,5° 6,8+0,7° 22,8 +2,2° 47,1+1,6°

A partir da perda de massa da biomassa lignoceluldsica, apos o desenvolvimento das
culturas, tem-se uma estimativa do grau de degradacdo do substrato (SALVACHUA et al.,
2011). A espécie que promoveu perda de massa significativamente superior as outras espécies
foi P. albidus 88f-13 (40,9% +0,7). As linhagens P. pulmonarius PS2001, T. villosa 8216 e P.
sanguineus OU04 e PR32, promoveram perda de massa estatisticamente igual. M. palmivorus
VE111 apresentou perda de massa significativamente inferior (19,9% = 2,3) a observada em
pré-tratamentos com as outras espécies. As perdas de massa sdo obviamente associadas ao
crescimento de cada fungo e sdo o resultado da transformacdo da biomassa vegetal em
biomassa fungica e geracdo de CO, (CASTOLDI et. al, 2014).

Com relacdo a amostra controle, ndo houve diferencas significativas nos percentuais
de lignina e holocelulose apds 49 dias de pré-tratamento biologico pelas espécies testadas.
Observou-se para todos os pré-tratamentos biologicos, exceto no realizado com a espécie S.
commune VEO7, aumento no percentual de lignina soltvel em &cido ap6s o pré-tratamento
biolégico, quando comparado com o controle. Ainda, houve diminuicdo do teor de lignina
insoluvel, exceto para pré-tratamentos realizados com S. commune VEQ7 e M. palmivorus
VE11l. Lee et al. (2007) observaram esta relacdo entre os teores de lignina soluvel e
insoluvel em pré-tratamentos bioldgicos de Pinus realizados com as espécies Ceriporia
lacerata, Stereum hirsutum e Polyporus brumalis. O teor de lignina insoltivel provavelmente
foi diminuido devido a acdo das enzimas produzidas pelos fungos, que promoveram a

decomposicdo da lignina a compostos fendlicos de baixos pesos moleculares, o que também



54

promoveu aumento no teor de lignina soltvel em &cido.

Foi realizada espectroscopia FTIR com foco nas faixas correspondentes a lignina,
celulose e hemiceluloses. Foram avaliadas cinco bandas: 1515 cm™ (vibragdes do esqueleto
aromatico da lignina), 1427 cm™ (ndcleos condensados de siringil e guaiacil), 1375 cm™
(celulose e hemiceluloses), 1098 cm™ (celulose cristalina) e 898 cm™ (celulose amorfa). A
analise destes espectros em termos de modificacfes percentuais de cada amostra tratada em

relacdo a amostra controle (sem pré-tratamento) é mostrada na Tabela 2.

Tabela 2. Reducdo em bandas especificas nos espectros FTIR do bagaco de cana-de-aclcar causado pelo pré-
tratamento biol6gico.

Reducao percentual em bandas especificas de anélise de FTIR

898 cm™ 1098 cm™ 1375 cm™ 1427 cm™ 1515 cm™
Pre-tratamento (celulose amorfa) (celulose (celulose e (ndcleos (vibragdes do
bioldgico (PTB) L . .
cristalina) hemiceluloses)  condensados de  esqueleto aromético
siringil e da lignina)
guaiacil)
P. pulmonarius 2,1 +2,3% 4,0+ 36° 0+0° 4,6 +2,8® 29,8 +0,9%
PS2001
T.villosa 8216 4,3 + 2,9 43+12° 30+43 11,1 +4,9® 34,4 7,9
S.commune 0 £0° 0+0° 0+0° 0+0° 0+0°
VEO7
P.sanguineus 0 +0° 0+0° 43+57" 11,6 £3,4® 29,8 +1,9%
0ou04
P. albidus 88F- 13,9 +3,9° 112+1,2° 59+0,2° 82+7,.8" 29,6 +0,6%
13
P.sanguineus 32,2 + 5,72 39,4+0,8° 20,7 +2,7° 21,1+£3,2 27,3+2,1%
PR32
M. palmivorus 3,2 + 1,0° 1,5+0,8° 0+0° 5,9+ 3,8% 11,9+10,2°
VE111

Foram observadas diminuicdes em todas as bandas analisadas apds o pré-tratamento,
poréem, as modificacbes nas diferentes bandas ndo foram uniformemente distribuidas,
apresentando diferencas para todos os pré-tratamentos bioldgicos. Apenas a linhagem S.
commune VEO7 apresentou valores nulos de reducdo para todas as bandas analisadas.
Provavelmente, esta linhagem consumiu pequenas quantidades dos componentes da biomassa,
de modo que ndo foi possivel detectar em espectros de FTIR, ou ainda, causou modificacGes
em bandas diferentes das analisadas.

A banda 1515 cm™, referente as vibragdes do esqueleto aromético da lignina, foi a que

apresentou diminuicdo mais pronunciada, sugerindo para todos os pré-tratamentos, exceto
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para S. commune VEO7, a ocorréncia de degradacdo da lignina. T. villosa 8216, P.
pulmonarius PS2001, P. albidus 88F-13 e P. sanguineus PR32 e OUO4 apresentaram as
maiores reducfes nesta banda e foram estatisticamente iguais (reducdo em torno de 30%).
Redugdes na banda 1427 cm™ (nGcleos condensados de siringil e guaiacil) corroboram a
sugestdo de que houve redugdo da lignina presente na biomassa. P. sanguineus PR32
apresentou reducdo nesta banda superior as outras espécies testadas.

As diminuicées nas bandas 898 cm™ (celulose amorfa) e 1098 cm™ (celulose
cristalina) sdo claras indicagdes de degradacdo da celulose. A redugdo nessas bandas foi
especialmente pronunciada em pré-tratamento realizado com P. sanguineus PR32, que
apresentou valores estatisticamente superiores a todas as espécies testadas, seguido por P.
albidus 88F-13. Na banda 1375 cm™ (celulose e hemicelulose), novamente P. sanguineus
PR32 promoveu reducdo estatisticamente superior. Destaca-se que, a degradacao da celulose é
considerada uma desvantagem para 0 processo, Visto que 0s agucares a serem obtidos na etapa
de hidrolise serdo obtidos desta fracdo da biomassa e 0 consumo da mesma, resultard em
diminuicdo na produtividade. Porém, alguns autores tém destacado que a diminuicdo na
fracdo de celulose cristalina pode melhorar o processo de hidrdlise.

A degradacdo da lignina por basidiomicetos estd associada a niveis variaveis de
consumo de acucar, obtidos a partir da hidrolise de holocelulose, para as necessidades de
crescimento. Por essa razdo € importante atingir um estado de equilibrio entre ambas as vias.
Ao selecionar um basidiomiceto para o pré-tratamento biologico, ambos os parametros devem
ser considerados, uma vez que representam um efeito importante na economia do processo.
Os melhores resultados serdo aqueles em que a reducdo de lignina é a mais elevada com o
menor consumo de aclicar, em menor tempo (GARCIA-TORREIRO et al., 2016).

