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RESUMO

CARDOSO, Wilton Soares, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2012. Obtengao e caracterizagdo de celulases de fungos da podridao
branca em fermentagcdo no estado soélido e sacarificagao da palha de
sorgo visando a producéao de etanol. Orientador: José Humberto de Queiroz.
Coorientadores: Maria Catarina Megumi Kasuya, Sebastidao Tavares de Rezende
e Flavio Dessaune Tardin.

Buscando alternativas tecnoldgicas para o etanol, este trabalho estudou a
producao de celulases por fermentagcdo em estado soélido (FES), utilizando a
palha do sorgo como substrato e cinco linhagens de fungos da podridao
branca, Phanerochaete chrysosporium, Pycnoporus sanguineus, Trametes
versicolor, Pleurotus eryngii e P. ostreatus. Avaliou-se também a palha do
sorgo, quanto ao seu potencial diante dos pré-tratamentos e hidrdlise
enzimatica para a produgdo de etanol celulosico. Dos pré-tratamentos
avaliados, acido, basico e acido seguido por deslignificagdo, o pré-tratamento
basico da palha do sorgo BRS 655 foi suficiente para proporcionar uma alta
digestibilidade enzimatica, alcangcando 85% de hidrélise por uma enzima
comercial. A palha de sorgo utilizada se mostrou um substrato adequado para
a produgdo de celulases em FES por fungos da podriddo branca. Dentre as
enzimas estudadas, destacou-se a p-glicosidase termoestavel do P.
sanguineus. Na sacarificagdo da palha e polpas pré-tratadas, o complexo
(extrato) multi celulases do P. chrysosporium hidrolisou 50% da polpa basica,
apds 72 h. e com carga de 8 FPU.g™" de biomassa. Em condigbes semelhantes,
uma enzima comercial alcangou apenas 3% de hidrélise. Nos coquetéis dos
extratos, a atividade de FPAse aumentou significativamente para todos os
coquetéis dos cincos fungos, em comparagdo com os extratos individuais de
cada fungo. O coquetel minimo para a maxima atividade de FPAse foi de 100
pL de extratos de cada um dos fungos, P. sanguineus, P. chrysosporium, P.

ostreatus, P. eryngii, € 200 pL do T. versicolor.
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ABSTRACT

CARDOSO, Wilton Soares, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2012. Obtaining and characterization of cellulases of white rot fungi in the
solid state fermentation and saccharification straw of sorghum aiming to
the production of ethanol. Adviser: José Humberto de Queiroz. Co-Advisers:
Maria Catarina Megumi Kasuya, Sebastido Tavares de Rezende and Flavio
Dessaune Tardin.

Seeking technological alternatives to ethanol, this work studied the production
of cellulases by solid state fermentation (SSF), using sorghum straw as
substrate and five strains of white rot fungi, Phanerochaete chrysosporium,
Pycnoporus sanguineus, Trametes versicolor, Pleurotus eryngii and P.
ostreatus. Was also evaluated the straw sorghum, about its potential on the pre-
treatments and enzymatic hydrolysis for the production of cellulosic. Of pre-
treatments, acid, basic and acid followed by delignification, the basic
pretreatment of the straw sorghum BRS 655 was sufficient to provide a high
enzymatic digestibility, reaching 85% hydrolysis with a commercial enzyme. The
straw sorghum utilized proved to be a suitable substrate for cellulase production
in SSF by white rot fungi. Among the enzymes studied, the highlight was
thermostable B-glucosidase from P. sanguineus. In the saccharification of straw
and pulps pretreated, the complex (extract) multi cellulases from P.
chrysosporium hydrolyzed 50% of the basic pulp after 72 h. and load of 8-
FPU.g ' biomass. Under similar conditions a commercial enzyme reached only
3% of hydrolysis. In the cocktails of the extracts, activity FPase significantly
increased for all five of cocktails fungi, in comparison with the extracts of
individual fungus. The cocktail minimum to maximum activity FPase was 100 uL
of extracts of each of the fungi, P. sanguineus, P. chrysosporium, P. ostreatus,

P. eryngii, and 200 uL of T. versicolor.
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1 - INTRODUCAO GERAL

O ectanol é uma alternativa limpa e renovavel para substitui¢do dos
combustiveis fosseis e, atualmente, a produgdo comercial de etanol depende em
grande parte, da utilizagdo do amido de milho nos EUA e da sacarose da cana-de-
acucar no Brasil. No entanto, essas duas matérias-primas chocam-se com as
cadeias de abastecimento alimentar e estdo limitadas pela ocupacgdo de terras
férteis, bem como por requisitos climaticos. Para o etanol tornar-se uma fonte
viavel de combustiveis, novas tecnologias devem ser exploradas, como o etanol
celulosico ou de segunda geragado (2G).

Essas novas tecnologias de produgdo de etanol s3o fundamentais
principalmente nos paises desenvolvidos, em que as matérias-primas hoje
utilizadas competem com a producdo de alimentos e os custos de producao sao
ainda altos em comparagdo com o petrdleo ou o etanol da cana. Sua importancia
decorre, também, do fato de o etanol celuldsico ter potencial de “extrair” pelo
menos duas vezes mais combustivel da mesma area de terra e da disponibilidade
da biomassa, uma matéria-prima praticamente sem valor (TECHNOLOGY
REVIEW, 2006). Assim, a producdo de etanol ligninoceluldsico emerge como
novo paradigma mundial (BASTOS, 2007).

Dentre as vantagens do etanol 2G estdo: - reduzida emissdo de CO,; -
possibilidade de utilizagdo de areas agricolas marginais para cultivo de florestas,
com menor risco de erosdo que a agricultura anual; - menor uso de fertilizantes e
pesticidas; - utilizagao de todo o tipo de residuo celuldsico; - ndo competi¢ao por
areas produtoras de alimentos (LYND, et al., 1991)

O gargalo-chave para o uso da biomassa ligninocelulésica, como matéria-
prima para de biocombustiveis, ¢ a falta de tecnologia para a conversdo eficiente
dessa biomassa em combustiveis liquidos. O fator limitante ¢ que simplesmente
ndo ha ainda tecnologias de processamento de baixo custo para converter de
forma eficiente uma fracdo significativa da energia contida na biomassa
ligninoceluldsica em combustiveis liquidos (RAMIREZ, 2010).

Um dos principais problemas que limitam o aproveitamento dos agucares

contidos na biomassa para a producdo de etanol diz respeito aos elevados custos
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envolvidos na transformagdo da matéria-prima até acgticares fermentesciveis. Em
comparagdo, o custo por galdo do etanol de milho é de $1,10, enquanto o etanol
2G ¢é de $2,30, inviavel economicamente, sendo que 20% desse valor sdo custos
relativos as enzimas utilizadas na hidrolise da celulose (BASTOS, 2007).

Os agticares de qualquer material ligninoceluldsico encontram-se na forma de
polimeros (celulose e hemicelulose) associados entre si e cobertos por uma
macromolécula aromatica complexa (lignina), formando a microfibrila
celulésica. Esta, por sua vez, constitui a parede celular (fibra) vegetal, uma
estrutura recalcitrante dificil de ser desestruturada e convertida em
monossacarideos fermentesciveis (SANTOS et al., 2012).

Para a transformagdo de ligninocelulose em etanol 2G, muitas etapas sdo
necessarias: colheita da biomassa ligninocelulosica; pré-tratamento; hidrolise
para se obter agucares a partir de celulose ¢ hemicelulose presente na biomassa;
conversdo de agucares em bioetanol por fermentagdo e desidratacao, a fim de se
atingir as especificacdes técnicas requeridas (RAMIREZ, 2010).

Por outro lado, no campo da pesquisa, busca-se avancar na melhoria do
processo produtivo, com o objetivo de reduzir custos. Estas pesquisas focam
diversas etapas do processo, desde o melhoramento genético das plantas, com o
objetivo de aumentar os teores de celulose, bem como suas propriedades para
extracdo; desenvolvimento ¢ melhoramento de bactérias com maior tolerancia ao
etanol durante o processo de fermentagdo; aumento da velocidade de

fermentacao, otimizacao de equipamentos, e outras.

Fontes ligninoceluldsicas — culturas energéticas
Diferentemente do etanol convencional, o etanol celuldsico pode ser obtido
com base em materiais da biomassa ligninoceluldsica, como residuos agricolas,
industriais e urbanos, que devido as suas composi¢des ricas em celulose, podem
ser transformadas em etanol, e as suas disponibilidades generalizadas podem
reduzir os custos (RAMIREZ, 2010).
Estima-se que as atuais fontes de biomassa (residuos florestais, agricolas e
urbanos) ndo serdo suficientes para a demanda de combustiveis renovaveis em

varias partes do mundo. Assim, € necessario vislumbrar novas fontes, a partir de
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culturas energéticas, primariamente dedicadas a produg¢do de energia, ao
contrario de subprodutos como a palha, bagago ou residuos florestais. Existem
algumas culturas energéticas, como as plantacdes de eucaliptos para a producdo
de carvao vegetal no Brasil, mas a procura de biomassa aumenta com as diversas
aplicagdes tecnologicas (biocombustiveis de segunda geracdo, co-combustio,
madeira para carvdo granulados ou briquetes) (BRAS et al., 2006; BOTELHO
FILHO, 2008).

As culturas energéticas sao definidas como plantas domesticadas que sdo
cultivadas para producdo de energia, sendo que duas categorias principais destas
culturas t€m sido reconhecidas. A primeira geragdo de culturas energéticas sdao
aqueles que eram anteriormente domesticadas para produg@o de alimentos, seja o
acicar, ou Oleo vegetal, mas agora sdo cultivadas para geracdo de
biocombustiveis liquidos como o bioetanol e biodiesel. As culturas energéticas
de primeira gera¢ao mais comuns incluem o milho, soja, cana-de-aglicar e a colza
(BRAS et al., 2006).

Assim, porque as culturas de primeira geracdo existentes ndo poderdo
cumprir a meta de produgdo de bioenergia sustentavel, novas culturas energéticas
tém sido exploradas. Para superar os problemas acima mencionados, as novas
culturas devem ser cultivadas em terras marginais inadequadas para produgdo de
alimentos. Eles devem ter um alto rendimento em biomassa com relativamente
pouca irrigagdo e fertilizagdo. A entrada de energia envolvendo plantio, colheita,
armazenamento e transporte devem ser minimizados. Estas culturas,
domesticadas especificamente para producdo de energia, sdo referidas como
culturas energéticas de segunda geracdo (KARP e SHIELD, 2008).

Culturas ligninocelulosicas (Figura 1.1), que fornecem biomassa como
matéria-prima para energia elétrica (co-geracdo) ou para a producgdo de bioetanol,
sdo um tipo predominante de culturas energéticas de segunda geragdo. Neste caso
"culturas energéticas" (crop emergy) sdo geralmente usadas para referir-se a
arvores e gramineas que oferecem maiores beneficios ambientais e de energia em
comparacdo com as culturas alimentares como o milho (LEMUS e PARRISH,

2009).



No ambito das culturas ligninoceluldsicas estdo sendo avaliadas algumas
plantas pertencentes a familia das gramineas tais como o “miscanthus”
(Miscanthus sp.), ‘switchgrass’ (Panicum virgatum L.) e ‘reedcanarygrass’
(Phalaris arundinaceae L.), o cardo (Cynara cardunculus L.) ¢ até o cinhamo
(Canabis sativa L.), se ndo apresentasse a dificuldade de se confundir com uma

planta alucinogena. Estdo ainda em estudo espécies arboreas como o salgueiro

(Salix viminalis L.), choupo ou dlamo (Populus sp.) e eucalipto (Eucalyptus sp.)

(BRAS e al., 2006; LEMUS ¢ PARRISH, 2009).

Figura 1.1 - Culturas energéticas, potenciais matérias-primas para o bietanol. a —
cultura energética “miscanthus” Fonte: http://www.agri-media.ca/, b e ¢ — ilustragdo
da utilizacdo de biomassa ligninoceluldsica como matéria-prima para produgao
de etanol. Fonte: www.farmenergy.org.

As culturas energéticas lignoceluldsicas podem ser divididas em dois
tipos: herbéceas e lenhosas. Culturas energéticas herbaceas sao principalmente os
tipos de gramineas que sdo colhidos como o feno. Gramineas perenes, como a

“switchgrass”, “miscanthus” e capim elefante poderiam potencialmente ser



cultivadas como culturas energéticas (BRAS et al., 2006; LEMUS e PARRISH,
2009).

Producio de etanol 2G

Atualmente parece ndo haver mais nenhuma duvida em relagdo ao enorme
potencial de produgao de etanol celulosico, estando este submetido a uma corrida
tecnoldgica em diferentes frontes para que em um futuro préximo possa tornar-se
o combustivel capaz de competir economicamente com a gasolina e com o etanol
de cana-de-agucar, milho e outras matérias-primas, além das suas propriedades
significativamente menos agressivas ao meio ambiente (BASTOS, 2007).

As principais dificuldades tecnoldgicas enfrentadas para implementagdo
comercial do processo de producao de etanol celuldsico sdo (LORA et al., 2008):

* Desenvolvimento de sistemas de pré-tratamento adequados para diferentes
tipos de biomassas e processos;

* Desenvolvimento de processos de detoxificagdo dos produtos da hidrolise;

» Desenvolvimento de enzimas com maior atividade enzimatica e baixo custo;

* Integrag@o dos processos de hidrélise e fermentagao;

* Desenvolvimento de novas cepas de leveduras capazes de fermentar tanto
agucares C6 como C5;

* Desenvolvimento de esquemas integrados para o aproveitamento dos
residuos de lignina para a geragao de eletricidade.

Nesse sentido, um dos principais gargalos que envolvem a produgao de etanol
celulosico ¢ “desmontar” a parede celular liberando os polissacarideos como
fonte de aguicares fermentesciveis de forma eficiente ¢ economicamente viavel.

Devido a estrutura complexa e compacta da biomassa ligninocelulosica, faz-
se necessaria utilizagdo de pré-tratamentos fisicos e, ou quimicos antes da sua
hidrolise para produgdo de etanol. O pré-tratamento visa a remog¢ao da lignina e
da hemicelulose, a reducdo da cristalinidade da celulose e o aumento de
porosidade, de maneira a tornar a celulose susceptivel a hidrdlise.
Independentemente do processo de hidrolise empregado, seja acido ou
enzimatico, uma etapa de pré-tratamento ¢ imprescindivel. Existem varios

métodos de pré-tratamento: fisico (“steam explosion’), quimico (alcalis, acidos,
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solventes, gases, outros) e bioldgico (enzima ou fungos) (CARDOSO et al,
2012)

O objetivo do pré-tratamento ¢ alterar as propriedades de resisténcia, a fim
de preparar o material para degradagdo enzimatica, como visualizado na Figura

1.2 (WYMAN, 1996; TAHERZADEH e KARIMI, 2007).
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Figura 1.2 — Alteragdo estrutural do material ligninocelulésico com o pré-
tratamento. Fonte: UsS Department of Energy Genome Programs

<http://genomics.energy.gov>).

Dentre os diversos pré-tratamentos aplicados a biomassa, os mais
utilizados sdo os pré-tratamentos basico e acido.