Vale ressaltar que as espécies T. villosa 8216 e P. pulmonarius PS2001 apresentaram
proporces favoraveis entre o consumo de celulose, hemicelulose e lignina. Ou seja,
apresentaram altas redugfes nas bandas referentes a lignina e baixas reducdes nas bandas
referentes a holocelulose. De acordo com Lee et al. (2007), isto demonstra que o sistema de
enzimas hidroliticas secretadas por estes microrganismos nao foi eficiente para degradar a
holocelulose presente na biomassa. Conforme discutido anteriormente na Figura 3, estas
espécies apresentaram baixas atividades de B-glicosidases, endoglicanases, FPA e xilanases.

A microscopia eletrdnica de varredura do bagaco de cana-de-agucar foi realizada para
verificar as mudancas estruturais causadas apds 49 dias de pré-tratamentos bioldgicos (Figura
12). A amostra controle (ndo tratada) exibiu estruturas mais ordenadas e alguns poros de

ordem de 1um. Apos o pré-tratamento, as estruturas foram modificadas, sendo observada a



56

cobertura da biomassa por micélio fangico, desprendimento de fibras e aparecimento de poros
maiores e fissuras, em alguns casos. Em pré-tratamentos com as espécies P. sanguineus PR32
e OUO04, P. pulmonarius PS2001 e P. albidus 88F-13, obsevou-se que o bagaco de cana-de-
acucar foi totalmente envolto pelo micélio fangico. Em pré-tratamento realizado com T.
villosa 8216 a modificacdo na biomassa foi mais evidente, sendo observados, além da
presenca de micélio, uma desorganizacdo na estrutura da biomassa, fissuras e o aumento do

tamanho de poros na superficie para cerca de 6 pum.

Aumento de 50x Aumento de 1000x Aumento de 50x Aumento de 1000x
Controle M. palmivorus VE111

; ‘ 1" ={ [ s 7 A s . I @ o4
T. villosa 8216 P. albidus 88F-13

Figura 12. Microscopia eletrénica de varredura do bagaco de cana-de-aglcar antes e apds 49 dias de pré-
tratamento bioldgico por diferentes basideomicetos.
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Castoldi et al. (2014), observaram a formagdo de poros nas superficies de serragens de
eucalipto pré-tratados com Pleurotus pulmonarius, Trametes sp. e Ganoderma lucidum. Estas
mudancas estruturais nas amostras pré-tratadas podem favorecer a exposicdo da celulose
(Scholl et al., 2015). O aparecimento de poros resulta em maior area superficial disponivel e é
geralmente considerado como um indicativo de aumentos na acessibilidade a celulose
disponivel para ataque enzimatico (OOSHIMA, SAKATA e HARANO, 1986).

5.1.3 Hidrdlise enzimética do bagaco de cana-de-acUcar pré-tratado

O bagaco de cana-de-agucar pré-tratado pelos macromicetos foi utilizado para 0s
ensaios de hidrélise enzimatica, a fim de avaliar a liberacdo de aglcares. Em hidrdlises de
biomassa pré-tratada pelas linhagens OU04 e PR32 de P. sanguineus, as obtencdes de glicose
foram nulas. Para os pré-tratamentos realizados com as outras espécies, apds 24 horas de
hidrolise, € mostrada a digestibilidade da celulose presente no bagaco de cana-de-agucar pre-
tratado por 49 dias (Figura 13).

M. palmivorus VE111 -%-I
P. albidus 88F13 NAANNNNNNNN

T. villosa 8216

.

P. pulmonarius PS2001 -

Controle

Digestibilidade da celulose %

Figura 13. Digestibilidade da celulose de bagago de cana-de-aclcar pré-tratado por diferentes espécies de
basidiomicetos por 49 dias, apds processo de 24 horas de hidrdlise enziméatica (complexo enzimético de P.
echinulatum).

A digestibilidade representa o rendimento de conversdo da matéria-prima em acgucares
fermentesciveis (SALVACHUA et al., 2011). A digestibilidade da celulose é o percentual de
glicose liberada durante a hidrélise em relacdo ao maximo tedrico presente na biomassa
(GARCIA-TORREIRO et al., 2016).

Observa-se que M. palmivorus VE111l provocou diminuicdo na digestibilidade
(3,5+0,7%) em relacdo ao controle (12,9+2,4%). P. pulmonarius PS2001 apresentou
digestibilidade semelhante ao controle (12,8+8,0%), enquanto as linhagens P. albidus 88F-13,
S. commune VEO7 e T. villosa 8216 aumentaram este parametro para, respectivamente
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15,7+1,8%, 15,5+2,0% e 22,8+1,2%. Vale ressaltar que a linhagem que promoveu maior
aumento na digestibilidade, T. villosa 8216, foi aquela que provocou maior redugdo no

percentual de lignina total presente na biomassa.
Na Figura 14, sdo mostrados os graficos de liberacdo de acucares redutores e de

glicose ao longo do tempo de hidrolise enzimatica de amostras pré-tratadas por diferentes
periodos de tempo — 7 a 49 dias de cultivo. Os gréficos referem-se aos pré-tratamentos
realizados com as espécies que apresentaram digestibilidade igual ou superior ao controle.
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Figura 14. Acucares redutores e glicose liberados por massa de biomassa seca durante a hidrélise enzimética
(complexo enzimético de P. echinulatum) de amostras de bagaco de cana-de-agucar, ap6s diferentes tempos de
pré-tratamento bioldgico por [A] e [B] Schizophyllum comune VEOQ7, [C] e [D] Pleurotus pulmonarius PS2001,
[E] e [F] Pleurotus albidus 88F-13 e [G] e [H] Trametes villosa 8216.
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Na Figura 15 é mostrada andlise estatistica da liberacdo de glicose em 24 horas de
hidrélise enzimatica a partir de amostras pré-tratadas biologicamente por diferentes tempos.
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Figura 15. Glicose liberada apds 24 horas de hidrolise enzimatica (complexo enzimatico de P. echinulatum) de
amostras de bagaco de cana-de-acucar apos diferentes tempos de pré-tratamento biolégicos por Pleurotus
albidus 88F-13 [A]; Pleurotus pulmonarius PS2001 [B] e Trametes villosa 8216 [C].

Nas hidrdlises enzimaticas realizadas com bagaco de cana-de-agUcar pré-tratado por P.
albidus 88F-13, observou-se que nas amostras pré-tratadas por 42 e 49 dias, a liberacdo de
glicose foi estatisticamente igual ao controle (48,5+2,38 mg/g), respectivamente 45,4+2,6 e
56,7+1,7 mg/g. Porém, observou-se tendéncia de aumento na obtencdo de glicose com o
aumento do tempo de pré-tratamento, o que pode indicar a necessidade de testes com
amostras pré-tratadas por maiores periodos de tempo (Figura 15A). A partir de amostra pré-
tratada por P. pulmonarius PS2001 foram obtidas quantidades de glicose estatisticamente
superiores ao controle em amostras com tempos de pré-tratamento de 35, 42 e 49 dias
(respectivamente, 68,4+0,7, 76,3,£1,6 e 76,5+2,1 mg/g) (Figura 15B). Ja em pré-tratamento
com T. villosa 8216, observou-se que amostras com tempos de 21, 28 e 49 dias, liberaram
quantidades de glicose estatisticamente superiores ao controle (respectivamente, 70,948,3,
77,8+5,8 e 77,6+4,2 mg/g) (Figura 15C).
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Ressalta-se que diminuir o tempo de processo é um dos fatores que interfere
diretamente na produtividade e no custo final de um produto. Diminuir o tempo do pré-
tratamento é o principal desafio para esta area. Desta forma, entre as linhagens que se
mostraram eficientes no pré-tratamento bioldgico, destaca-se T. villosa 8216, visto que a partir
do 21° dia de cultivo, a hidrélise enzimatica do substrato bagago de cana-de-aglcar promoveu
maior liberacdo de glicose em relagéo ao controle.

5.1.4 Fermentacao alcodlica dos hidrolisados de bagaco de cana-de-agucar

A avaliacdo da producdo de etanol é necessaria para quantificar o desempenho final do
processo (SALVACHUA et al., 2014). Em nivel industrial, apenas a glicose esta sendo
fermentada com altos rendimentos de producao de etanol, enquanto a fermentacdo com xilose,
que também ¢ essencial para o sucesso econdémico do etanol lignocelulésico, continua sendo
investigada para elevar os baixos rendimentos obtidos até agora (GIRIO et al., 2010, LEE ,
1997).

Visto que as amostras pre-tratadas por T. villosa 8216 apresentaram melhores resultados
na etapa de hidrdlise, foi realizada a fermentacdo dos hidrolisados de amostras pré-tratadas
por esta linhagem.

A Figura 16 apresenta as concentracdes de acUcares — glicose e xilose — e as
concentracdes de etanol ao longo de 24 horas de fermentacao alcodlica dos hidrolisados de
bagaco de cana-de-agucar pré-tratado por T. villosa 8216, por diferentes tempos, e da amostra
controle (hidrolisado de bagaco de cana-de-acUcar sem pré-tratamento).

Avaliando-se as amostras pre-tratadas, observou-se que a quantidade inicial de agUcares,
bem como a concentracdo de etanol alcancada, em todas as amostras pré-tratadas foram
superiores ao controle (Figura 16A).

Verificou-se que em todas as condic6es, o consumo total da glicose ocorreu durante as
primeiras 4 horas de fermentacdo. Os decréscimos nas concentracdes de glicose coincidem
com 0s aumentos na concentracao de etanol.

Quanto aos teores de xilose, estes mantiveram-se constantes ao longo do processo de
fermentacdo em todas as amostras, visto que a levedura utilizada ndo é capaz de metabolizar
este acUcar. Quanto as quantidades de xilose disponiveis, observou-se valores em torno de 1

mg/mL em todas as condigdes.
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Figura 16. Concentracdo de glicose, xilose e etanol (mg / mL) obtida a partir da fermentagdo de amostras pré-
tratadas por T. villosa 8216 para O [A], 7 [B], 14 [C], 21 [D], 28 [E ], 35 [F], 42 [G] e 49 [H] dias. Legenda: (V)
glicose, (A) xilose e (<) etanol.
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Na Tabela 3 é mostrado o maximo rendimento de biomassa em etanol.

Tabela 3. Avaliacdo dos rendimentos maximos de etanol obtidos pela fermentacdo -utilizando a levedura
Saccharomyces cerevisiae CAT-1 - da glicose liberada na hidrolise de bagago de cana-de-agucar pré-tratada por
T. villosa 8216 por diferentes periodos de tempo.

Amostra Tempo (h) Rendimento em etanol (mg/g)*
Controle 8 10,1+0,8°
Pré-tratada por 7 dias 4 13,8+1,6%
Pré-tratada por 14 dias 4 17,8+1,9%
Pré-tratada por 21 dias 4 15,6+3,7°
Pré-tratada por 28dias 4 19,1+2,8%
Pré-tratada por 35 dias 12 14,4+3 2%
Pré-tratada por 42 dias 24 16,0+0,6%
Pré-tratada por 49 dias 12 20,2+0,5°

*mg de etanol/g de bagaco de cana-de-aclcar — rendimento calculado com a maxima producdo de etanol.

A partir de hidrolisado da amostra controle, obteve-se 0 maximo rendimento de
10,1+0,8 mg/g. Isto €, para cada grama de biomassa utilizado, 10,1+0,8 mg de etanol séo
obtidos. As amostras pre-tratadas por 7, 14, 21, 35 e 42 dias apresentaram rendimento em
etanol estatisticamente iguais ao controle. As amostras pré-tratadas por 28 e 49 dias,
apresentaram rendimento em etanol estatisticamente superiores ao controle. Corroborando 0s
dados mostrados na Figura 15C, na qual observa-se que a obtencdo de glicose no processo de
hidrolise de amostras pré-tratadas por 28 e 49 dias foram estatisticamente superiores ao
controle. A partir desse resultado, percebe-se a influencia positiva da realizacdo do pré-

tratamento bioldgico sobre as etapas seguintes do processo.

5.2 SERRAGEM DE EUCALIPTO

A partir dos resultados obtidos em pré-tratamento de bagaco de cana-de-aglcar,
constatou-se que as espécies mais promissoras para a utilizacdo como agentes biolégicos em
pré-tratamentos de biomassa lignoceluldsica foram P. pulmonarius PS2001 e T. villosa 8216.
Deste modo, foram conduzidos pré-tratamentos em serragem de eucalipto com estas espécies.

Ainda, a espécie M. palmivorus VE111, apesar de ndo ter apresentado resultados
satisfatorios de deslignificacdo e obtencdo de acUcares na etapa de hidrolise, produziu altas

quantidades das enzimas lacases, manganés peroxidases e peroxidases totais. Acreditando que
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estas enzimas possam ter atividade catalitica sobre outro substrato, que ndo o bagaco de cana-
de-agUcar, este microrganismo também foi testado. Os resultados sdo descritos nos capitulos a

sequir.

5.2.1 Avaliacéo do crescimento e producéo de enzimas em serragem de eucalipto

Na Figura 17 sdo mostrados os perfis de crescimento das diferentes espécies em
funcdo do tempo de cultivo em meio a base de serragem de eucalipto.

Observa-se que todas as espécies de basidiomicetos testadas foram capazes de
colonizar o meio composto majoritariamente por serragem de eucalipto. O microrganismo que
apresentou maior crescimento celular foi P. pulmonarius PS2001 (0,145+ 0,005 g/g), seguido
por M. palmivorus VE111 (0,08+0,02 g/g) e T. villosa 8216 (0,05+0,005 g/g).