Processos alcalinos de pré-tratamento utilizam condi¢des moderadas de
operagdo (temperatura ¢ pressdo), em comparagdo com os sistemas acidos. O
principal efeito consiste na remogao da lignina da biomassa, promovendo maior
reatividade da fibra. O pré-tratamento alcalino ¢ mais eficaz nos residuos de
materiais agricolas do que em madeira (TAHERZADEH e KARIMI, 2007).

O élcali, geralmente soda ou cal, tende a causar um “inchamento” da
biomassa, de modo que a cristalinidade da celulose decresce, enquanto ocorre um
incremento da superficie especifica e da porosidade da mesma e tornando os
materiais acessiveis as enzimas hidroliticas (KASSIM e EL-SHAHED et al.,
1986; ZHENG et al., 2009).

O pré-tratamento acido diluido é provavelmente o método mais comumente
aplicado entre os pré-tratamentos quimicos. Pode ser usado tanto como um pré-
tratamento de ligninocelulose para hidrolise enzimatica, ou como método de

hidrolise de agucares fermentaveis (TAHERZADEH e KARIMI, 2008). O
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processo de hidrélise com acido consiste em aquecer uma solu¢do de acido e
biomassa no reator. S30 utilizadas temperaturas que variam de 140-200 °C, onde
cerca de 80-90% das hemiceluloses sdo recuperadas majoritariamente na forma
de monomeros e 30-50% de lignina ¢ passivel de extragdo (CARDOSO et al.,
2012).

O pré-tratamento acido pode operar tanto sob temperatura alta (> 160 °C)
e baixa concentracao de acido (pré-tratamento acido diluido), ou sob temperatura
baixa (< 160 °C) e alta concentragdo de acido. A temperatura de funcionamento
inferior em pré-concentragdo de acido (por exemplo, 40 °C) € uma vantagem em
relagdo aos processos com acido diluido. Entretanto, alta concentracéo de acido
(por exemplo, 30-70%) no processo de acido concentrado torna-se extremamente
corrosivo e perigoso (TAHERZADEH e KARIMI, 2008).

O melhor método e as condi¢des de pré-tratamento dependem muito do
tipo de material ligninoceluldsico. Por exemplo, o pré-tratamento de folha de
milho com um processo de acido diluido parece ser promissor, mas este método
ndo ¢ eficaz para talos de milho (TAHERZADEH e KARIMI, 2008). Este fato
pode estar ligado aos diversos fatores citados acima, cristalinidade, lignina, etc.
No entanto, embora diversas técnicas de pré-tratamento sejam potencialmente
aplicaveis a biomassa, salienta-se a importancia de se aperfeicoar o
conhecimento acerca das diferencas entre os diversos tipos de pré-tratamento e a
constituicdo da biomassa, a fim de se produzir polpa celuldsica com elevada
acessibilidade e reatividade da fibra, principalmente, aos agentes hidroliticos
enzimaticos (CARDOSO er al., 2012; SOARES e ROSSELL, 2007).

A hidrélise enzimadtica € o outro desafio a ser superado para a utilizagdo da
celulose de residuos ligninoceluldsicos ou de qualquer outra cultura agricola na
geracdo de alcool de 2* geragdo para produgdo econdmica e tecnicamente vidvel.

Diversos estudos tém sido realizados na busca de enzimas capazes de
hidrolisar a celulose de maneira cada vez mais efetiva, seja pela otimizagdo de
processos fermentativos, pela combinagdo de enzimas para a obtengdo de
complexos celulésicos mais eficientes ou pelo melhoramento de espécies através
de métodos de engenharia genética (JORGENSEN et al., 2005). Na hidrolise da

celulose o sistema celulolitico ¢é formado pelas enzimas endoglucanases,
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exoglucanases e B-glicosidases. A endoglucanase ¢ uma endoenzima que rompe
aleatoriamente a cadeia de celulose (MEDVE, 1997). Esta enzima ¢é capaz de
quebrar a molécula de celulose no meio da cadeia para criar finais nao redutores
para subsequente acdo das exoenzimas, atacando as ligagdes internas da cadeia
da celulose na regido amorfa, aumentando o nimero de terminais nao redutores.
As exoglucanases rompem as unidades a partir do final da cadeia. Tais enzimas
sao constituidas por dois tipos:

* Exo-celobiohidrolase: 1,4-B-D-glicano celobiohidrolase - remove residuos
de celobiose a partir do terminal ndo redutor. As exoenzimas atuam causando a
inversdo na configuragdo do carbono 1 do residuo liberado.

» Exo-glicohidrolase: B-1,4-D- glicanase - remove residuos de glicose a
partir dos terminais ndo redutores da cadeia celulosica.

As B-glicosidases, também denominadas celobiases, possuem a funcdo de
desdobrar a celobiose gerada pelas celobioidrolases e endoglucanases em glicose.
Atuam sobre a molécula de celobiose e outras celodextrinas de baixo peso
molecular, produzindo glicose na configuracao 3, o que a diferencia de outras
exoglicanases. A B-glicosidase ndo € considerada uma celulase especifica, mas
apenas uma enzima auxiliar da acdo das celulases que sdo inibidas por elevadas
quantidades de residuos de celobiose (WOOD e GARCIA-CAMPAYO, 1990).
As enzimas endo e exoglucanases em atuagao conjunta solubilizam a celulose em

celooligossacarideos e celobiose (Figura 1.3) (BIRSAN et al., 1998).

_ A Celotichidroizss | __Af) Calobiohidroiase Il () hglicosidase ol Endoglucanzse

(™ Glicose sem poder redutor @ Glicose com poder redulor

Figura 1.3 — Sinergia das enzimas envolvidas na hidrolise da celulose (CASTRO
e PEREIRA JR, 2010).



De acordo com Draetta e Lobo Filho (1980), a quantidade e propriedade das
celulases produzidas por micro-organismo dependem das condigdoes de
crescimento ou fermentagio.

Existem dois tipos de processos fermentativos que sdo utilizados para a
produgdo de enzimas: fermentagdo submersa (FSm) e fermentacdo em estado
solido (FES). A producdo de enzimas, pelo cultivo em estado sélido (FES), ¢
uma alternativa atraente sob o ponto de vista econdmico, como relatam os
trabalhos de Tengerdy (1998), para produgdo de celulases, ¢ de Castilho et al.
(2000), para a producdo de lipases. Em ambos os casos, nos quais foram
utilizados residuos agroindustriais como substrato, a obtengdo das enzimas por
FES, quando comparada com a FSm, apresentou significativa redu¢do dos custos,
o que foi atribuido, principalmente, ao baixo valor econdmico do substrato
utilizado. O custo da produgdo de celulase por FSm foi estimado em torno de
$40,36/kg, enquanto o custo por FES ¢é de $15,67/kg (ZHUANG et al., 2007),
redugdo de 60%.

De acordo com Madamwar e Patel (1992) uma das maiores motivagdes para
os estudos que visam a obtengdo de enzimas por FES ¢ que, neste caso, obtém-se
maior atividade enzimatica por unidade de volume, o que favorece,
consideravelmente, os processos de purificagdo, os quais representam um custo
significativo na produgdo enzimatica. Além disso, dados atuais mostram que a
produgdo de enzimas por FES leva a obtencdo de niveis de atividade superiores
aos obtidos pelo cultivo submerso, além de se obter enzimas com propriedades
funcionais mais adequadas as aplica¢des industriais (NIGAM e SINGH, 1994;
MITCHELL et al., 2000).

Diferentes tipos de micro-organismos como bactérias, leveduras e fungos
filamentosos podem crescer em substratos sélidos (AIDOO et al., 1982).
Contudo, os fungos filamentosos sdo os mais adaptaveis a esse tipo de processo,
pois sdo capazes de crescer com baixa atividade de agua e muitos solidos
presentes, além de sua forma de crescimento, por meio de hifas, favorecer a
colonizagdo do meio. Esse fato traduz-se na grande quantidade de aplicacdes e

produtos obtidos pelo emprego desses micro-organismos.



A utilizagdo de fungos em FES para producdo de enzimas demonstra
potencial para obtengdo de celulases, pois os fungos estdo melhores adaptados
para realizar a deterioracdo de restos insoliveis de planta (material
ligninoceluldsico) do que as bactérias, tanto através da sua forma fisica e modo
de crescimento, tanto por sua capacidade enzimatica e de metabolismo, como ¢
demonstrado por fungos da podridao branca.

A maioria dos fungos da podriddo branca produz enzimas hidroliticas e
oxidativas de forma a prover sua adaptagdo ao meio extremamente rico em
ligninocelulose, principalmente madeiras mortas. Sendo fundamental a
prospec¢do ¢ a avaliagdo dos complexos multienzimaticos destes fungos
potenciais, a fim de buscar novas fontes de enzimas capazes de contribuirem nos

processos de geragdo de biocombustiveis.
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2 - OBJETIVOS GERAIS

Com intuito de contribuir com novos conhecimentos para a producdo de

etanol de segunda geragdo, o objetivo do trabalho foi:

Avaliar as caracteristicas da palha de uma variedade de sorgo
forrageiro diante das operacOes unitarias principais do processo de
producdo de etanol celulésico, como os pré-tratamentos e a
sacarificacdo enzimatica.

Estudar a produgdo, extragdo e caracterizagdo dos complexos de
enzimas celulosicas de fungos da podriddao branca, cultivados em
substratos de palha de sorgo forrageiro em FES.

Produzir um coquetel minimo de enzimas pela mistura dos complexos
multi-celulases obtidos de fungos da podriddo branca na FES da palha

do sorgo.
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3 -CAPITULO1

UTILIZACAO DA PALHA DE SORGO (Sorghum bicolor) PARA
PRODUCAO DE ETANOL DE SEGUNDA GERACAO: PRE-
TRATAMENTOS E HIDROLISE ENZIMATICA
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3.1 - INTRODUCAO

Em geral, denomina-se biomassa qualquer matéria de origem vegetal que pode
ser processada para fornecer formas energéticas mais elaboradas e adequadas
para uso final. Ao contrario da energia dos combustiveis fosseis, a biomassa ¢é
renovavel e ndo contribui para o acumulo de didxido de carbono na atmosfera
terrestre (HALL, 1984).

Uma das grandes vantagens da biomassa ¢ a variedade de formas de sua
utilizacdo. Pode-se usar biomassa como combustivel, na forma de gases, liquidos
ou sélidos. E um material versatil e provavelmente o unico combustivel primario
que, na forma de alcool ou 6leo, pode substituir a gasolina ou o diesel nos carros
e caminhdes. Por sua versatilidade, pode-se escolher o material que seja mais
adequado ao solo, ao «clima, e as necessidades socioecondmicas
(GUARDABASSI, 20006).

As biomassas lignoceluldsicas culturas energéticas e os residuos (florestais,
agricolas e urbanos) podem oferecer os recursos renovaveis para a producao de
biocombustiveis de segunda geracio (2G) (HAHN-HAGERDAL et al., 2006).

Tendo em vista a possivel viabilizagdo, em médio prazo, de rotas inovadoras
para a produgdo de etanol, especialmente mediante a hidrolise de materiais
celulodsicos, cresce o interesse nas culturas energéticas, principalmente gramineas
de rapido crescimento e alta produtividade (LEMUS e PARRISH, 2009), como o
capim-elefante (Pennisetum purpureum) (WOODARD e PRINE, 1993),
normalmente utilizado como forrageira no Brasil, o switchgrass (Panicum
virgatum), espécie nativa da América do Norte, que poderiam produzir varios
cortes anuais (MCLAUGHLIN e KSZOS, 2005), além do capim alto do género
Miscanthus, de maior interesse na Europa como fonte de biomassa celuldsica
(CLIFTON-BROWN et al., 2001). Outra potencial cultura agricola para a
produgdo de etanol de segunda geracdo ¢ o sorgo forrageiro (MONTI e

VENTUR, 2003).
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Figura 3.1- Esquema da utilizagdo da biomassa para a produgdo de etanol.
Fonte: SANTOS et al., 2012.

O sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] € uma das principais culturas no
cenario agricola mundial, e dentre os atributos que o tornam altamente promissor,
tem-se a grande diversidade genética, e a alta tolerancia a estresses abioticos
como a seca e o calor. Além disso, o sorgo requer menos fertilizantes do que o
milho para obter alto rendimento (LIPINSKY e KRESOVICH, 1980) e pode
tolerar ampla gama de condi¢des do solo, desde argilosos pesados até areia clara,
com pH variando de 5,0-8,5 (SMITH e FREDERIKSEN, 2000), bem como solos

mal drenados. Isso o torna uma cultura adequada para o cultivo em condi¢des
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ideais, bem como em terras marginais onde outras culturas ndo se desenvolvem
adequadamente.

Diferentemente da cana-de-agucar, o sorgo pode ser cultivado a partir de
sementes e apresenta um ciclo vegetativo bem mais curto, de 120 a 130 dias. Este
cereal possui tolerdncia a periodos de estiagem durante seu ciclo e produz
colheitas de grdos e massa verde, economicamente compensadora, em condigdes
de pluviosidade baixa ou instavel (NEUMANN et al., 2002).

O sorgo no Brasil ¢ cultivado principalmente para a producdo de graos e
forragem, embora, também seja utilizado para producdo de alcool, neste caso o
sorgo sacarino (SAWAZAKI, 1998).

Baseado nos trabalhos de Rodrigues et al. (2008) e Machado (2009), pode-
se concluir que o potencial de producdo da variedade de sorgo forrageiro BRS
655, desenvolvido recentemente pela EMBRAPA, com aproveitamento somente
das folhas e colmos, o que constitui a palha utilizada neste trabalho, e de cerca de
7,81 ton. de matéria seca’ha em 110 dias.

Considerando duas colheitas por ano pode-se obter cerca de 15,62 t/ha de
biomassa seca, que poderia ser destinada a produgdo de etanol de segunda
geragdo. Além, de outras 15,6 t/ha de paniculas com alto valor para silagem ou
diretamente para alimentacdo animal.

Na comparagdo, em relagdo a produgdo agrondémica, com outras culturas
energéticas (Tabela 3.1), o sorgo forrageiro BRS 655 mostrou ser uma fonte
potencial de biomassa ligninoceluldsica.

Tabela 3.1 — Caracteristicas agrondmicas de culturas promissoras para producdo
de biomassa (massa seca)

" Potencial de producio de
Cultura energética biomassa (t/ha/ano)
Capim elefante (Pennisetum purpureum) 14240 (WOlOglggﬁ)RD ¢ PRINE,
Switchgrass (Panicum virgatum) 12234 (MCL[;IJ(%?LIN e KSZ0S,
Miscanthus (Miscanthus x giganteus) 18229 (CLIFEB)&\;-)BROWN etal,
Sorgo Forrageiro BRS 655 (Sorghum 15,6 (Adaptado de RODRIGUES et
bicolor) al., 2008 e MACHADO, 2009)
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Até o momento, processos de domesticagdo e de melhoramento genético
resultaram em variedades de sorgo mais adequadas para a producdo de grios,
forragem, silagem, agucar e fibra. Entretanto, culturas dedicadas a producdo de
bioenergia, incluindo o sorgo, ndo foram melhoradas especificamente para seu
total aproveitamento em producdo de energia, e por isso pouco se sabe sobre as
caracteristicas relevantes a este sistema ou sobre a genética que controla tais
fenotipos (VERMERRIS et al., 2007). Para o melhoramento de sorgo visando a
producao de energia, ¢ importante identificar, caracterizar e quantificar a
variabilidade genética disponivel, bem como definir os fenotipos que sejam
favoraveis a produgdo de etanol de segunda gera¢do, como & composi¢do
ligninoceluldsica e o comportamento destes materiais frente aos processos de
pré-tratamento e sacarificagdo enzimatica (DAMASCENO et al., 2010).