T villosa 8216
P. pulmonarius P52001
0.2 -+ M. palmivorus VE111

Massa micelial (g/g)

0 7 14 21 28 35 42 49
Tempo de incubagéo (dias)

Figura 17. Variacdo do crescimento fangico de diferentes basidiomicetos, em gramas de micélio por grama de
biomassa seca, em funcdo do tempo de cultivo.

Na Figura 18 sdo mostrados os graficos da producdo de lacases (Figura 18A),
manganés peroxidases (Figura 18B) e peroxidases totais (Figura 18C) em funcdo do tempo de
cultivo.

Com relacdo a producdo de lacases, observou-se que o basidiomiceto M. palmivorus
VE111 apresentou pico enzimatico de 153,6+26,2 U/g em 7 dias de cultivo, atividade inferior
a maxima alcancada em meio composto majoritariamente por bagaco de cana-de-acUcar. A
linhagem T. villosa 8216 apresentou maxima atividade de 211,7+12,0 U/g em 7 dias e, apos,
valores praticamente nulos de atividade até o final do cultivo. P. pulmonarius PS2001
alcancou atividade méaxima de 812,5+93,5 U/g, também em 7 dias, e, apds este periodo,
apresentou atividades em torno de 200 U/g até o fim do cultivo.

P. pulmonarius PS2001 também se destacou na producdo de manganés peroxidases

em meio a base de serragem de eucalipto, apresentando pico de atividade de 3,6+0,2 U/g.
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Porém, atividade enzimética bastante inferior a obtida em meio de bagaco de cana-de-agucar
(21£3,7 U/g). Este basidiomiceto também foi o Unico a apresentar titulo relevante de
peroxidases totais, 1438,7+142 U/g em 7 dias de processo, valor superior ao obtido em meio

constituido por bagaco de cana-de-agucar (472148 U/g em 42 dias).
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Figura 18. Variacdo da atividade de lacases [A], manganés peroxidases [B] e peroxidases totais [C] em func¢éo
do tempo de cultivo de diferentes basidiomicetos.

Na Figura 19, sdo mostrados os graficos de producdo de B-glicosidases (Figura 19A),
endoglicanases (Figura 19B) FPA (Figura 19C) e xilanases (Figura 19D) pelas espécies de
basidiomicetos durante o cultivo em serragem de eucalipto.

A producéo de B-glicosidases pelas espécies avaliadas foi baixa ao longo de todo o

cultivo. Além disso, os perfis cinéticos de atividade em funcdo do tempo seguiram a mesma
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tendéncia, apresentando valores crescentes até 49 dias de processo, atingindo valores

proximos a 2 U/g.

T villosa 8216
P. pulmonarius PS2001
-# M. palmivorus VE111
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Figura 19. Variacdo da atividade de p-glicosidases[A], endoglicanases [B], FPA [C] e xilanases [D] em funcéo
do tempo de cultivo de diferentes basidiomicetos.

As atividades de endoglicanases foram baixas para todas as espécies avaliadas, o que
também foi observado em meio composto por bagaco de cana-de-acUcar. T. villosa 8216 foi a

espécie que produziu maior quantidade desta enzima (0,34+0,0035 U/g), em 49 dias de
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processo. Quanto a FPA, observou-se pico de atividade para todas as espécies em 21 dias de
cultivo, sendo P. pulmonarius PS2001 a espécie que apresentou maior titulo enzimatico
(1,7£0,2 U/g). Com relacdo a producdo de xilanases, as espécies apresentaram atividades
crescentes até o final do cultivo e perfis cinéticos semelhantes, atingindo valores proximos a 3
U/g.

Comparando-se a producdo de enzimas por estas espécies de basidiomicetos em
bagaco de cana-de-agUcar e serragem de eucalipto, observou-se que todas as enzimas
quantificadas foram produzidas em quantidades inferiores em meio composto
majoritariamente por serragem de eucalipto. Fica evidente que o complexo enzimatico
produzido, apesar de ser uma caracteristica inerente a cada espécie de microrganismo, é
fortemente influenciado pelo meio de cultivo. De acordo com Garcia-Torreiro et al. (2016),
apesar da composicao semelhante, a estrutura da lignocelulose varia de acordo com a especie,
tecido, origem e periodo de crescimento e esses fatores parecem ter repercussdo no

metabolismo fungico.

5.2.2 Analise dos componentes quimicos da serragem de eucalipto pré-tratada

As anéalises da composicdo da serragem de eucalipto antes e ap6s 49 dias de pré-

tratamento bioldgico por diferentes espécies de basidiomicetos sdo apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4. Analises da composicdo da serragem de eucalipto antes e ap6s 49 dias de pré-tratamento biol6gico por
diferentes espécies de basidiomicetos.

Pré-tratamento Perda de Lignina Lignina soluvel Lignina insolavel Holocelulose (%)
bioldgico (PTB) massa (%) total (%) (%) (%)
Controle - 25,9+0,7 3,620,1 22,3+0,8 49,9+4.4
P. pulmonarius PS2001 13,8+2,4 30,8+1,5 8,5+2,0 24,9+2 37,8+4,6
T. villosa 8216 14,4425 33,7+0,9 8,4+i,2 26,2+3,6 37,4+1,9
M.palmivorus VE111 5,8+2,5 35,1+1,3 7,918 25,8+1,9 44,3+30

T. villosa 8216 e P. pulmonarius PS2001 promoveram maior perda de massa total na
serragem de eucalipto (respectivamente, 14,4+2,5 e 13,8+2,4%) do que no bagaco de cana-de-
acucar (respectivamente, 11+3,6 e 11,5+2,4%). Ja a linhagem M. palmivorus VE111l
provocou menor perda de massa (5,8+2,5%) do que a apresentada em bagaco de cana-de-
acucar e, também, entre 0s microrganismos testados em serragem de eucalipto. A perda de
massa foi mais de duas vezes superior em pré-tratamentos realizados com as mesmas
linhagens em bagaco de cana-de-acUcar.

Observou-se que todas as espécies testadas promoveram aumento no percentual de
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lignina total e de lignina insoltvel e soldvel em &cido, em relacdo ao controle. Além disso,
causaram diminuicdo no percentual de holocelulose, o que demonstra que esses
microrganismos degradaram preferencialmente os polissacarideos presentes na biomassa.

Foi realizada espectroscopia FTIR das amostras de serragem de eucalipto ndo tratadas
e pré-tratadas, com foco nas faixas correspondentes a lignina, celulose e hemiceluloses.
Foram avaliadas as bandas 1515 cm™ (vibracdes do esqueleto aroméatico da lignina), 1427
cm™ (nGcleos condensados de siringil e guaiacil), 1375 cm™ (celulose e hemiceluloses), 1098
cm™ (celulose cristalina) e 898 cm™ (celulose amorfa). A analise destes espectros em termos
de modificacdes percentuais de cada amostra tratada em relagcdo a amostra controle (sem pré-
tratamento) € mostrada na Tabela 5.

Em todas as bandas analisadas ap6s o pré-tratamento foram observadas diminuigdes,
porém, estas foram diferentes para todos os pré-tratamentos bioldgicos. A banda 1515 cm™,
referente as vibragGes do esqueleto aromatico da lignina, foi a que apresentou diminuicéo
mais pronunciada, bem como em pre-tratamentos realizados em bagaco de cana-de-agucar,
sugerindo para todos os pré-tratamentos, remocdo de lignina. Reducdes na banda 1427 cm™
(nucleos condensados de siringil e guaiacil) corroboram a sugestdo de que houve reducdo da
lignina presente na biomassa. As espécies testadas em serragem promoveram reducgdes
estatisticamente iguais nas bandas referentes a lignina.

Tabela 5. Reducdo em bandas especificas nos espectros FTIR da serragem de eucalipto causado pelo pre-
tratamento biolégico

Reducdo percentual em bandas especificas de analise de FTIR

898 cm™ 1098 cm™ 1375cm* 1427 cm™ 1515 cm™

Pré-tratamento (celulose (celulose (celulose e (nGcleos (vibracoes do

biologico (PTE) amorfa) cristalina) hemiceluloses) condensados de  esqueleto
siringil e aromatico da
guaiacil) lignina)

T. villosa 8216 2,1+02° 22+03° 6,8 2,6 12,5+8,3 43,4 + 4,3

P.pulmonarius PS2001 2,0 +1,1° 1,9+05° 45+15 14,2 + 2,2 40,7 + 12,0

M. palmivorus VE111 16,0 +0,7° 16,5+ 4,1° 19,7 #1,2° 25,0 £3,9° 32 +18,4°

As diminuicBes nas bandas 898 cm™ (celulose amorfa) e 1098 cm™ (celulose
cristalina), que se referem a celulose, foram baixas para as espécies T. villosa 8216 e P.
pulmonarius PS2001. A reducdo nessas bandas foi especialmente pronunciada em pré-
tratamento realizado com M. palmivorus VE111, que apresentou valores estatisticamente

superiores as outras espécies testadas. Na banda 1375 cm™ (celulose e hemicelulose),
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novamente M. palmivorus VE111 promoveu redugédo estatisticamente superior, enquanto as
outras espécies apresentaram baixa reducdo nesta banda.

Novamente, como em pré-tratamentos realizados em bagago de cana-de-acucar pelas
espécies T. villosa 8216 e P. pulmonarius PS2001, observou-se proporgdes favoraveis entre o
consumo de celulose, hemicelulose e lignina: altas redu¢des nas bandas referentes a lignina e
baixas reduc6es nas bandas referentes a holocelulose.

A microscopia eletronica de varredura da serragem de eucalipto foi realizada para
verificar as mudancas estruturais causadas apés 49 dias de pré-tratamentos biolégicos (Figura
20).

Aumento de 50x Aumento de 1000x Aumento de 50x Aumento de 1000x

Controle T. villosa 8216

M. palmivorus VE111 P. pulmonarius PS2001

g =W O
* g -

Yo g A ——k ; ; % .
Figura 20. Microscopia eletronica de varredura da serragem de eucalipto antes e apds 49 dias de pré-tratamento
biolégico por diferentes basideomicetos.

A amostra controle (ndo tratada) exibiu estruturas ordenadas. Apds o pré-tratamento,
as estruturas foram modificadas, sendo observada a cobertura da biomassa por micélio
fungico, desprendimento e desorganizacdo das fibras. Em pré-tratamentos com as P.
pulmonarius PS2001 e T. villosa 8216, observou-se que a serragem de eucalipto foi totalmente
envolta pelo micélio fungico. Em pré-tratamento realizado com M. palmivorus VE111 a €

possivel observar as hifas penetrando na biomassa.

5.2.3 Hidrolise enzimética da serragem de eucalipto pré-tratada

A fim de avaliar os efeitos do pré-tratamento na liberacdo de acuUcares durante a

hidrolise enzimatica, a serragem de eucalipto pré-tratada pelos macromicetos foi utilizada em
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etapa de hidrolise. Na Figura 21 é mostrada a digestibilidade da celulose presente na serragem
de eucalipto ndo tratada e ap0s 49 dias de pré-tratamento por diferentes espécies, apos 24
horas de hidrélise enzimatica.

Apesar do aumento no teor de lignina da biomassa ap6s o pré-tratamento biolédgico,
todas as espécies promoveram aumento na digestibilidade da celulose em relacdo controle
(3,7£0,6%), sendo que P. pulmonarius PS2001 e T. villosa 8216 causaram aumento
significativo neste parametro para, respectivamente, 17,2+7,4 e 42,8+3,8%. Destaca-se que
apos pré-tratamento com T. villosa 8216 foi possivel atingir digestibilidade 10 vezes superior

a da serragem de eucalipto sem pré-tratamento.

M. palmivorus VE111 4 —]

P. pulmonarius PS2001 i

. e e e e ]
T. villosa 8216 -:-:-:':-:-:-:-:':':':':':':':':':':':':':':':':':':':':':'m—l

Controle

0 10 20 30 40 50
Digestibilidade da celulose (%)

Figura 21 — Digestibilidade da celulose de serragem de eucalipto pré-tratada por diferentes espécies de
basidiomicetos por 49 dias, apds processo de 24 horas de hidrdlise enziméatica (complexo enzimético de P.
echinulatum).

Na Figura 22, sdo mostrados os graficos de liberacdo de acUcares redutores e de
glicose ao longo do tempo de hidrdlise enzimatica de amostras pré-tratadas por diferentes
periodos de tempo — 7 a 49 dias de cultivo. Os graficos mostrados referem-se aos pré-
tratamentos realizados com as espécies que apresentaram digestibilidade significativamente
superior ao controle.

Em pré-tratamento realizado com P. pulmonarius PS2001, observou-se que a liberacdo
de acucares redutores (Figura 22A) foi superior ao controle a partir de 14 dias de pré-
tratamento e a liberacdo de glicose (Figura 22B), a partir de 21 dias. J& na hidrolise de
biomassa pré-tratada por T. villosa 8216, a obtencdo de acUcares redutores (Figura 22C) foi
superior ao controle apds os primeiros 7 dias de pré-tratamento, enquanto que a formacéo de
glicose (Figura 22D), a partir dos primeiros 14 dias.
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Ressalta-se que apds 28 dias de pré-tratamento por T. villosa 8216, a liberacdo de
acucares foi muito superior ao controle. Ao fim de 24 horas de hidrélise enzimatica, a
obtencdo de glicose a partir de serragem de eucalipto sem pré-tratamento foi de 15,9+2,7
mg/g de biomassa seca, enquanto que ap0s 28, 35, 42 e 49 dias de pré-tratamento, a liberagcdo
de glicose aumentou para, respectivamente, 39,2+7,4, 114,4+1,8, 146,5+8,0 e 153,2+13,8

mg/g.
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Figura 22. Concentragdo de acucares redutores (AR) e glicose liberados durante a hidrolise enzimética
(complexo enzimatico de P. echinulatum) de amostras de serragem de eucalipto, apds diferentes tempos de pré-
tratamento biol6gico por [A] e [B] Pleurotus pulmonarius PS2001 e [C] e [D] Trametes villosa 8216. Legenda:

(@) controle, (W)7, (A)14, (V)21, ()28, (M)35, (M)42 e (A)49 dias de pré-tratamento.