A biomassa ndo-tratada é extremamente recalcitrante para digestdo
enzimatica. Entdo, um grande numero de tratamentos termoquimicos tem sido
desenvolvido para melhorar a digestibilidade. O pré-tratamento rompe a parede
celular da planta e melhora o acesso enzimatico aos polissacarideos. Varios
estudos tém mostrado direta correlagdo entre a remogdo de lignina e
hemicelulose ¢ a digestibilidade da celulose (GRAY et al., 2006). Assim, o pré-
tratamento € requerido para modificar a estrutura da biomassa ligninocelulosica
para tornar a celulose mais acessivel as enzimas que convertem os polimeros de
carboidratos em acucares fermentaveis. Um pré-tratamento eficiente pode
substancialmente reduzir o requerimento de enzimas no processo de sacarificagao
da celulose e, consequentemente, reduzir os custos de produgdo (MOSIER ef al.,
2005).

Atualmente, os principais pré-tratamentos com potencial aplicacdo
industrial sd3o: Organosolv que emprega solventes organicos recuperaveis,
capazes de remover a lignina. A explosdo com vapor remove hemicelulose, e, em
menor quantia, a lignina (DUFF e MURRAY, 1996). O pré-tratamento acido
diluido, chamado pré-hidrolise, consiste na hidrélise da fracdo hemicelulosica,
que ¢ mais susceptivel ao tratamento acido, sendo que as fragcdes de celulose e
lignina permanecem inalteradas. A hidrolise alcalina provoca aumento na area da

superficie interna, diminuicdo no grau de polimerizagdo e da cristalinidade,
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separacao da ligacdo estrutural entre lignina e carboidratos e rompimento da
estrutura da lignina (SUN ¢ CHENG, 2002). Apos o pré-tratamento, a hidrolise
enzimatica de biomassa ligninoceluldsica por celulases pode ser aplicada para
sacarificacdo industrial de biomassa (SINGH et al., 2009).

A sacarificagdo consiste na conversdo enzimatica dos polissacarideos em
acucares fermentaveis. A celulose ¢ hidrolisada, inicialmente, pelas
endoglucanases, que clivam aleatoriamente o polissacarideo, criando terminais
livres para a atuagdo das exocelulases. As celobiohidrolases ou exocelulases
atuam sobre cadeias de celulose liberando glicoses e celobioses. A ultima enzima
necessaria ¢ a B-glicosidase que cliva celobioses em duas moléculas de glicose.
Essa enzima ¢é essencial para a sacarificacdo, pois celobiose ¢ um inibidor das
exocelulases. Para aumentar o rendimento e evitar inibigdes por glicoses e
celobioses, presentes no meio t€m sido utilizados o processo de sacarificacdo e
de fermentagdo simultdneas. Desse modo, os acucares liberados pela
sacarificacdo sdo prontamente fermentados por micro-organismos, €, assim, nao
acumulam no meio, evitando a inibi¢do das enzimas (BALAT et al., 2008;

HAHN-HAGERDAL et al., 2006).
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3.2 - OBJETIVOS

Com intuito de contribuir com novos conhecimentos para a producdo de
etanol de segunda geragdo, o objetivo do trabalho foi:

e Determinar a composi¢do ligninocelulosica da palha do sorgo BRS
655;

e Avaliar a composi¢ao ligninocelulésica e rendimento das polpas
obtidas da palha pré-tratada por 03 tipos de pré-tratamento: acido,
basico e acido seguido por deslignificacao.

e Realizar a hidrélise da palha in natura ¢ das polpas obtidas dos pré-
tratamentos;

e Comparar os complexos multienzimaticos celuloliticos obtidos dos
fungos com enzimas comerciais na sacarificagdo da polpa celuldsica

do sorgo pré-tratado.
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3.3 - MATERIAL E METODOS

3.3.1 - Material ligninocelulésico

O trabalho foi realizado com a palha (colmo e folhas sem as paniculas
com os graos) do sorgo forrageiro BRS 655 (Figura 3.2). O cultivar BRS 655 foi
desenvolvido pela Embrapa Milho e Sorgo e cultivado no municipio de Sete

Lagoas.

Figura 3.2 — Palha do sorgo forrageiro BRS 655, utilizada neste trabalho.

A palha foi cortada com 120 dias de plantio, seca ao sol e posteriormente

moida em picadeira. O material moido foi armazenado em local seco, ao abrigo

- { Excluido:

de luz e umidade.,
Para a condugdo dos pré-tratamentos os residuos secos e triturados foram
moidos em moinho de facas (modelo MR 340 — Marca Metaltrgica Roma), em

particulas de 50 a 100 mesh.

3.3.2 - Pré-tratamentos

As condig¢des dos pré-tratamentos aplicados estdo descritos na Tabela 3.2.
Estas condigdes de pré-tratamento foram determinadas em ensaios preliminares,
sendo que tempos de reacdo acima de 30 minutos ¢ ou concentragdes de acido ou
base (H,SO4 ou NaOH) acima de 10%, provocaram a solubilizacdo da celulose e

a diminui¢do do rendimento em polpa.
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Tabela 3.2 - Condi¢des utilizadas nos pré-tratamentos da palha do sorgo
forrageiro BRS 655.

Pré-tratamentos

Basico  Acido Acido seguido de

(NaOH) (H,SO,) deslignificacio

Massa de residuo seco (g) 10 10 10
R [ 1 50 50

Solugio basica ou acida (g.L™) 50 50 (H,S0,) (NaOH)
Volume de soluc¢io (mL) 150 150 150 150
Temperatura de reacio (°C) 120 120 120 120
Tempo (min) 15¢30 15e30 15e30 15

O processo acido seguido por desliginificacao teve as condigoes de tempo,
concentragio de base e temperatura mantidas constantes, 15 min., 50 g.L" e 120
°C, respectivamente, como na Tabela 3.2.

Foram adicionados 10 g de biomassa ¢ 150 mL de solugdo acida ou basica
em erlermeyer de 500 mL e os pré-tratamentos foram realizados em autoclave
(modelo AV 80 - Marca Marconi). Apoés cada tratamento a mistura foi filtrada,
separando-se o material em hidrolisado (filtrado) e polpa (material retido). A
polpa foi lavada com 4gua destilada, até a neutralizagdo, observado pelo pH do
liquido filtrado, medido em potencidometro (Hanna pH 21). Os ensaios foram
realizados em triplicatas.

A polpa de cada pré-tratamento foi colocada em placas de Petri e secas a
temperatura ambiente. Depois de seca a polpa foi embalada e estocada em
geladeira. Da polpa foram determinados o teor de cinzas, a umidade e o
rendimento do respectivo pré-tratamento, corrigido para peso seco. Para o
controle (palha sem tratamento) também foram determinadas a umidade e cinzas.
O rendimento em porcentagem foi calculado pela massa da material in-natura
(massa seca) — massa da polpa obtida (massa seca), dividido pelo peso da
material in-natura (massa seca). Da polpa ainda foram determinados o teor de
hemicelulose, lignina e celulose.

Imagens da superficie dos materiais pré-tratados e controle foram feitas
por microscopia de varredura do Nucleo de Microscopia e Microanalise

(NMM/UFV).
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Para visualizacdo morfolégica do grau de destrui¢do das biomassas,
amostras foram colocadas sobre stubs, metalizadas com ouro e examinadas sob

microscopio eletronico de varredura (LEO VP1430).

3.3.3 - Métodos analiticos

Os teores de celulose e hemicelulose foram determinados pelos teores de
FDA (Fibra em detergente acido) e FDN (Fibra em detergente neutro) (VAN
SOEST, 1991) e a determinagao da lignina foi feita pelo método “Klason” ou
lignina detergente acido.

A solucdo em detergente neutro (3 % de Lauril sulfato de sodio, 0,4 % de
Fosfato de s6dio monobasico, 0,6 % de Borato de sodio deca-hidratado, 1,8 % de
EDTA, 1 % de etilenoglicol dissolvidos em agua destilada quente) é usada para
dissolver substincias facilmente digeridas, como a pectina e o contetido celular
da planta (proteinas, agucares e lipideos) deixando um residuo fibroso (fibra em
detergente neutro — FDN), que sdo os principais componentes da parede celular
das plantas (celulose, hemicelulose e lignina), proteina danificada pelo calor e
proteina da parede celular. A solu¢do detergente neutro é também usada para
solubilizar proteinas, ¢ o sulfito de so6dio ajuda a remover alguns destes
compostos nitrogenados. O EDTA ¢ usado para quelatar o calcio e remover a
pectina na temperatura de refluxo. O trietileno glicol ajuda a remover alguns
materiais ndo-fibrosos dos alimentos concentrados.

Para a determinacao da fibra em detergente neutro (FDN) pesou-se cerca
de 1 g de amostra, previamente triturada em moinho com peneira de 1 mm, em
béquer de 600 mL e adicionou-se 100 mL de solugdo detergente neutro.
Acrescentou-se 50 pl de amilase, estavel ao calor. Os béqueres com as amostras
foram colocados no aparelho digestor, aquecendo até ebuli¢do por cinco minutos.
Ajustou-se a temperatura para o refluxo da amostra e deixou por 60 minutos.
Apo6s 30 min. lavou-se os lados internos do béquer com quantidade minima de
solugdo de detergente neutro. Seguiu-se a filtragem sob vacuo em cadinhos
filtrantes previamente secos a 105 °C e pesados. Esta filtracdo foi realizada
imediatamente apds o refluxo do material, ainda quente. Lavou-se o béquer no

minimo duas vezes com agua quente (90 a 100 °C), para quebrar a malha que se
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forma, e encheu-se o cadinho a cada tempo com o vacuo desligado, permitindo
que ficasse de molho por no minimo 15 a 30 segundos a cada lavagem. Lavou-se
o béquer igualmente por duas vezes com acetona (30 a 40 mL), enchendo o
cadinho a cada tempo com o vacuo desligado permitindo que ficasse de molho
por no minimo 15 a 30 segundos. Filtrou-se sob vacuo até esgotar. Os cadinhos
filtrantes com os residuos foram secos em estufa por oito horas ou durante a noite
a 105 °C., resfriando em dessecador e finalmente pesados.

A fibra em detergente acido ¢ a por¢ao menos digerivel da parede celular
dos vegetais pelos microrganismos do ramen. E constituida na sua totalidade de
ligninocelulose, ou seja, lignina e celulose. Uma solugdo detergente acida (2 %
de CTBA - cetiltrimetil amonio brometo, 2,8 % de acido sulfurico, dissolvidos
em 1000 mL de agua destilada) é usada para dissolver o conteudo celular,
hemicelulose e minerais soluveis, deixando um residuo fibroso constituido de
celulose, lignina e proteina danificada pelo calor e parte da proteina da parede
celular e minerais insoluveis.

Na determinag@o da fibra em detergente acido (FDA) pesou-se cerca de
1,0 g de amostra seca ao ar, previamente moida em moinho com peneira de 1
mm. Colocou a amostra em béquer de 600 mL e adicionou 100 mL de solugdo
detergente acida. O béquer com as amostras foram colocados no aparelho
digestor e aquecidos até ebulicdo por 5 minutos, reduziu-se o calor para evitar
formagdo de espuma a medida que se iniciou a ebulicdo. Ajustou-se a
temperatura para o refluxo da amostra apds o inicio da ebuli¢do e deixou por 60
minutos. Apo6s 30 minutos, lavou-se os lados do béquer com quantidade minima
de solucdo em detergente acido. Seguiu-se a filtragem, sob vacuo, em cadinhos
filtrantes previamente secos a 105 °C e pesados. Esta filtracdo foi realizada
imediatamente apds o refluxo do material, ainda quente. Lavou-se o béquer no
minimo duas vezes com agua quente (90 a 100 °C), para quebrar a malha que se
forma, e encheu-se o cadinho a cada tempo com o vacuo desligado, permitindo
que ficasse de molho por no minimo 15 a 30 segundos a cada lavagem. Lavou-se
o béquer igualmente por duas vezes com acetona (30 a 40 mL), enchendo o
cadinho a cada tempo com o vacuo desligado permitindo que ficasse de molho

por no minimo 15 a 30 segundos. Filtrou-se sob vacuo até esgotar. Os cadinhos
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filtrantes com os residuos foram secos em estufa por oito horas ou durante a noite
a 100 °C., resfriando em dessecador e finalmente pesados.

A determinagdo da lignina, a fragdo menos digerivel dos vegetais iniciou-
se com os cadinhos filtrantes com os residuos da fibra em detergente acido em
uma bandeja de vidro com agua. Adicionou-se 30 mL de H,SO4 72% (15 °C) em
cada cadinho filtrante, para umedecer o conteudo. Utilizou-se pequeno bastdo de
vidro em cada cadinho filtrante, para misturar o conteiido e o acido em forma de
pasta. Adicionou-se mais 30 mL de acido e mexeu até quebrar todos os grumos,
permitindo que o acido entrasse em contato com todas as particulas da amostra.
Adiciona-se mais acido até a metade do cadinho filtrante ¢ deixou a 20 °C por
uma hora. Ap6s uma hora encheu-se os cadinhos novamente até a metade.
Repetiu-se esta operacéo por trés vezes. Depois os cadinhos foram submetidos
filtragdo sob vacuo até esgotar a solugdo acida e em seguida foram lavados por
fora e por dentro com agua quente (95 a 100 °C). Repetiu-se a operagdo até a
retirada total do &cido. Secaram-se os cadinhos com os residuos em estufa por
oito horas ou durante a noite a 100 °C. As amostras foram resfriadas em
dessecador até o equilibrio com o ambiente e registro dos pesos. Em seguida
colocaram-se os cadinhos na mufla a 500 °C e queimou por trés horas.
Removeram-se os cadinhos da mufla com a temperatura abaixo de 250 °C e
transferiu-os para estufa a 105 °C, ap6s 30 minutos resfriou-os em dessecador até
o equilibrio com o ambiente e registraram-se os pesos. O teor de lignina foi
calculado pela perda de peso apos a queima na mufla.

O teor de celulose foi estimado pela diferenga entre o teor de fibra em
detergente acido menos os teores de lignina e cinzas. A hemicelulose foi
determinada pela diferencga entre FDN e FDA.

A determinagdo de cinzas ¢ umidade seguiu os protocolos LAP 001 e LAP
005.

Para a determinag¢do da umidade (LAP 001), da amostra homogeneizada
pesou-se 1 a 5 gramas, no cadinho. Registrou-se o peso da amostra ¢ o do
cadinho. Em seguida a amostra foi colocada em estufa a 105 °C e seca até peso

constante (+ mudanca de 0,1% na quantidade de umidade presente sobre uma
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hora de reaquecimento). Utilizou-se um dessecador para resfriar a amostra a
temperatura ambiente antes da pesagem.

Para a determinacdo de cinzas (LAP 005), pesou-se de 0,5 a 1,0 g, da
amostra no cadinho (com o peso ja registrado), que seguiu para a mufla na
temperatura de 575 + 25 °C por um minimo de trés horas, ou até que todo o
carbono fosse eliminado. Resfriou-se o cadinho no dessecador a temperatura
ambiente e registrou se o peso final. Cinzas ¢ igual ao peso final da amostra
carbonizada dividido pelo peso da amostra inicial.

As concentragdes de agucares redutores foram determinadas pelo método do
acido 3,5-dinitrossalicilico (DNS) descrito por Miller (1956). A determinagdo de
acucares redutores pelo método do DNS baseia-se na redugdo, em meio alcalino,
do 3.5-dinitrosalicilato (coloracdo amarela). O produto formado ¢é estavel, com
coloragdo laranja-avermelhado (3-amino 5-nitro salicilato) na proporcao
estequiométrica e maxima absor¢do da luz visivel no comprimento de onda de
540 nm.

No preparo do reagente DNS, pesaram-se 10 g de acido 3,5 - dinitrosalicilico
e 300g de tartarato duplo de sodio e potassio. Em seguida, dissolveu-se o
potassio no béquer, com aproximadamente 500 mL de agua deionizada, ¢ em
outro separado foi decomposto, a quente, o acido 3,5 - dinitrosalicilico em 200
mL de solugdo 2 M de NaOH. Depois, misturaram-se as duas solugdes em um
baldo de 1,0 L, com agitacdo constante, completando-se o volume com agua
deionizada.

Quanto a curva de calibragdo, os padrdes de glicose foram preparados tendo

como base a solugdo- estoque de Img.mL™" de acordo com a Tabela 3.3.

Tabela 3.3 - Procedimento para obtengdo da curva padrdo de agtlicares redutores

Glicose (Img.mL™") Tampao Citrato Quantd. DNS Glicose

(mL) (mL) (mL) umol
0,0 2,0 3,0 0,00
0,25 1,75 3,0 1,39
0,5 1,5 3,0 2,78
0,75 1,25 3,0 4,17
1,0 1,0 3,0 5,56
1,5 0,5 3,0 8,33
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Depois da adi¢do do reagente DNS, leva-se a mistura ao aquecimento até a
ebulicdo por 5 minutos, tempo necessario para o desenvolvimento da cor. Na
sequencia, esfriaram-se as amostras que foram analisadas a 540 nm por meio de
espectrofotdmetro.

Montou-se o grafico da concentracdo versus absorbancia para encontrar a
equacdo da curva de calibragdo de glicose pelo método do DNS, a equagado foi
utilizada para as determinagdes de aglcares redutores nos ensaios e
sacarificacOes enzimaticas.

A determinacdo de glicose baseou-se na reacdo da glicose oxidase
utilizando-se o kit glicose monoesterase BioClin AK 082 (Quibasa), onde 10 pL
de amostra ¢ 1,0 mL de mono-reagente de glicose oxidase foram colocados em
tubos de ensaios permanecendo em banho Maria (Marconi MA-184) a 37 °C por
15 min. Ao final da reag@o, a absorbancia foi lida no espectrofotometro (PG
Instruments — T70 + UV/VIS) a 505 nm. Uma curva padrao de glicose (padro
glicose Quibasa) foi preparada.

Os métodos enzimaticos proporcionam uma especificidade maxima para
as determinagdes da glicose. A glicose pode ser determinada por sua reagdo com
a glicose oxidase, na qual sdo gerados o acido glicurénico e o perdxido de
hidrogénio (H,0,). O peroxido de hidrogénio entdo reage com um aceptor de
oxigénio, como o fenol ou outros aceptores de oxigénio cromogénicos, numa

reacdo catalisada pela peroxidase para formar uma cor (TRINDER, 1969):

Reacao:
Glicose Oxidase
Glicose + 1/2 O,+ H,O — Ac. Glucénico + H,0,
Peroxidase
2H,0, + 4 - Aminoantipirina + Fenol ------------ — Quinoamina + 4H,0

3.3.4 - Ensaios enzimaticos

Para a determinagdo da atividade Celulase total ou FPAse (Filter Paper
Activity), o método foi realizado segundo Ghose (1986), com algumas
modificagdes. Tiras de aproximadamente 1 x 6 cm (50 mg) de papel de filtro

Whatman #1, recortadas e enroladas, foram adicionadas a tubos de ensaio pré-
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incubados a 50 °C contendo 1,5 mL de tampao e 500 puL do extrato enzimatico.
Apds 1h de incubagdo, a hidrolise foi interrompida com a adigdo de 3 mL de
DNS, seguindo para a quantificagdo por este método.

A absorbancia da solugdo foi medida a 540 nm e a concentragdo de
acucares redutores totais determinados com base em uma curva de calibragdo de
glicose previamente estabelecida. Uma unidade de Celulase total (FPU) foi
definida como a quantidade de enzima que libera 1 micromol de equivalentes de

agucar redutor total em um minuto, nas condic¢des de ensaio.

3.3.5 - Sacarificacdo enzimatica

O complexo enzimatico Multifect GC (GENENCOR) foi utilizado para
hidrélise enzimatica do sorgo nativo ¢ do sorgo pré-tratado. Outros reagentes
utilizados foram adquiridos das empresas Sigma Chemicals ou Vetec Quimica,
todos com pureza analitica (PA)

A sacarificacdo foi realizada sobre as polpas obtidas de cada tipo de pré-
tratamento e o sorgo ndo tratado. A sacarificagdo adaptou a metodologia
sugerida pela LAP 008. Foi acompanhando a producao de glicose até 48 horas de
hidrolise.

A carga enzimatica (FPU) de Celulase total ou FPAse foi, de 50 FPU/g de
material ligninocelulésico. A concentragdo de material ligninocelulésico foi de
1%, em 30 mL de tampao citrato de sodio 50 mM, pH 4,8. Azida de s6dio (0,1%
p/v) foi utilizada para inibir crescimento microbiolégico durante a hidrdlise
enzimatica.

Os experimentos de sacarificacdo foram conduzidos em Erlemeyer de 125
mL, em shaker (Tecnal - TE — 421) agitado a 120 rpm, a temperatura de 50 °C.
Amostras de 0,5 mL foram retiradas a cada 6 h até 12 h, e depois del2 em 12 h
até 48 h, sendo que cada amostra foi aquecida a 100 °C por 5 min. para
inativacdo das enzimas, centrifugado e retirado o sobrenadante para posterior

determinacdo da concentragdo de glicose.
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3.3.6 - Analises estatisticas

Na comparagdo entre os pré-tratamentos, foram realizados 7 tratamentos: 3
tipos de pré-tratamentos em dois tempos de reagdo, mais o controle (palha in-
natura), com 3 repeti¢des, totalizando 28 ensaios.

Os pré-tratamentos foram avaliados quanto aos rendimentos e aos teores de
celulose, hemicelulose, lignina e cinzas, por analise de varidncia (ANOVA) e
teste de média (Tukey), ao nivel de significancia de 5%. Utilizou-se o software

SAEG (UFV, 2007).
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3.4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1 - Caracterizacao ligninoceluldsica da palha de sorgo
A composigdo ligninocelulésica da palha de sorgo forrageiro BRS 655

avaliada neste trabalho esta mostrada na Tabela 3.4.

Tabela 3.4 — Composigdo ligninocelulésica da palha de sorgo

Componente % base seca
Celulose 35,87
Hemicelulose 26,04
Lignina 7,52

Os contetdos em celulose, hemicelulose e lignina da palha do sorgo
forrageiro (Tabela 3.4) estdo proximos ao de Dogaris et al.(2009), que na
avaliagdo do bagacgo do sorgo encontrou cerca de 40,4, 35,5 ¢ 3,9 % (base seca)
para os teores de celulose, hemicelulose e lignina, respectivamente.

O teor de lignina da palha avaliada neste trabalho se encontra dentro da
faixa de 2,0 a 11,2% (ms) de lignina dos 35 diferentes genotipos de sorgo
avaliados por Damasceno et al. (2010).

Em relacdo a outra cultura energética o capim elefante, os resultados
obtidos apresentaram valores semelhantes de 30,94% para a celulose; 30,72%
para a hemicelulose e 8,54% de lignina (SANTOS et al., 2001).

Destaca-se nesta variedade de sorgo o baixo teor de lignina, o que
potencializa pré-tratamentos mais brandos e mais econdmicos, possibilitando
melhores rendimentos na sacarifica¢do e fermentagdo. A reducdo do contetido de
lignina das plantas potencialmente aumenta a producdo de agucares, permite uma
reducdo na severidade do pré-tratamento, e possibilita uma menor carga de

enzimas durante a hidrélise (DIEN et al., 2009).

3.4.2 Pré-tratamentos
Os rendimentos em relagdo ao tempo de reagdo dos pré-tratamentos
(Tabela 3.5), n3o apresentaram diferencas dentro do mesmo tipo de pré-

tratamento em relagdo ao tempo de reagdo (p < 0,05), no entanto, apresentou
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diferenga significativa entre os tipos de pré-tratamentos, apresentando os
seguintes valores médios 51%, 38% e 26%, para os processos acidos, basicos € o
acido seguido por deslignificagdo, respectivamente. Em relagdo o pré-tratamento
acido diluido, Silva (2009) obteve um rendimento semelhante de 57% quando
realizou este pré-tratamento, numa temperatura de 120 °C, 10 min, H,SO4 1%

(m/v), relagdo solido-liquido 1:10 (m/v) e agitacao de 120 rpm.

Tabela 3.5 — Composicdo lignocelulésica da palha de sorgo BRS 655 in natura e

das polpas obtidas apos os pré-tratamentos, conforme tabela 3.4. Média e desvio
padrdo de 3 repeticdes

Palha de sorgo

35,87 D 26,04 A 7,52B 2,18 A

LN +075  +050  +090 +0,12
Nao-tratado
Pré- 6639A  125C  30,00A 235A
tratamento IS5 5204 %0 fo1s  +155  +008
acido (Polpa 66,61 A 0,87C 3024 A 225A
cida) 30 S04A T hh09 to1s +284 1005
) 8344B  800B  086C 270A
E;:i'gata'g,‘:;t‘; 15 379B 163 £151 4012 +£007
e p 30 ;g3p  SH89B  B38B  087C 286A
asica) ’ 1038 1054  +015 +0.14
. 96,54C  124C  157C  0.65B
zcr:(izmtami';trz 15 265C 1043 £030  +£017  +005
deslignificacao 30. 25,6 C 97,14 C 122 C 090C 0,75 B

+ 0,33 +0,18 +0,10 +0,05

Médias seguidas pela mesma letra (coluna) ndo diferem-se entre si, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo
teste de Tukey.

De modo geral, para os diferentes pré-tratamentos, o tempo de reacao, (15
ou 30 min) ndo influenciou a composic¢do final da polpa (Tabela 3.5). Por outro
lado, o tipo de pré-tratamento aplicado afetou todos os parametros analisados.

O tratamento acido diluido diminuiu em cerca de 95% a fragdo
hemicelulose, no entanto, houve uma concentragdo da lignina ¢ da celulose. O
pré-tratamento acido ndo ¢ eficaz em dissolver a lignina, mas pode desorganiza-
la e aumentar a susceptibilidade da celulose a hidrolise enzimatica (WYMAN,
1996).

O tratamento basico removeu, cerca de 90% da lignina e reduziu o teor de

hemicelulose em mais de 70%. O principal efeito do pré-tratamento alcalino

29



consiste na remoc¢do da lignina, promovendo maior reatividade da fibra.
Silverstein et al., (2007) estudaram a eficacia dos pré-tratamentos com acido
sulfurico, hidréxido de sodio, peroxido de hidrogénio e 0zonio para a conversao
enzimatica de caules de algoddo. Os autores observaram que o tratamento com
hidréxido de sodio resultou no mais alto nivel de deslignificagdo 65% (2% de
NaOH em 90 min. a 121 °C), valor abaixo do observado neste trabalho.

No tratamento do sorgo com 4acido seguido por deslignificacdo obteve-se
polpa com o maior teor de celulose (96%) e baixa concentracdo de lignina (1,2%)
e hemicelulose (1%).

Analisando os dados de rendimentos de cada pré-tratamento com a
composigdo ligninocelulésica da palha nativa e das polpas obtidas, tem se que os
pré-tratamentos, acido, basico e acido seguido pela deslignificacdo, causaram
perdas de celulose na ordem de 5,5%, 25,9% e 29,8 %, respectivamente. Silva
(2009) também observou uma perda de celulose de 30% em pré-tratamento acido
seguido por deslignifica¢do da palha de milho.

Os residuos agricolas em geral apresentam comportamentos diferentes
quanto a susceptibilidade da hidrélise da fracdo celulosica, alcangando até 50%
de degradagdo da celulose em experimentos realizados a temperaturas variando
entre 150-230 °C na faixa de aplicagdo de um pré-tratamento hidrotérmico
(GARROTE et al., 1999), portanto, a temperatura de 120 °C utilizada neste
trabalho favoreceu menor degradacdo de celulose. Porém, outros fatores como a
relagdo solido/liquido e o tempo de reagdo empregado também sdo importantes
para o controle da degradagdo da fracdo celuldsica evitando a perda de

rendimento no processo.

3.4.3 Morfologia da palha de sorgo in natura e pré-tratada por
microscopia de varredura

Caracteristicas morfologicas de amostras de biomassa de sorgo ndo tratada e
apos os pré- tratamentos podem ser visualizados na figura 3.3.

O material ndo tratado (Figura 3.3.1) apresenta uma superficie lisa, fechada

e integra.
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Corredor et al, (2009), avaliaram as caracteristicas morfoldgicas de
diferentes variedades de sorgos forrageiro em microscopia de varredura, e
atribuiram a caracteristica da superficie lisa, do material ndo tratado, como sendo
devido a presenca de ceras, hemicelulose, lignina e outros materiais de ligacao.

Na palha pré-tratada, tanto por 15 quanto por 30 minutos (Figura 3.3.2 e
3.3.3), observa-se o rompimento do parénquima e¢ a remocdo da superficie
externa, expondo a estrutura interna.

No pré-tratamento basico (Figuras 3.3.4 ¢ 3.3.5), o sorgo teve total remogao
da superficie externa e a exposic¢do de fibras de celulose.

O sorgo pré-tratado com acido seguido por deslignificagdo (Figuras 3.4.6
e 3.4.7) apresenta fibras de celulose individuais e ha presenca de anéis anulares.
Os anéis anulares sdo componentes das células traqueais do protoxilema das
gramineas, responsavel pelo alongamento e rigidez deste vaso, o protoxilema ¢
densamente lignificado (KAKOSOVA et al., 2006), a presenca desses anéis
mostra uma eficiéncia na retirada da lignina das gramineas.