Na Figura 23 € mostrada analise estatistica da liberacdo de glicose em 24 horas de
hidrolise enzimatica a partir de amostras pré-tratadas biologicamente por diferentes tempos.

A partir de amostra pré-tratada por P. pulmonarius PS2001 foram obtidas quantidades
de glicose estatisticamente superiores ao controle em amostras com tempos de pré-tratamento
biologico de 28, 42 e 49 dias (respectivamente, 46,+8,3, 53,9,+12,5 e 56,9+15,3 mg/g) (Figura
23A). Ja em pré-tratamento com T. villosa 8216, observou-se que amostras com tempos de 14,
21, 28, 35, 42 e 49 dias, liberaram quantidades de glicose estatisticamente superiores ao
controle (respectivamente, 44,9+5,7, 39,2+7,4, 114,4+1,8, 146,5+8,0 e 153,2+13,8 mg/qg)
(Figura 23B).
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Figura 23. Glicose liberada ap6s 24 horas de hidrdlise enzimatica (complexo enzimatico de P. echinulatum) de
amostras de serragem de eucalipto apds diferentes tempos de pré-tratamento biol6gicos por [A] Pleurotus
pulmonarius PS2001 e [B] Trametes villosa 8216.

Entre todas as espécies avaliadas, T. villosa 8216 apresentou maior potencial para ser
utilizado como agente biologico em pre-tratamento de serragem de eucalipto. Isto porque o
pré-tratamento biologico por este basidiomiceto aumentou de forma significativa a liberacdo
de aclcares na etapa de hidrdlise enzimatica, em periodos de pré-tratamentos inferiores as
outras espécies. Comportamento que também foi constatado em testes realizados em bagaco
de cana-de-acUcar.

5.2.4 Fermentacdo alcoolica dos hidrolisados de serragem de eucalipto

Bem como observado em pré-tratamentos em bagaco de cana-de-agUcar, as amostras de
serragem de eucalipto pré-tratadas por T. villosa 8216 também apresentaram melhores
resultados na etapa de hidrolise. Desta forma, foi realizada a fermentacdo dos hidrolisados de
amostras pré-tratadas por esta linhagem.

A Figura 24 apresenta as concentracdes de acUcares — glicose e xilose — e as
concentracBes de etanol ao longo de 24 horas de fermentacdo alcodlica dos hidrolisados de
serragem de eucalipto pré-tratada por T. villosa 8216, por diferentes tempos, e da amostra

controle (hidrolisado de serragem de eucalipto sem pré-tratamento).
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Figura 24. Concentragdo de glicose, xilose e etanol (mg/mL) obtida a partir da fermentagdo de amostras pré-

tratadas por Trametes villosa 8216 para 0 [A], 7 [B], 14 [C], 21 [D], 28 [E ], 35 [F], 42 [G] e 49 [H] dias.

Legenda: (A) glicose, (A) xilose e (<) etanol.
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Avaliando-se as amostras pré-tratadas, observou-se que a quantidade inicial de glicose,
em todas as amostras pré-tratadas foram superiores ao controle (Figura 24A). Ja em relacdo a
xilose, as concentragdes iniciais foram semelhantes entre todas as amostras.

Verificou-se que, em todas as condigdes, o consumo total da glicose ocorreu durante as
primeiras 4 horas de fermentacdo. Os decréscimos nas concentraces de glicose coincidem
com 0s aumentos na concentragdo de etanol. Quanto aos teores de xilose, estes mantiveram-se
constantes ao longo do processo de fermentacdo em todas as amostras, visto que a levedura
utilizada ndo € capaz de metabolizar este aclcar. Estes perfis de consumo de acgucares e de
formacdo de produto também foram observados em fermentacdo de hidrolisados de bagaco de
cana-de-acUcar pré-tratado por T. villosa 8216.

Com relacdo a formacdo de etanol, a amostra controle (Figura 24A) apresentou perfil
de formacéo de produto crescente, atingindo a maxima concentracdo de 0,5+0,01 mg/mL em
24 horas de fermentacdo. O mesmo perfil foi observado para amostra pré-tratada
biologicamente por 7 dias, onde atingiu-se concentragdo maxima de 2,0+0,05 mg/mL em 24
horas de fermentacdo. Concentragcdo quatro vezes superior a obtida em amostra controle.

Em fermentacdo de amostras pre-tratadas por 14 e 28 dias observa-se que a
concentracdo maxima de etanol é atingida em 4 horas de processo, e apds, mantém-se até o
final do processo. J& em fermentacdo de amostras pré-tratadas por 21, 35, 42 e 49 dias, o pico
de etanol se deu em 4 horas de processo e ap6s, ha uma queda na concentracao de etanol. Isto
pode se dar pelo fato de a glicose ter se esgotado nas horas iniciais, 0 que leva as leveduras a
consumirem etanol para manutencéo celular (MALESZKA & SCHINEIDER, 1982).

Na Tabela 6 ¢ mostrado 0 maximo rendimento de biomassa em etanol. A partir de
hidrolisado da amostra controle, obteve-se 0 maximo rendimento de 6,5+0,2mg/g. Isto €, para
cada grama de biomassa utilizado, 6,5+0,2 mg de etanol sdo obtidos. As amostras pré-
tratadas por 7, 14, 28, 42 e 49 dias apresentaram rendimento em etanol estatisticamente
superiores ao controle.

A partir desse resultado, percebe-se a influéncia positiva da realizacdo do pré-
tratamento bioldgico sobre as etapas seguintes do processo. Ressalta-se ainda que, a glicose
foi totalmente consumida em todos os casos, demonstrando que apds o pré-tratamento e

hidrolise, ndo houve formacao de compostos inibidores.
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Tabela 6. Avaliacdo dos rendimentos maximos de etanol obtidos pela fermentagdo - utilizando a levedura
Saccharomyces cerevisiae CAT-1 - da glicose liberada na hidrélise de serragem de eucalipto pré-tratada por
Trametes villosa 8216 por diferentes periodos de tempo.