Essas imagens confirmam que as camadas externas e internas sdo as
estruturas removidas durante o pré-tratamento, incluindo parte da celulose. As
imagens corroboram com as analises quimicas, as quais evidenciam uma grande
solubilizagdo dos componentes, ¢ visivel aumento de sua area superficial,
tornando as fibras mais expostas ao ataque enzimatico.

Oliveira (2009), também observou que o processo de deslignificacdo da
palha de cana pré-tratada com acido diluido proporcionou um realce das fibras

ricas em celulose.
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Figura 3.3 — Fotomicrografias eletronicas de varredura da palha de sorgo. 1 -
Material nao tratado. 2 - Material pré-tratado por acido diluido (5%) por 15 min a
120 °. 3 - Material pré-tratado por acido diluido (5%) por 30 min a 120 °C. 4 -
Material pré-tratado por alcali (5%) por 15 min a 120 °C. 5 - Material pré-tratado
por alcali (5%) por 30 min a 120 °C. 6 - Material pré-tratado por acido diluido
(5%) por 15 min a 120 °C, seguido por deslignificagdo basica (5%) por 30 min a
120 °C. 7 - Material pré-tratado por acido diluido (5%) por 30 min a 120 °C,
seguido por deslignificacdo basica (5%) por 30 min a 120 °C. A - aumento de
40X, B — aumento de 736X.

3.4.4 Sacarificacao

As fotografias dos materiais pré-tratados e a palha de sorgo in natura (ndo
tratada) podem ser visualizadas na (Figura 3.4).

Na Figura 3.4, pode-se observar diferenga de cor entre os materiais. A
polpa acida encontra-se mais escura que a palha in natura, devido a concentragdo
da lignina. A polpa acida/deslignificada apresentou-se mais clara em relag@o as
demais, possivelmente devido ao maior conteudo de celulose ¢ ao baixo teor de
lignina.

A palha de sorgo in natura, e as polpas tratadas por 30 min., com acido,
base e 4cida/deslignificada foram sacarificadas utilizando-se o complexo
enzimatico Multifect CG.

Os patamares de hidrolise foram alcangados em 24 h. para todas as polpas,
permanecendo praticamente constante nas outras 24 h. (Figura 3.5).

Na hidrdlise enzimatica das biomassas a polpa acida e o sorgo in natura
apresentaram baixos indices de hidrélise, ndo atingindo um percentual de 40%. O
pré-tratamento acido diluido apesar de promover um aumento na hidrolise
enzimatica em comparagdo ao material nativo, ndo proporcionou rendimentos de
hidroélise superiores a 40%.

As hidrdlises enzimaticas das biomassas, resultantes dos pré- tratamentos
basicos e polpa acida deslignificada foram muito superiores ao pré-tratamento
acido, alcancando niveis proximos de 95% de biomassa sacarificada para a polpa

acido/deslignificada, e 85% para a polpa basica apos 48 horas.
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Figura 3.4 — Imagem dos materiais utilizados na sacarifica¢do enzimatica. a -
palha de sorgo forrageiro moida ndo tratada; b - polpa pré-tratada por acido
diluido (5%) por 30 min. a 120 °C; ¢ - polpa pré-tratada por alcali (5%) por 30
min. a 120 °C; d - polpa pré-tratada por acido diluido (5%) por 30 min. a 120
°C seguido por deslignificacao basica (5%) por 30 min. a 120 °C.

Estes resultados podem ser explicados, em parte, pela presenga da lignina na
palha in natura e na polpa acida e sua auséncia nas demais polpas. A lignina
retarda a agdo das celulases em multiplos caminhos: barreira fisica, impede a
hidratacdo da fibra de celulose e liga-se ndo especificamente as proteinas
(DAMASCENO et al., 2010).

O teor de lignina e sua distribuicdo constituem o fator responsavel pela
recalcitrancia de materiais ligninocelulosicos a degradag@o enzimatica, limitando
a acessibilidade da enzima. Isto explica a melhoria nas taxas de hidrolise
enzimatica dos materiais submetidos aos processos de deslignificagdo (KASSIM
e EL-SHAHED, 1986).

A deslignificag@o da palha de cana pré-tratada com acido diluido favoreceu
a etapa de sacarificagdo, fazendo com que o percentual de conversdo atingisse
84,5% (OLIVEIRA, 2010), corroborando com os resultados obtidos neste
trabalho.

Considerando a sacarificacdo em relagdo ao conteudo de celulose, ndo
houve diferenca significativa, para as polpas obtidas do pré-tratamento basico e
acido seguido por deslignificagdo (Figura 3.5). Este resultado mostrou que o

efeito da lignina sobre a sacarificagdo é mais forte do que o da hemicelulose, pois
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na sacarificagdo da polpa basica, que possui o0 mesmo nivel de lignina da polpa
acida deslignificada, ¢ cerca de 8,0% de hemicelulose, foi alcangado 0 mesmo
nivel de hidrolise obtido na polpa acida deslignificada, que possui menos de 1%

de hemicelulose.
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Figura 3.5 — Sacarificagdo do sorgo forrageiro nio tratado e das polpas obtida do
sorgo apos aplicagdo de pré-tratamentos. % biomassa total (A) e % de celulose
na biomassa (B).

Segundo a literatura, tanto a hemicelulose quanto a lignina formam uma

barreira fisica contra o ataque enzimatico a celulose, sendo a lignina um dos
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principais fatores que limitam a hidrélise enzimatica da celulose (BERLIN et al.,
2005). Neste trabalho observou-se que o efeito da hemicelulose na hidrolise
enzimatica ¢ irrelevante quando comparado ao da lignina.

Zhao et al. (2007) relataram que o pré-tratamento com NaOH proporcionou
uma maior taxa de conversdo enzimatica de celulose em comparagdo ao pré-
tratamento com H,SO4, 0 que também foi evidenciado nos resultados obtidos
neste trabalho. Em comparacdo com os pré-tratamentos acido ou de reagentes
oxidativos, o tratamento alcalino parece ser o mais eficaz método de quebrar as
ligacdes éster entre lignina, hemicelulose e celulose.

Os resultados obtidos corroboraram com os relatados da literatura
evidenciando que a remog¢ao da lignina e outros componentes pelas etapas de
pré-tratamento provocam uma extensa mudanga na estrutura morfologica da
biomassa ligninocelulésica, conforme mostrado nas figuras 3.3.4, 3.3.5, 3.3.6 ¢
3.3.7. Estas transformagdes tornam a celulose mais acessivel ao contato com as
enzimas celuloliticas proporcionando, um aumento da conversdo de biomassa
ligninoceluldsica em glicose e consequentemente em etanol.

Dien et al. (2009) compararam linhas isogénicas de sorgo forrageiro com e
sem os genes bmr (relacionado com o contetdo de lignina na planta de sorgo)
quanto a eficiéncia do processo de conversdo da biomassa em glicose. Os autores
verificaram que as linhagens que apresentavam os genes bmr-6 ¢ bmr-12 foram
igualmente eficientes na reducdo do conteudo de lignina e que houve um efeito
aditivo na redugdo com o mutante duplo bmr-6/bmr-12. As amostras de sorgo
sofreram pré-tratamento com acido diluido antes de sacarificacdo por celulases.
Quando comparada & linhagem ndo mutante, a liberacdo de glicose foi mais
eficiente nos mutantes, com um aumento de 27%, 23% e 34% em termos de
glicose liberada pelos mutantes bmr-6, bmr-12 e o mutante duplo,
respectivamente. Resultados similares foram obtidos quando o pré-tratamento foi
feito com bases diluidas. Assim, os autores concluiram que a redugdo do
conteido de lignina pode apresentar um impacto positivo na eficiéncia de
conversdo da biomassa em agucares simples, o que ficou evidenciado neste

trabalho em relacao a sacarificagdo das polpas de menor contetido de lignina.
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3.5 - CONCLUSOES

O sorgo forrageiro BRS 655 é uma alternativa para produgdo de etanol de
segunda geracdo. Esta cultivar destaca-se por sua constituicdo com baixo teor de
lignina.

O sorgo apresenta-se também como um material susceptivel aos pré-
tratamentos, de modo, que processos brandos conseguem diminuir os teores de
hemicelulose e lignina, resultando em uma polpa de alto teor de celulose.

O pré-tratamento basico a 5%, 1:15 (biomassa: solugdo alcalina), por
15min. a 120 °C, ¢ suficiente para proporcionar uma alta digestibilidade

enzimatica (86%) da palha do sorgo forrageiro.
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4 - CAPITULO 11

PRODUCAO DE ENZIMAS CELULOLITICAS DE FUNGOS DE
PODRIDAO BRANCA, POR FERMENTACAO EM ESTADO
SOLIDO.
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4.1 - INTRODUCAO

A celulose, a hemicelulose e a lignina compdoem as biomassas (Figura 4.1)
que podem ser utilizadas para a produgdo de bicombustiveis. A celulose ¢ uma
das substancias renovaveis mais abundantes no globo terrestre, motivo pelo qual
a mesma tem sido extensivamente estudada como fonte de energia sustentavel
para uso industrial.

A celulose ¢ um homopolissacarideo linear formado de unidades de glicose
unidas por ligacdes glicosidicas do tipo B(1-4). As cadeias de celulose agregam-
se formando fibrilas e apresentam pontes de hidrogénio entre os grupamentos
hidroxila intra e intercadeias, o que resulta na cristalinidade da celulose. Essas
regides cristalinas, nas quais as cadeias estdo ordenadas paralelamente, sdo
separadas por regides menos ordenadas, conhecidas como amorfas (SANTOS et
al., 2012).

O processo de sacarificagdo da celulose, para a produgdo de etanol, ¢

complexo e o teor de agucares fermentesciveis a ser obtido ¢é inferior ao

encontrado nas matérias-primas sacarinas (AQUARONE et al., 2001).

o
S
n-[':‘w/
'Y,
J-‘{.)
Hemicelulose B
ly t_,-,f“\ 5
A~ Ty
2y o ‘3‘/
- ] ¥ A
= [ (*] 2
"okl B
N S
's‘a‘. ’.\ J_‘
Microfibrilas
g Celulose
e
o "( ¥
, iy
; 57 lad g
B\ Parede =) ® Cxigénio
elular = . » Carbono
Microfibrila Hidrogénio

Figura 4.1- Estrutura e composicdo basica da biomassa vegetal. Fonte:
http://mundodacana.blogspot.comL

Varios trabalhos tentam verificar a viabilidade da sacarificagdo da celulose
via hidrélise enzimatica, utilizando majoritariamente os complexos celuldsicos
produzidos por fungos filamentosos como o Trichoderma reesei (PALONEN et

al., 1999). Outros fungos de ocorréncia natural também apresentam complexos
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enzimaticos capazes de degradar eficientemente a celulose. Dentre eles podem
ser citados o Humicola insolens, H. grisea, T. viride, Aspergillus niger,
Penicillium brasilianum e P. echinulatum

Os fungos e suas enzimas possuem potencial para atuar em diversos
processos onde haja a necessidade de degradagdo ou desconstrugdo biologica,
sendo que na producdo de etanol podem ser inseridos nos processos de pré-
tratamento e sacarificacdo enzimatica da celulose ¢ hemicelulose. Os fungos da
podridao branca (white rot fungi) sdo basidiomicetos e alguns ascomicetos que
possuem a capacidade de degradar a lignina e a celulose presente em madeira ou
residuos agricolas (LEONOWICZ, 1999). A maioria dos fungos da podriddo
branca produz enzimas hidroliticas e oxidativas de forma a prover sua adaptagdo
a0 meio rico em ligninocelulose (VALASKOVA ¢ BALDRIAN, 2006).

O sistema celulolitico dos fungos da podriddo é formado por endoglucanases,
exoglucanases e f-glicosidases. As endoglucanases sdo enzimas que rompem
aleatoriamente a cadeia de celulose (MEDVE, 1997). As exoglucanases atuam no
rompimento das unidades de glicose a partir do final da cadeia. As enzimas endo
e exoglucanases em atuagdo conjunta hidrolisam a celulose em
celooligossacarideos e celobiose (BIRSAN et al., 1998). As PB-glicosidases,
também denominadas celobiases, possuem a fungdo de desdobrar a celobiose
gerada pelas celobioidrolases e endoglucanases em glicose (WOOD e GARCIA-
CAMPAYO, 1990).

Segundo Lee (1997), para converter os materiais ligninoceluldsicos em etanol
€ necessario, apos os pré-tratamentos, proceder a despolimerizacdo da celulose
para produzir agUcares livres através de enzimas celulases que sdo produzidas por
uma série de micro-organismos, porém, o custo para obtencdo dessas enzimas ¢
elevado. A utilizacdo dos fungos de podridao branca e seus complexos multi-
celulases gerado por FES em residuos ligninoceluldsicos como substrato, além de
baixo custo podem oferecer enzimas mais eficientes (NIGAM e SINGH, 1994;
MITCHELL et al., 2000).

A producdo de enzimas celuloliticas, pelo cultivo em estado solido (FES) ¢
uma alternativa atraente, sob o ponto de vista econdmico, pois apresenta

significativa reducdo dos custos, o que foi atribuido, principalmente, ao baixo
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valor econémico do substrato utilizado (TENGERDY, 1998; CASTILHO et al.,
2000).

Embora nenhuma iniciativa tenha ainda alcancado estagio de viabilidade
comercial (as barreiras sdo os elevados custos do complexo enzimatico, a baixa
taxa de conversdo da celulose em agucares, a necessidade de pré-tratamento para
conseguir conversoes eficientes), a tecnologia de hidrolise enzimatica apresenta
grande potencial em virtude de caracteristicas como a especificidade da reagdo,
auséncia de reagdes secundarias (que levariam a perda de rendimento), auséncia
da formacdo de produtos secundarios (inibidores da fermentagdo alcodlica) e
rea¢do em condigdes suaves que ndo requerem altas pressdes e temperaturas ou
ambientes corrosivos para os equipamentos (ADSUL et al., 2005; CGEE, 2005;
HAHN-HAGERDAL et al., 2006; BASTOS, 2007).
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4.2 - OBJETIVOS

A hidrolise enzimatica possibilita utilizagdo mais eficiente dos carboidratos.
Assim, com vista a avaliar todo o potencial de celulases de fungos da podriddo
branca em fermentagdo em estado sélido, o objetivo do trabalho foi:

e Avaliar a produgdo de celulases por fungos da podriddo branca em
fermentagdo em estado solido da palha do sorgo.

e Caracterizar os complexos multienzimaticos celuloliticos (extratos)
produzidos por fungos da podriddo branca em fermentacdo em estado
solido da palha do sorgo;

e Avaliar a sacarificacdo da palha de sorgo pré-tratada pelos complexos
multienzimaticos dos fungos da podridao branca em FES da palha do

sorgo e também por enzimas comerciais.
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4.3 - MATERIAL E METODOS

4.3.1 - Producao do complexo de celulases por fermentacio no estado
solido

Para a fermentacdo em estado sélido, utilizou-se palha do sorgo forrageiro
BRS 655 (colmo e folhas sem a panicula com os graos), cultivar desenvolvido
pela Embrapa Milho e Sorgo e cultivado no municipio de Sete Lagoas. O sorgo
foi cortado com 120 dias de plantio e seco ao sol, triturado em picadeira e
armazenado em local seco, ao abrigo de luz e umidade.

A palha de sorgo foi umedecida para umidade final de 60%. Cada 100 g
de substrato preparado foram acondicionadas em sacos de polipropileno com
filtro e fechados com fita adesiva para posterior autoclavagem.

Depois de esterilizado a 121 °C por 90 minutos ¢ resfriado a temperatura
ambiente, cada saco de polipropileno com substrato recebeu dois discos de 2 cm
de didmetro do micélio de cada fungo previamente cultivado em placa de Petri
com BDA por 7 dias a 30 °C.

Foram avaliados o potencial enzimatico dos fungos de podridao branca,
Pleurotus ostreatus PLO 06, Pleurotus eryngii PLE04, Trametes versicolor
TRAMO1, Pycnosporus sanguineos PYCO02 e Phanerochaete chrysosporium PC,
oriundos da colecdo do Departamento de Microbiologia/UFV.

A metodologia de cultivo foi descrita por Silva (2001). Na replicagdo, os
fungos foram mantidos em tubos de ensaio, contendo o meio de cultivo batata
dextrose agar (BDA), esterilizado a 121 °C por 15 min. Apds o crescimento
fungico por 7 dias a 30 °C, os tubos foram refrigerados a 4 °C. Posteriormente,
os fungos foram novamente replicados em placa de Petri, para a retirada do
indculo na forma de discos de 2 cm.

Os sacos foram inoculados em capela de fluxo laminar e incubados em
uma BOD em temperaturas controladas a 28 °C, até a completa colonizagdo do
substrato. O acompanhamento do crescimento micelial foi realizado visualmente.
Depois de alcangada a total colonizagdo, com cerca de 20 dias para todos os
fungos, avaliou-se as atividades das enzimas celuloliticas em varios dias apos a
inoculagao.
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4.3.2 - Obtencao do extrato enzimatico

Amostras de 5 g de substrato, foram colocadas em frascos erlenmeyer de
250 mL contendo 50 mL de tampdo citrato de sédio (50 mM e pH 4,8) e agitadas
a 150 rpm por 2 horas a 5 °C. Em seguida, filtradas em peneiras e colocadas em
tubos Eppendorf de 2 mL, seguindo para centrifugacdo a 12000 g a 5 °C. O
sobrenadante foi transferido para outro tubo Eppendorf, sendo posteriormente
identificados com o fungo e tempo de incubacdo, fechados e armazenados em

freezer a -18 °C.

4.3.3 - Ensaios enzimaticos

Para a determinagdo da atividade de Celulase total ou FPAse, utilizou-se o
método descrito por Ghose (1986), com algumas modificagdes. Tiras de
aproximadamente 1 x 6 cm (50 mg) de papel de filtro Whatman #1, recortadas e
enroladas, foram adicionadas a tubos de ensaio pré-incubados a 50 °C contendo
1,5 mL de tampao e 500 pL do extrato enzimatico. Apés 1h de incubagdo, a
hidrdlise foi interrompida com a adigdo de 3 mL de DNS, seguindo para a
quantificagdo por este método (MILLER, 1956).

A absorbancia da solugdo foi medida a 540 nm e a concentra¢do de
agucares redutores totais foi determinada com base em uma curva de calibrag¢do
de glicose previamente estabelecida. Uma unidade de FPAse foi definida como a
quantidade de enzima que libera 1 umol de equivalentes de acucar redutor total
em um minuto, nas condi¢des de ensaio.

A atividade de B-glicosidase (EC 3.2.1.21) foi determinada incubando-se
ImL do substrato p-nitrofenil-p-D-glicosideo 0,005M, em tampao citrato 0,05M,
pH 4,8 com 100 pL do complexo enzimadtico, por 15 minutos a 50 °C. A reacao
foi interrompida pela adi¢cdo de 2,0 mL de bicarbonato de so6dio 1,0 M e a
absorbancia medida a 410 nm. A unidade de atividade enzimatica de f-
glicosidase foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 pmol de
p-nitrofenol por minuto nas condi¢des de ensaio.

A medida da atividade de AVICELase ou exoglucanase (EC 3.2.1.91)
consistiu na adicdo de 250 pL do complexo enzimatico bruto em 1 mL de
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solucdo 1% de celulose microcristalina (AVICEL), em tampao citrato 0,05M, pH
4,8 ¢ incubado a 50 °C por 30 min.. Periodicamente, o sistema substrato-enzima
foi agitado com a finalidade de manter a celulose em suspensdo. Os agucares
redutores liberados foram determinados pelo método do 4cido-3,5-
dinitrosalicilico (DNS). A unidade de atividade enzimatica foi definida como a
quantidade a quantidade de enzima capaz de liberar 1 pmol de aglicares redutores
total (equivalentes de glicose) por minuto nas condi¢des de ensaio.

A atividade de CMCase ou endoglucanase (carboximetilcelulase, EC
3.2.1.4 ) consistiu também na adi¢do de 250 puL do complexo enzimatico em 1
mL de solucdo de carboximetilcelulose 1% em tampao citrato 0,05M, pH 4,8 ¢
incubado a 50 °C por 30 min.. Os agucares redutores liberados foram
determinados pelo método do acido-3,5-dinitrosalicilico (DNS). A unidade de
atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1
umol de agucares redutores totais (equivalentes de glicose) por minuto nas
condi¢des de ensaio.

A atividade da xilanase (endo-1,4-B-xilanase, EC 3.2.1.8) foi determinada
na mistura de 1mL do complexo enzimatico, 1 mL de solucdo de xilana 1%
(xilana birchhood — sigma), em tampao citrato 0,05 M, pH 4,8 e incubagdo a 50
°C por 30 min. sendo o sistema enzima-substrato agitado periodicamente para
manter a xilana em suspensdo. Apoés a reagdo, adicionou-se 3 mL da solugdo de
acido 3,5-dinitrossalicilico (DNS), aqueceu-se a 100 °C por 5 min., resfriou-se e
leu-se a absorbancia a 540nm (MILLER, 1956). Uma unidade de xilanase foi
definida como a quantidade de enzima que libera um pumol de agticares redutores
totais por minuto nas condi¢des de ensaio.

A atividade da lacase seguiu como descrito por Buswell et al. (1995),
utilizando como substrato o 2,2-azino-bis-3-etilbenzotiazol-6-sulfénico (ABTS).
A reacdo para um volume total de 3 mL continha 2,3 mL de citrato de sédio
(0,1M, pH 5,0), 0,6 mL de extrato bruto e 0,1 mL de ABTS (1mM), acrescentado
no momento da leitura no espectrofotdometro. A oxidacdo do ABTS foi
monitorada pelo aumento da banda de absor¢do em 420 nm, apds 15 segundos
(absortividade do ABTS oxidado = 36.000 M"'.cm™). Apos esta reagio de

oxidagdo, permaneceu no banho-maria a 37 °C por 10 min. Em seguida, fez-se
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outra leitura da absorbancia e a atividade da enzima foi calculada pela diferenca
entre a absorbancia final e a absorbancia inicial. O branco da reagdo continha
todos os reagentes, exceto o extrato bruto que foi substituido pelo tampao citrato
de sodio. Uma unidade de atividade de lacase foi definida como a quantidade de
enzima que libera um pmol de produto por minuto nas condi¢des de ensaio.

Para a quantificacdo de proteinas utilizou-se o método de Bradford (1976).
O método de Bradford ¢ uma técnica para a determinacgdo de proteinas totais que
utiliza o corante de “Coomassie brilliant blue” BG-250. Este método ¢ baseado
na interacao entre o corante BG-250 e macromoléculas de proteinas que contém
aminoacidos de cadeias laterais basicas ou aromadticas. No pH de reagdo, a
interagdo entre a proteina de alto peso molecular e o corante BG-250 provoca o
deslocamento do equilibrio do corante para a forma anibnica, que absorve
fortemente em 595 nm.
Preparacdo do reagente Comassie-blue G-250:
Dissolver 100 mg de Comassie blue em 50 mL de etanol 95%;
Adicionar 100 mL de H;PO,4 85%;
Completar para 1 L;

Deixar overnight com agitagdo constante e filtrar,

N N N NN

Concentragoes finais: 0,01% de Comassie, 8,5% de acido fosforico e 4,7%
de etanol.
Preparo da curva padrdo usando soro albumina bovina (BSA) como

padrio na concentragio Img.mL™' em varias dilui¢des (Tabela 4.1).

Tabela 4.1 - Procedimento para obtengdo da curva padrio de proteinas
utilizando-se como padrio BSA (1 mg.mL™)

Tubos BSA(Img.mL™) Agua Comassie Blue G-250 ug Protéina
(mL) (mL) (mL)

1 0,00 0,10 5,0 0

2 0,02 0,08 5,0 20

3 0,04 0,06 5,0 40

4 0,06 0,04 5,0 60

5 0,08 0,02 5,0 80

6 0,10 0,00 5,0 100
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Para a leitura das amostras, adicionou-se em um tubo de ensaio, 100 uL
do extrato e 5 mL do reagente de Bradford. Incubou-se a temperatura ambiente
por 15 minutos e mediu a Abs & 595nm. Através da equacdo da curva padrio

determinou-se o teor de proteinas das amostras.

4.3.4 - Caracterizaciao das atividades dos complexos de enzimas

As atividades de Celulase total, AVICELase, CMAase e PB-glicosidase
foram caracterizadas quanto ao pH e temperatura 6tima, e também quanto a
termoestabilidade das enzimas na temperatura de maxima atividade.

Seguiu-se os ensaios para as referidas enzimas, com variagdo do pH do
tampdo, ou da temperatura de reagdo.

O pH variou de 3 a 8. Os sistemas tampdo usados foram: 50 mM de
tampao de citrato (pH 3,0 - 6,0) e 50 mM de tampao fosfato (pH 6,0 - 8,0).

A temperatura de incubag@o para a medida da atividade da enzima variou
de 30 2 80 °C.

Para estimar a termoestabilidade, o complexo enzimatico ficou estocado
nas temperaturas otimas aparente de cada enzima, e depois se fez a medi¢ao da
atividade da enzima até 48 horas de estocagem.

Foram utilizadas as seguintes temperaturas de incubagao:

FPAse - 60 °C para os extratos do fungos PC e PLO06, 50 °C para
TRAMOI1 e PLEO4 e 70 °C para o PYC.

CMCase - 50 °C para os extratos dos fungos PC, PYC, TRAMO1 e PLE0O4
e 60 °C para o PLOO06.

AVICELase - 50 °C para todos os complexos multi-enzimas.

B-glicosidase - 40 °C para os extratos dos fungos PLE04 ¢ PLO06, 50 °C
para o PC, 60 °C para o TRAMO1 e 70 °C para o PYCO02.

4.3.5 - Sacarificacdo enzimatica
Para o processo de sacarificagdo, a extragdo das enzimas foi conduzida de
modo a se obter um extrato mais concentrado, sendo todos os extratos obtidos

apos 20 dias de incubagdo (substrato completamente colonizado), na proporc¢ao
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de 1:6 (substrato:tampdo), tampao citrato 50 mM, pH 4,8. Os extratos foram
colocados em frascos de 2 mL, centrifugados (12 000 g) e congelados a -18 °C.

Novamente as atividades enzimaticas das celulases foram medidas para o
calculo da carga de enzimas para a sacarificagdo.

A sacarificagdo foi realizada com as polpas obtidas de cada tipo de pré-
tratamento e da palha de sorgo ndo-tratada. A metodologia foi baseada no
protocolo LAP 008.

A concentracdo de material ligninoceluldsico foi de 1% (300 mg de
biomassa), colocadas em frasco com tampao citrato de s6dio 50 mM, pH 4,8, e
ou o extrato bruto enzimatico (Tabela 4.1), num volume final de 30 mL. Azida de
sodio (0,1% p/v) foi utilizada para inibir o crescimento microbiologico durante a
hidrélise enzimatica.

Na Tabela 4.2 abaixo, estdo os dados das condi¢des iniciais do complexo
multi-enzimatico de cada fungo. O objetivo foi manter a carga de enzimas
proxima entre os fungos para permitir uma comparacdo nas reacdes de

sacarificacdo de cada tipo de materiais.

Tabela 4.2 - Condi¢es dos extratos utilizadas na hidrdlise da palha de sorgo
forrageiro

Fungo Celulase total ~ B-glicosidase  Extrato Tampao
(U.mL™) (U.mL™) (mL) (mL)
PC 0,12 0,11 20 10
PYCO02 0,10 0,05 25 5
TRAMO1 0,14 0,24 18 12
PLEO4 0,07 0,03 30 0
PLO06 0,17 0,03 15 15

Na Tabela 4.3, esta discriminado o poder de sacarificacdo para todos os
fungos, ou seja, atividade de Celulase total por grama de celulose e biomassa. No
protocolo LAP 008 sugere-se uma carga de enzimas na ordem de 25 FPU.g"".
Apesar de ndo se ter uma carga de 25 U.g" de Celulase total para todos os
fungos, tem-se cargas de enzimas semelhantes entre todos os fungos para cada

tipo de material a ser hidrolisado.
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Tabela 4.3 — Carga de enzimas calculada pela atividade de Celulase total (FPU)
por grama de celulose e por grama de biomassa

FPU.g'de FPU.g'de

Biomassa celulose biomassa
Pleurotus ostreatus PLO06
Palha (Sorgo nativo) 22,39 8,03
Polpa PT acido 12,06 8,03
Polpa PT basico 9,14 8,03
Polpa PT 4cido e Deslignificada 8,27 8,03
Pycnoporus sanguineus PYC02
Palha (Sorgo nativo) 22,95 8,23
Polpa PT 4cido 12,36 8,23
Polpa PT basico 9,37 8,23
Polpa PT &cido Deslignificada 8,48 8,23
Pleurotus eryngii PLE04
Palha (Sorgo nativo) 20,07 7,20
Polpa PT acido 10,81 7,20
Polpa PT basico 8,19 7,20
Polpa PT 4cido e Deslignificada 7,41 7,20
Phanerochaete chrysosporium PC
Palha (Sorgo nativo) 22,39 8,03
Polpa PT acido 12,06 8,03
Polpa PT basico 9,14 8,03
Polpa PT 4cido e Deslignificada 8,27 8,03
Trametes versicolor TRAMO1
Palha (Sorgo nativo) 23,70 8,50
Polpa PT 4cido 12,76 8,50
Polpa PT basico 9,67 8,50
Polpa PT 4cido e Deslignificada 8,75 8,50

Os experimentos de sacarificagdo foram conduzidos em erlemeyer de 125
mL, em shaker (Tecnal — TE — 421) agitado a 120 rpm, a temperatura de 50 °C.
Amostras de 0,5 mL foram retiradas a cada 6 horas até 24 horas, e depois del2
em 12 horas até 72 horas, sendo que cada amostra foi aquecida a 100 °C por 5
minutos para inativacdo das enzimas, centrifugada e posteriormente, foi
determinada a concentracdo de agucares redutores e glicose. Para comparagao,
também realizou-se a sacarificacdo da polpa obtida de pré-tratamento acido e
deslignificada por enzimas comerciais. O complexo enzimatico Multifect GC
(GENENCOR) foi utilizado para hidrdlise enzimatica.