Amostra Tempo (h) Rendimento em etanol (mg/g)*
Controle 24 6,5+0,2°
Pré-tratada por 7 dias 24 25,5+0,7°
Pré-tratada por 14 dias 4 14,742 5°
Pré-tratada por 21 dias 8 10,3+1,9%
Pré-tratada por 28dias 4 18,2+0,03"
Pré-tratada por 35 dias 8 11,1+0,6*
Pré-tratada por 42 dias 4 25,5+3,8%°

Pré-tratada por 49 dias 4 12,0+0,4%°

*mg de etanol/g de serragem de eucalipto — rendimento calculado com a méaxima produgao de etanol.
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5.3 DISCUSSAO GERAL

Com relagéo ao crescimento celular, observou-se que todas as linhagens foram capazes
de colonizar ambos os substratos testados. Em pré-tratamento bioldgico realizado em bagaco
de cana-de-acucar, foram quantificadas altas atividades de enzimas lignoliticas para algumas
das linhagens testadas. Com relacdo a producdo de lacases, destacaram-se as linhagens M.
palmivorus VE111, P. pulmonarius PS2001, P. albidus 88F-13 e P. sanguineus PR32.
Quanto a MnPeroxidases, destacaram-se as linhagens P. albidus 88F-13 , P. pulmonarius
PS2001 e T. villosa 8216. J& com relacdo as peroxidases totais, M. palmivorus VE111 e P.
albidus 88F-13 apresentaram maiores titulos destas enzimas. Ja em pré-tratamento biolégico
realizado em serragem de eucalipto a espécie P. pulmonarius PS2001 destacou-se na
producdo de todas as enzimas em questdo. Porém, as atividades das enzimas lignoliticas
produzidas por P. pulmonarius PS2001, T. villosa 8216 e M. palmivorus VE111 em serragem
de eucalipto foram inferiores as obtidas pelas mesmas linhagens em bagaco de cana-de-
acucar. Isto demonstrou a influéncia do meio de cultivo sobre o complexo enzimatico
produzido por estas espécies e comportamento fungico distinto entre os diferentes substratos.
Quanto as enzimas celuloliticas, as quantidades produzidas em todos o0s pré-tratamentos ndo
foram relevantes. Ficou evidente que as espécies estudadas apresentam secrecao de diferentes
complexos enzimaticos, o0 que resulta em diferencas na degradacdo dos componentes das
biomassas.

Quanto aos efeitos dos pré-tratamentos bioldgicos sobre os componentes da biomassa,
em andlise de espectros de FTIR, T. villosa 8216 e P. pulmonarius PS2001 apresentaram
proporcoes favoraveis entre o consumo de celulose, hemicelulose e lignina em ambas as
biomassas testadas, ou seja, apresentaram altas reducdes nas bandas referentes a lignina e
baixas reducfes nas bandas referentes a holocelulose. Ainda, em analise por MEV, em pré-
tratamento de bagaco de cana-de-agucar com T. villosa 8216, ficou evidente a desorganizagédo
na estrutura da biomassa, fissuras e o aumento do tamanho de poros, além da presenca de
micélio, quando comparado com a amostra controle. Em pré-tratamentos em serragem de
eucalipto com P. pulmonarius PS2001 e T. villosa 8216, obsevou-se que a biomassa foi
totalmente envolta pelo micélio fangico.

Em ensaios de hidrélise enzimatica, tanto os bagacos de cana-de-aglUcar, quanto as
serragens de eucalipto, pré-tratados pelas espécies P. pulmonarius PS2001 e T. villosa 8216
apresentaram maiores digestibilidades em relacdo ao controle. Estas espécies foram as que

apresentaram as melhores proporg6es entre consumo da holocelulose e lignina presentes na
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biomassa. Entre todas as espécies testadas como agentes bioldgicos em pré-tratamentos, a
que se destacou foi T. villosa 8216, visto que, em ambas as biomassas, foi 0 basidiomiceto
que promoveu 0 maior aumento na digestibilidade e maior liberacdo de aglcares na hidrélise
em menores tempos de pré-tratamento. Na Tabela 7, sdo mostrados os principais efeitos de
diferentes estratégias de pré-tratamentos bioldgicos encontrados na literatura em comparacao
com os dados obtidos em pré-tratamentos realizados no presente trabalho utilizando T. villosa

8216 como agente bioldgico.

Tabela 7. Principais efeitos de diferentes estratégias de PTB encontrados na literatura em

comparagdo com os dados obtidos no presente trabalho.

Biomassa Agente biolégico  Tempo de Efeitos mais evidentes Fonte
PTB
Bagaco de cana-de-  Trametes villosa 49 dias Obtencéo de 77 mg de Presente
aclcar 8216 glicose/g de biomassa e trabalho
digestibilidade de 23%
Serragem de Trametes villosa 49 dias Obtencéo de 153 mg de Presente
eucalipto 8216 glicose/g de biomassa e trabalho
digestibilidade de 42%
Bagaco de cana-de- ~ Phanerochaete 20 dias Obtencéo de 65 mg de Jiraprasertwong,
aclicar sordid SK-7 acUcares redutores/g de Gulari &
biomassa Chavadej (2014)
Bagaco de cana-de- Ceriporiopsis 60 dias Obtencdo de 210 mg de da Silva
acucar subvermispora glicose/g de biomassa e Machado &
digestibilidade de 55% Ferraz (2017)
Bagaco de cana-de- Pleurotus 60 dias Obtencdo de 140 mg de da Silva
acucar ostreatus glicose/g de biomassa e Machado &
digestibilidade de 35% Ferraz (2017)
Serragem de Pleurotus 30 dias Aumento de 20 vezes na Castoldi et al.
Eucalyptus grandis ostreatus e obtencdo de aglcares na (2014)
Pleurotus etapa de hidrolise
pulmonarius
Aparas de Madeira Trametes 30 dias Digestibilidade de 45% Hwang et al.
de Pinus strobus versicolor MrP1 (2008)
Aparas de madeira  Stereum hirsutum 56 dias  Rendimento de agUcares de 21 % Leeetal.
de Pinus densiflora (2007)



http://genome.jgi.doe.gov/Ceriporiopsis
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Ressalte-se, ainda, que os efeitos do pré-tratamento biolégico por T. villosa 8216 foram
mais significativos em serragem de eucalipto do que em bagago de cana-de-agucar, visto que
aumentou a digestibilidade da celulose presente na serragem para 42%, frente a aumento da
digestibilidade do bagaco de cana-de-agucar para 22%.

Em fermentagdo alcodlica dos hidrolisados de ambas as biomassas pré-tratadas por T.
villosa 8216, por diferentes tempos, observou-se que a quantidade inicial de agucares, bem
como a concentracdo de etanol alcangada, em todas as amostras pré-tratadas foram superiores
ao controle. Observou-se ainda que, 0 maximo rendimento de etanol (em mg de etanol/g de
biomassa) foi aumentado. A glicose foi totalmente consumida em todos 0s casos,
demonstrando que apds o pré-tratamento e hidrélise, ndo houve formacdo de compostos
inibidores.