Os reagentes utilizados neste trabalho foram adquiridos das empresas

Sigma Chemicals ou Vetec Quimica, com pureza analitica (PA).
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4.3.6 - Pré-tratamentos da palha de sorgo
As condigdes dos pré-tratamentos aplicadas para a transformacdo da palha
de sorgo estdo descritas na Tabela 4.4. Estas condi¢des de pré-tratamento foram

determinadas em ensaios anteriores.

Tabela 4.4 - CondicGes utilizadas nos pré-tratamentos da palha de sorgo

Pré-tratamentos

Basico  Acido ACId(.) segu1d0~de
deslignificacao

Ma§sa de palha seca (g) peso 10 10 10
umido

a s - 1 50 50
Solugao basica ou acida (g.L) 50 50 (H,SO,)  (NaOH)
Volume solucao basica ou acida 150 150 150 150
(mL)
Temperatura ( °C) 120 120 120 120
Tempo (min.) 15 15 15 15

O processo acido seguido por deslignificagdo teve as condi¢des de tempo,
concentragio de base e temperatura mantidas constantes, 15 minutos, 50 gL' e
120 °C, respectivamente (Tabela 4.4).

Os pré-tratamentos foram realizados em autoclave (modelo AV 50, Marca
MARCONI). Apoés cada tratamento, a mistura foi filtrada, separando-se o
material em hidrolisado (filtrado) e a polpa (material retido). A polpa foi lavada
com agua destilada, até neutralizacdo, observado pelo pH do liquido filtrado,
medido em potencidmetro (Hanna pH 21).

A polpa foi colocada em placas de Petri para secagem a temperatura
ambiente e depois de seca, a polpa embalada foi estocada em geladeira.
Determinaram-se os teores finais de umidade das polpas e da palha de sorgo,

para a corregao final em peso seco.

4.3.7 - Analises estatisticas
Foi realizada comparagdo entre os niveis (percentuais) de sacarificacdo
enzimatica da polpa acido/deslignificada pelos extratos enzimaticos dos fungos e

pela enzima comercial.
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A significancia entre os procedimentos foi determinada usando analise de
variancia (ANOVA) ao nivel de P< 0,05 e teste de média Tukey foi aplicado,
utilizando o software SAEG (UFV, 2007).
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4.4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.4.1 - Producido do complexo de celulases por fermentacio no estado
solido

A colonizagdo total para cada fungo variou de 15 a 20 dias apés a
inoculagdo. Como pode ser observada na Figura 4.2, toda a palha ficou coberta
por micélios com predominancia da coloragdo branca.

Dos materiais colonizados (Figura 4.2) foram realizada a extracdo das

enzimas aos 20, 30 e 50 dias, sendo e a medida das atividades de Celulase total

(FPAse), CMCase e AVICELase (Figura 4.3).

Figura 4.2 — Fermentacdo em estado solido da base de palha de sorgo forrageiro
por fungos da podriddo branca. A: P. eryngii PLE04; B: T. versicolor TRAMO1,
C: P. chrysosporium PC, D: P.s sanguineus PYCO02; E: P. ostreatus PLO06.

Na avaliacdo das atividades enzimaticas durante os dias de fermentacdo
(Figura 4.3), ndo houve um comportamento que permitiu relacionar maior
atividade com o tempo de fermentacdo para todas as enzimas. O trabalho foi
conduzido com a padronizacdo da extragdo das enzimas aos 20 dias apos a

inoculagdo para todos os fungos.
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Figura 4.3 — Atividades das enzimas FPAse, CMCase ¢ AVICELase (U/g de
massa seca) dos fungos de podridao branca, P. chrysosporium PC, P. sanguineus
PYCO02, T. versicolor TRAMO1, P. eryngii PLE04 ¢ P. ostreatus PLOO06,

durante a fermentagdo em estado so6lido da palha do sorgo forrageiro. Médias de 2
repetigdes.

4.4.2 - Ensaios enzimaticos

As atividades de Celulase total, CMCase, AVICELase e B-glicosidase,
xilanase e lacase dos fungos de podriddo branca, depois de 20 dias de
fermentacao da palha do sorgo forrageiro com 50% de umidade, a temperatura de

28 °C, sdo mostradas na Tabela 4.5

Tabela 4.5 — Atividades enzimaticas (U.g" ms) dos extratos da palha de sorgo,
fermentada fungos da podriddo branca, apés 20 dias, com umidade de 60% e
incubado a 28 °C. Médias e desvios padrdes de 2 repetigdes.

Fungo Celulase AVICELase CMCase p-glicosidase Xilanase Lacase
total Ugh)  (Ug?) (U.gh (U.g" Ugh  (Ugh
P. sanguineus 0,80 0,88 2,03 0,38 8,43 14,33
PYCO02 +0,05 +0,08 +0,18 +0,03 +0,00 +0,57
P. ostreatus 1,32 4,12 2,25 0,18 1,33 5,65
PLOO06 40,03 +0,02 +0,07 +0,01 +0,00 +0,42
P. eryngii 0,65 3,12 1,43 0,23 1,80 6,58
PLEO4 +0,01 +0,02 +0,05 +0,03 +0,10 +0,68
fl.trysosporium 1,13 0,65 4,03 1,08 2,37 0,70
PC +0,04 +0,04 +0,10 +0,043 +0,15 +0,08
T. versicolor 1,02 1,43 2,25 1,88 8,03 9,87
TRAMO1 +0,05 +0,07 40,10 +0,052 +0,01 +0,53
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A fermentacdo em estado sélido da palha de sorgo foi capaz de gerar o
complexo multi celulases, apresentando varia¢es de valores para cada fungo.

Aos 20 dias de incubagdo, a maior atividade de celulose total (FPase) foi
de 1,32 U.g"' (m.s) na cultura de P. ostreatus PLO06. Os demais fungos
produziram de 0,65 a 1,13 U.g™' (m.s) de FPAse (Tabela 4.5).

Singhania et al. (2007) ao utilizar T. reesei RUT C30 em farelo de trigo,
obtiveram atividade de Celulase total de 0,17 U.g” (m.s) de substrato com 5 dias
de cultivo, e Zudiga (2010), na FES de bagaco de cana com o fungo 4. niger,
alcangou atividade de FPAse de 0,25 U.g'l, valores abaixo ao encontrado do
presente trabalho.

Entretanto, outros trabalhos obtiveram valores de FPAse bem superiores
aos obtidos neste trabalho. Em pesquisa realizada por Elisashvili et al. (2008), o
fungo P. ostreatus atingiu valores proximo de 12,0 U.g' de FPAse na
fermentacdo de palha de trigo enriquecida com extrato de levedura. Ng et al.
(2010) testaram varios meios como palha de arroz, farelo de arroz e bagago de
cana, para a inducdo de FPase por Penicillium citrinum YS40-5. O meio que
mais induziu a FPase foi a palha de arroz atingindo valores de 4,8 U.g™'. Apés 15
dias de incubagdo de Pleurotus sajor caju em palha de arroz, Bisaria et al. (1997)
encontraram niveis de atividade de Celulase total de 3,7 U. g'l.

No presente trabalho, ndo foi realizada nenhum enriquecimento ou pré-
tratamento do substrato, somente a esterilizagdo do substrato, controle de
temperatura de incubagdo (28 °C) e umidade (60%). O baixo rendimento em
FPAse pode estar associado ao substrato insoluvel (palha) de origem
ligninoceluldsica e a falta de adi¢ao de nitrogénio para enriquecimento do meio.

A maior atividade de CMCase (endoglucanase) foi alcangada nas culturas
de P. chrysosporium PC atingindo valores de 4,03 U.g”, ap6s os 20 dias de
incubagdo. Mayrink (2010), na produg¢do de celulases utilizando fungos
filamentosos, obteve um valor menor, sendo 2,50 U.g'1 como melhor resultado
com 23 dias de fermentacdo em bagaco de cana-de-agucar.

Outros trabalhos relataram maiores producdes dessa enzima, como em
Zuiiga (2010), que na FES de bagago de cana, com o fungo 4. niger alcangou a

produtividade enzimatica de CMCase de 10 U.g™' (m.s), ou em Panagiotou et al.
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(2003), que com o fungo Fusarium oxysporum em FES de residuos de milho
obteve valores de 50,0 a 304,0 U.g ! para a CMCase, durante a otimizagdo do
meio de fermentagao.

Em pesquisa realizada por Elisashvili (2008), algumas linhagens de P.
ostreatus exibiram atividades de CMCase superiores, entre 6,25 e 325 U.g'l, na
FES de folhas de arvores e palha de trigo, os quais foram enriquecidos com
extratos de levedura.

A atividade enzimdtica de CMCase com o menor valor foi a do fungo P.
eryngii PLE04 com apenas 1,43 U.g”" (m.s).

Para a enzima AVICELase (exoglucanase) o maior valor foi observado
nas culturas de P. ostreatus PLO06, com cerca de 4,12 U.g™ seguido por outro
fungo do género, o P. eryngii PLE04 com valores de 3,12 U.g"' de substrato seco.
Esses valores encontrados foram significativos, dados que o fungo F. oxysporum
apresentou atividade de AVICELase de 4,1 U.g”', em FES de residuos de milho
otimizada pela adi¢do de fontes de nitrogénio, nivel de umidade inicial,
temperatura de crescimento ¢ pH inicial da cultura. Com o substrato para FES
com mesmo nivel de umidade deste trabalho e também sem enriquecimento com
nitrogénio, a atividade dessa enzima foi de cerca de 2,0 U.g” (PANAGIOTOU et
al., 2003).

A atividade de B-glicosidase apresentou o maior valor nas culturas do
fungo T. versicolor TRAMO1 com 1,88 U.g"' (ms). Mayrink (2010), com o
isolado de Trichoderma sp. TO3 apoés 28 dias de cultivo em bagaco de cana
relatou a producio de P-glicosidase com méxima atividade de 5,20 U.g” (ms),
valor superior ao encontrado neste trabalho. No entanto, ap6s 15 dias de
incubagdo de Pleurotus sajor caju em palha de arroz, Bisaria et al. (1997)
encontram niveis de atividade de B-glicosidase de 0,6 U.g”, atividade maior do
que as B-glicosidases dos fungos do género Pleurotus avaliados neste trabalho,
que foi de apenas 0,18 U.g"' (ms).para o P. ostreatus PLO06 e de 0,23 U.g™' (ms)
para o P. eryngii PLEO4. No entanto, valor abaixo do fungo T. versicolor
TRAMO1 com 1,88 U.g" (ms).

Panagiotou et al. (2003), com fungo F. oxysporum obtiveram atividade

méxima de p-glicosidase de apenas 0,14 U.g”',em FES de residuos de milho
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otimizada pela adi¢do de fontes de nitrogénio, nivel de umidade inicial,
temperatura de crescimento e pH inicial da cultura. Valor abaixo dos obtidos por
todos os fungos avaliados neste trabalho.

A xilanase foi induzida em quantidades significativas em todos os fungos
estudados. Sendo que a enzima hidrolitica apresentou o maior valor, 8,43 U.g'1
(m.s), pelo fungo P. sanguineos PYCO02. Outros trabalhos relataram valores
muito superiores de atividade dessa enzima, como Sonia et al. (2005),
trabalhando também com a palha do sorgo em FES, conseguiu atingir atividades
de xilanase pelo fungo T. lanuginosus D2W3 da ordem de 10145,00 U.g” de
substrato seco. O fungo F. oxysporum alcangou a atividade de xilanase de 1840,0
U.g' em FES, de residuos de milho otimizada pela adi¢io de fontes de
nitrogénio, nivel de umidade inicial, a temperatura de crescimento e pH inicial da
cultura (PANAGIOTOU et al., 2003). Um isolado de Trichoderma sp. TO2 em
cultivo no bagago de cana também alcangou valor superior aos encontrados neste
trabalho, com o pico de atividade de xilanase de 30,0 U.g” (m.s) (MAYRINK,
2010).

Na atividade da enzima lacase o destaque novamente foi o fungo P.
sanguineus PYCO02 com o valor de 14,33 U.g" (ms). Entre os basidiomicetos, os
membros do gé€nero Pycnoporus tém-se mostrado como produtores de varias
enzimas de aplicagdes industriais como xilanase e glicosidase (ESPOSITO et al.,
1993). Este género mostra-se bastante promissor devido a produgdo de lacase
como a principal enzima lignolitica (EGGERT et al., 1996).

H4 uma tendéncia crescente do emprego da lacase em processos
biotecnologicos, e P. sanguineus ja foi utilizado na descoloragdo de efluente
Kraft (DURAN et al, 2002; ESPOSITO et al., 1993) ¢ na degradacdo de
diferentes corantes (POINTING e VRIJMOED, 2000).

No entanto, o valor obtido pelo fungo P. sanguineus PYCO02 foi abaixo do
encontrado por outras linhagens do P. sanguineus, como no trabalho de
Vikineswary et al. (2006), onde a produgdo de lacase em FES de residuos
agroindustriais alcangou o maximo de 48,7 U. g'l(ms).

Em relagdo a outros fungos, landolo et al. (2011) conseguiram nivel

méaximo de producio de atividade de lacase de 15 U.g™' (m.s) e de 35 U.g” (m.s)
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com linhagens de P. ostreatus e T. versicolor, respectivamente, por fermentacao
em substrato sélido de bagaco de tomate. Estes valores encontrados também
foram superiores aos obtidos neste trabalho.

Entretanto, em outros trabalhos, algumas linhagens de P. ostreatus
exibiram em FES de folhas de arvores e palha de trigo, substratos enriquecidos
com extratos de levedura, atividades de lacase entre 1,75 e 4,25 U. g'l(ms)
(ELISASHVILI, 2008). Assim, o valor obtido de 5,65 U.g" (m.s) neste trabalho
para P. ostreatus PLOQ06 ¢ relevante, principalmente, devido ao fato de que nao
houve enriquecimento nutricional. Outro fungo P. ostreatus em FES de folha de
banana apresentou no 20° dia a maxima atividade de lacase de 10,94 U.g" (m.s)
(REDDY et al., 2003 ), abaixo da atividade exibida pelo fungo P. sanguineus
PYCO02.

A concentragdo de proteinas dos extratos obtidos de cada fermentagdo ¢
mostrada na Tabela 4.6.

Tabela 4.6 — Teor de proteina extracelular obtido em FES de fungos da podridao
branca cultivados na palha de sorgo

Fungo mg.mL" de mg.g” de substrato
extrato colonizado
(massa seca)
Pycnoporus sanguineus PYC02 0,09 +0,01 1,33 40,13
Pleurotus ostreatus PLO06 0,11 40,01 1,67 +0,14
Pleurotus eryngii PLE04 0,15 10,01 2,30 +0,20
Phanerochaete chrysosorium PC 0,13 +0,01 1,96 +0,10
Trametes versicolor TRAMO1 0,11 +0,01 1,65 10,12

Os valores de proteina extracelular dos fungos testados neste trabalho
foram menores que os relatados em outros trabalhos, possivelmente devido ao
ndo enriquecimento com nitrogénio e ainda ao fato da biomassa utilizada ser de
baixo nivel proteico.