O longo tempo de pré-tratamento ainda € uma das desvantagens deste método.
Possivelmente este parametro pode ser diminuido com o aumento da quantidade de inoculo
nesta etapa. Porém, vale ressaltar que, em processos produtivos onde ha a geracdo de
biomassa lignocelulésica como subproduto, este material acaba sendo armazenado por longos
periodos de tempo até que seja destinado de forma correta. Desta forma, a nivel industrial,
uma maneira de contornar esta desvantagem seria realizar o pré-tratamento durante o periodo
de estocagem do material.

Além disso, em pré-tratamentos em que ha a formacdo de compostos inibidores, ha a
necessidade de uma etapa de desintoxicacdo da biomassa para que as fases de hidrolise
enzimatica e fermentacdo sejam viadveis. A auséncia destas substancias toxicas - comumente
formadas apods alguns tipos de pré-tratamentos - apresenta-se como uma vantagem. Isto
porque a auséncia destes compostos implica na diminuicdo de uma etapa do processo
produtivo do etanol de segunda geracao.

Ainda, durante o pré-tratamento bioldgico (cultivo solido), ocorre a producdo de
diversas enzimas que podem ser extraidas do meio, sendo também um produto de valor,
podendo tornar o processo mais vantajoso economicamente.

Por fim, os pré-tratamentos bioldgicos combinados com outros tipos de pré-tratamentos
(fisicos, quimicos e fisico-quimicos) tém mostrado muitas vantagens, como aumento nos
rendimentos em acgucares e etanol e diminuicdo na carga de quimicos, da demanda energética
e da formacdo de inibidores. Entdo, a combinacdo de pré-tratamentos biologicos com pré-
tratamentos quimicos ou fisico-quimicos é uma maneira de diminuir o tempo de processo e de
abrandar as condi¢fes de trabalho dos métodos mais utilizados atualmente, como por

exemplo, exploséo a vapor.
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A partir destes resultados, fica evidente a influéncia positiva da realizagdo do pré-
tratamento bioldgico sobre as etapas seguintes do processo. Foi demonstrado o potencial do T.
villosa 8216 como agente biolégico em pré-tratamentos de biomassas lignocelulésicas.
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6 CONCLUSOES

Em cultivo s6lido, em meio composto majoritariamente por bagaco de cana-de-agUcar,

conclui-se que:

todas as espécies testadas sdo capazes de colonizar o0 meio;

na producdo de enzimas lignoliticas destacam-se as linhagens M. palmivorus
VE111, P. pulmonarius PS2001, P. albidus 88F-13, P. sanguineus PR32 e T.
villosa 8216.

a producdo de enzimas celuloliticas ndo é relevante;

T. villosa 8216 e P. pulmonarius PS2001 apresentam altas redugdes nas bandas
referentes a lignina e baixas redugdes nas bandas referentes & holocelulose.

em analises de MEV, amostra de bagaco de cana-de-agucar pré-tratado por T.
villosa 8216 apresenta desorganizagdo na estrutura, surgimento de fissuras e o
aumento do tamanho de poros, quando comparado com imagem de MEV de
bagaco de cana-de-agucar sem pré-tratamento;

pré-tratados pelas linhagens P. pulmonarius PS2001 e T. villosa 8216
apresentam maiores digestibilidades e obtencdo de agucares na etapa de hidrélise

enzimatica em relagéo ao controle.

Em cultivo solido, em meio composto majoritariamente por serragem de eucalipto,

conclui-se que:

todas as espécies testadas sdo capazes de colonizar o meio;

entre as linhagens testadas, na producdo de enzimas lignoliticas P. pulmonarius
PS2001 se destaca;

as atividades enzimaticas das ligninases sdo inferiores as obtidas pelas mesmas
linhagens testadas em bagaco de cana-de-aguUcar;

a producdo de enzimas celuloliticas ndo é relevante;

T. villosa 8216 e P. pulmonarius PS2001 apresentam altas redu¢des nas bandas
referentes a lignina e baixas reducdes nas bandas referentes a holocelulose.

em analises de MEV, amostras de serragem de eucalipto pré-tratadas por P.
pulmonarius PS2001 e T. villosa 8216, apresentam-se totalmente envoltas pelo
micélio fungico.

pré-tratados pelas espécies P. pulmonarius PS2001 e T. villosa 8216 apresentam

maiores digestibilidades e obtencdo de agucares na etapa de hidrolise
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enzimatica, em relagdo ao controle.
De modo geral, constata-se que:

e somente com base na producgéo das enzimas avaliadas no presente trabalho néo
se pode avaliar o potencial de determinada espécie como agente biol6gico em
pré-tratamentos;

e emensaios de hidrélise enzimatica, de ambas as biomassas testadas, aquelas pré-
tratadas pelas linhagens que promovem as melhores proporcdes entre consumo
da holocelulose e lignina presentes na biomassa (P. pulmonarius PS2001 e T.
villosa 8216), apresentam maiores digestibilidades e obtencdo de acglcares em
relacdo ao controle;

e na etapa de fermentacdo alcoodlica dos hidrolisados, 0 maximo rendimento de
etanol (em mg de etanol/g de biomassa) € aumentado apds o pré-tratamento
biologico;

e no pré-tratamento biolégico ndo ha formacgédo de compostos inibidores, visto que
a glicose é totalmente consumida na etapa da fermentacéo;

e T. villosa 8216 destaca-se como agente bioldgico em ambas as biomassas, visto
que, este basidiomiceto que promove maior aumento na digestibilidade e maior
liberacdo de acUcares na hidrélise em menores tempos de pre-tratamento;

e 0s efeitos do pré-tratamento biologico por T. villosa 8216 sdo mais evidentes em
serragem de eucalipto do que em bagaco de cana-de-acucar;

e a realizacdo do pré-tratamento bioldgico pode impactar de maneira positiva
sobre as etapas seguintes do processo;

e ¢ evidente o potencial do T. villosa 8216 como agente biolégico em pré-

tratamentos de biomassas lignocelulosicas.
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7 PERSPECTIVAS

Como perspectivas para a continuidade do trabalho e desenvolvimento de tecnologias
associadas aos dados obtidos, sugere-se:

e utilizando T. vilosa 8216 como agente bioldgico em pré-tratamentos das biomassas
testadas no presente trabalho, avaliar o efeito do aumento da quantidade de indculo
nesta etapa, a fim de diminuir o tempo de processo;

e testar T. vilosa 8216 como agente biolégico em pré-tratamentos de outros tipos de
biomassas lignocelulésicas;

o realizar testes de pré-tratamento, em meios compostos majoritariamente por
serragem de eucalipto ou bagaco de cana-de-aclcar, sem a esterilizagdo das
biomassas, a fim de diminuir uma etapa do processo;

e realizar o escalonamento do processo, empregando as condicfes selecionadas no
trabalho;

e realizar pré-tratamento bioldgico de biomassas por T. vilosa 8216 combinado com

outros tipos de pré-tratamento.
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