Fungos P. ostreatus e P. sajor-caju em FES de folha de banana
apresentaram no 25° dia de incubagdo conteudo de proteina extracelular de cerca
de 35 mg.mL" no extrato bruto (REDDY et al., 2003), bem superior aos obtidos

para todos os fungos deste trabalho.
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O extrato produzido por Burkholderia cepacia cultivada em meio solido,
com farelo de semente de girassol como substrato apresentou 0,55 mg.mL" na
concentracdao de proteinas (FERNANDES, 2007) e o extrato do fungo Lentinus
tigrinu em FES da palha de trigo alcancou cerca de 0,7 mg.g" de proteinas no
extrato bruto em 110 dias (LECHER e PAPINUTTI, 2006).

Somente em Sigueira (2010), na fermentagdo de diversos residuos
ligninoceluldsico por fungos filamentosos, obteve-se no extrato enzimatico
concentragio de proteina entre 0,016 a 0,035 mg.mL", os valores menores que 0s

obtidos neste trabalho.

4.4.3 - Caracterizacdo das atividades celuloliticas dos extratos de

culturas de fungos da podridao branca em palha de sorgo

4.4.3.1 - Celulase total (FPAse)

Nss atividades aparentes de Celulase total dos complexos multi-celulases
em relacdo ao pH (Figura 4.4), a Celulase total do fungo TRAMO1 apresentou a
maxima atividade aparente em pH 4. Os fungos PYC02 e PC apresentaram pH
otimo aparente de 5, com elevada sensibilidade a variagdo deste pardmetro. A
mudanca de uma unidade no pH acarreta uma redugdo na atividade cerca de 25%.

Os fungos do género Pleurotus apresentaram o pH 7 como O6timo
aparente, no entanto, a atividade da Celulase total do P. ostreatus PLO06
mostrou valores relativos acima de 50%, na faixa de pH 3 a 8.

Outros trabalhos na caracterizacdo de FPAses mostraram resultados
semelhantes. A atividade de FPase apresentou melhor resultado em pH 5,0 no
cultivo de A. oryzae crescido em engago de bananeira, porém, a amplitude de
faixa de pH para essas enzimas foi estendida entre 3,5 ¢ 8,0, chegando a mais de
70% da atividade maxima observada (SIGUEIRA, 2010). Os estudos de Dutta et
al. (2008) mostraram maxima atividade FPAse em pH 6,5 para o Penicillium
citrinum, proxima ao valor encontrado para os fungos do género Pleurotus

utilizados neste trabalho.
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Figura 4.4 — Efeito do pH sobre as atividades aparente de Celulase total
(FPAse), dos fungos Phanerochaete chrysosporium PC, Pycnoporus sanguineus

PYCO02, Trametes versicolor TRAMO1, Pleurotus eryngii PLE04 e Pleurotus
ostreatus PLO06, obtidas por FES da palha de sorgo forrageiro.

O fungo Aspergillus niger LTB produziu FPase com maxima atividade em
pH 4,0 (RODRIGUES, 2009), igualmente ao fungo TRAMO1.

Almeida (2009) observou atividades de celulases do fungo Acremonium
sp. em cultura submersa utilizando bagaco de cana e obteve maior atividade de
FPase em pH 6,0 a 55 °C, um valor diferente do observado para todos fungos
avaliados neste trabalho (Figura 4.6).

Com relacdo aos efeito da temperatura nas atividades FPAse dos fungos
(Figura 4.5), o fungo P. sanguineus PYCO02 registrou maxima atividade aparente
de Celulase total na temperatura de 70 °C, sendo que a 80 °C a atividade foi
mantida em cerca de 60%. Uma linhagem de Trichoderma C012 obteve resultado
semelhante, onde manteve acima de 50% de sua atividade maxima a 75 °C
(MAIRINK, 2010).

Os fungos PL006 e PC apresentaram temperatura oOtima aparente de
FPAse de 60 °C. Os demais apresentaram 50 °C como temperatura de maxima
atividade aparente. Sendo que a atividade de FPase do fungo A4. oryzae crescido

em FES de engago de bananeira, o resultado mais expressivo foi no intervalo de
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temperatura 45 °C a 55 °C (SIGUEIRA, 2010), o que foi verificado para os
fungos TRAMO1 e PLEOA4.

Outros autores relataram resultados semelhantes, Castellanos et al. (1995),
obsevaram que a maxima atividade de FPase, produzida por Penicillium sp.,
variou entre 50 e 55 °C, enquanto Dutta ef al. (2008) encontraram maxima

atividade de FPAse em 60 °C de FPase produzidas por P. citrinum.
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Figura 4.5 — Efeito da temperatura sobre as atividades aparente de Celulase total
(FPAse), dos fungos Phanerochaete chrysosporium PC, Pycnoporus sanguineus
PYCO02, Trametes versicolor TRAMO1, Pleurotus eryngii PLE04 e Pleurotus
ostreatus PLO06, obtidas por FES da palha de sorgo forrageiro.

As FPases presentes em algumas linhagens de Trichoderma ssp. exibiram
maxima atividade a 40 °C (MAIRINK, 2010), demonstrando valores abaixo dos
resultados obtidos neste trabalho.

Em geral, a termoestabilidade (Figura 4.6) da Celulase total para todos os
fungos manteve-se por 48 horas. Com especial destaque para a termoestabilidade
da atividade de Celulase total do fungo P. sanguineus PYCO02 que apds 48 horas,
a 70 °C, manteve atividade residual acima de 30%.

O fungo PLE(O4 apresentou maior declinagdo na atividade de FPAse
(Figura 4.6). Em menos de 6 horas sua atividade diminuiu para cerca de 40%,

permanecendo proxima aos 20% até 48 horas.
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Figura 4.6 — Termoestabilidades das atividades Celulase total (FPAse), dos
fungos Phanerochaete chrysosporium PC, Pycnoporus sanguineus PYCO02,
Trametes versicolor TRAMO1, Pleurotus eryngii PLE04 ¢ Pleurotus ostreatus
PLO06, obtidas por FES da palha de sorgo forrageiro. Entre parénteses tém-se as
temperaturas em que cada extrato de fungo foi incubado (temperatura Otima
aparente de FPAse).

Outros trabalhos relataram enzimas menos termoestaveis. A FPase de uma
linhagem de Aspergillus manteve aproximadamente 76% da sua atividade apds
ser pré-incubada por 5 horas a 50 °C. Entretanto, apds este tempo, a atividade foi
caindo gradativamente até 8 horas de incubagdo, quando ela perdeu totalmente
sua atividade (RODRIGUES, 2009). A FPase produzida por Acremonium sp.
EAO0810, cultivado com bagago de cana, perdeu 70% da sua atividade quando
pré-incubada por 30 minutos a 55 °C (ALMEIDA, 2009). Dutta et al. (2008)
reportaram a perda de 70% da atividade inicial de uma FPase de Penicillium
citrinum apds ser pré-incubada por 30 minutos a 55 °C.

Nesse trabalho, os extratos obtidos da FES da palha do sorgo pelos fungos

da podriddo branca mostraram, em geral, boa termoestabilidade.
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4.4.3.2 - Endoglucanase (CMCase)

As atividades da CMCase dos fungos PYC02, TRAMOl e PC
apresentaram pH 6timo aparente de 4 e ainda apresentaram atividades acima de
70% no pH 3 (Figura 4.7).

Gao et al. (2008) obtiveram em FES de residuos de milho pelo Aspergillus
terreus M11, endoglucanase com pH o6timo de 2,0, a qual mostrou estabilidade
notavel entre pH 2 e 5.

As endoglucanases presentes em extratos de linhagens de Trichoderma
spp. mostraram alta atividade na faixa de pH 3,5-5,5, mantendo acima de 80% de
sua maxima atividade. Maior atividade de endoglucanase nesses extratos foi
detectada em pH 4,5 (MAYRINK, 2010).

O carater acido dessa enzima foi relatado por Dutta et al. (2008), Gao et

al. (2008) e Lee et al. (2010).
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Figura 4.7 — Efeito do pH nas atividades das endoglucanases (CMCase) dos
fungos P. chrysosporium PC, P. sanguineus PYCO02, T. versicolor TRAMO1, P.
eryngii PLE04 e P. ostreatus PLO06, obtidas por FES da palha de sorgo
forrageiro.

Segundo Khalil (2002), P. chrysosporium BKM-F-1767 crescido em
bagaco de cana-de-agucar (1%), apresentou pH 6timo para CMCase, em torno de

4,5, porém, mostrou-se, na faixa de pH entre 4,0 e 5,0, mais de 85% da atividade
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enzimatica. Resultado muito semelhante ao fungo P. chrysosorium PC avaliado
neste trabalho.

A endoglucanase do fungo Lentinus tigrinu cultivado em palha de trigo
apresentou como pH 6timo aparente de 3,5 (LECHER e PAPINUTTI, 2006). As
CMCases obtidas no cultivo de A. oryzae em FES de engago de bananeira,
tiveram atividades expressivas na faixa acida, tendo em pH 4,5 o seu melhor
resultado (SIGUEIRA, 2010).

A atividade de CMCase do fungo PLEO4 apresentou pH 6timo aparente
neutro. Schulein (1997) avaliando o perfil de atividade de cinco enzimas
endoglucanases provenientes do fungo Humicolu insolens, em relagdo ao pH,
encontrou atividades 6tima entre o pH 7,0 e 8,5. Jan ¢ Chen (2003) obtiveram

endoglucanase de Streptomyces T3-1 com pH 6timo igual a 7,0.

As atividades aparentes das endoglucanases dos extratos fingicos em
relagdo a temperatura na Figura 4.8, as endoglucanases da maioria dos fungos
apresentaram maxima atividade aparente a 50 °C, exceto o PLE(06, com
temperatura 6tima aparente a 60 °C. Esses valores sdo semelhantes aos relatados
em varios trabalhos que caracterizaram essa enzima, seja produzida por FES ou
Fsm.

Schrempf ¢ Walter (1995) citaram uma endoglucanase de Streptomyces
reticuli com temperatura 6tima de 55 °C. Lima et al. (2005) encontraram
temperatura o6tima variando entre 50 e 60 °C para endoglucanase produzida por
S. drozdowiczii. Em Silva e Gouveia (2008), linhagens de Streptomyces com a
temperatura 6tima de 60 °C foi observada. Também foi possivel notar que a 70
°C as enzimas destes fungos ainda apresentavam atividade residual de,
aproximadamente, 30% (UFPEDA SCO08) e 50% (UFPEDA SC21).

Algumas linhagens de Trichoderma spp apresentaram as endoglucanase
com atividades maximas acima de 50 °C (MAYRINK, 2010).

A maxima atividade de endoglucanase de Trichoderma reesei foi
detectada a 60 °C (BUSTO et al., 1996), enquanto endoglucanases produzidas
por fungos do género Penicillium mostraram atividades maximas a 60 ¢ 70 °C

(Dutta et al., 2008; Lee et al., 2010).
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Figura 4.8 — Efeito da temperatura nas atividades das endoglucanases (CMCase)
dos fungos P. chrysosporium PC, P. sanguineus PYCO02, T. versicolor
TRAMO1, P. eryngii PLE04 e P. ostreatus PLO06, obtidas por FES da palha de
sorgo forrageiro.

Os extratos brutos de Aspergillus crescidos em diferentes fontes de
carbono ligninoceluldsicas pré-tratadas nas condigdes de FES apresentaram
CMCases com temperatura 6tima das atividades enzimaticas na faixa entre 40 °C
e 60 °C (SIGUEIRA, 2010).

O fungo Thermoascus aurantiacus em FES com diferentes residuos
agricolas apresentou pH e temperatura 6timos de 5,0 e 60 °C, respectivamente,
para a atividade de CMCase (SILVA et al., 2005).

Khalil (2002), em trabalho com Phanerochaete chrysosporium BKM-F-
1767, crescido em bagaco de cana-de-agucar (1%), observou as melhores
atividades de CMCase na faixa de temperatura entre 55 °C ¢ 70 °C. Valor acima
do obtido da linhagem de P. chrysosporium PC avaliada.

Outros trabalhos obtiveram CMCases com atividade otima acima de 60
°C. Em Gao et al. (2008), na produgdo de celulases extracelulares por um fungo
isolado, o Aspergillus terreus M11, na fermentacdo em estado solido (FES) em
residuos de milho, a atividade de endoglucanase apresentou maximo a 70 °C.
Bukhtojarov et al. (2004) relataram que o fungo Chrysosporium lucknowense
apresentou melhores resultados de endoglucanase na faixa entre 60 °C e 70 °C.
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Com relacdo a termoestabilidade da endoglucanase dos fungos avaliados
(Figura 4.9), destaque para a atividade CMCase do fungo TRAMO1, que manteve
atividade acima de 50% depois de 48 h incubado-a 50 °C. O fungo PYC também
mostrou resultado semelhante até as 36 h de incubagao a 50 °C, caindo para cerca
de 40% de atividade com 48 h.

Os fungos PLE04 ¢ PLO06, apesar de manter cerca de 50% de atividade
da endoglucanase até 24 h de incubagdo a 50 °C e 60 °C, respectivamente,
tiveram suas atividades zeradas em 48 h.

Rodrigues (2010) relata que a endoglucanase produzida pelo Aspergillus
niger LTB foi muito estavel em suas temperaturas 6timas, apresentando 68% de
atividade residual apos 24 horas de incubacdo a 60 °C. A endoglucanase reteve
aproximadamente 90% da sua atividade inicial apos ser incubada por 15 h.
Nenhuma das CMCases avaliadas neste trabalho apresentou esse valor até 15 h,
no entanto, apos 48 h as CMCases do PC, PYC e TRAM continuavam com cerca

de 50% da atividade inicial.
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Figura 4.9 — Termoestabilidade das atividades das endoglucanases (CMCase)
dos fungos P. chrysosporium PC, P. sanguineus PYCO02, T. versicolor
TRAMO1, P. eryngii PLE04 e P. ostreatus PLO06, obtidas por FES da palha de
sorgo forrageiro. Entre parénteses tém-se as temperaturas em que cada extrato de
fungo foi incubado (temperatura 6tima aparente da CMCase).
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Na avaliagdo de algumas propriedades de endoglucanases de
Streptomyces, cultivado em meio a base de bagago de cana-de-agucar, as mesmas
foram capazes de reter aproximadamente 60% e 36% de atividade residual a 60
°C, durante 60 minutos, respectivamente (SILVA ¢ GOUVEIA, 2008), muito
pouco termoestavel.

Nos estudos de Gao et al. (2008), a endoglucanase obtida a partir de
Aspergillus terreus M11, cultivado em fermentagdo em estado soélido sobre
sabugo de milho, reteve 65% da sua atividade inicial apds ser incubada a 70 °C
por 6 horas, e o fungo L. tigrinu cultivado em palha de trigo apresentou cerca de
73% de atividade residual da enzima endoglucanase depois de incubada por 42 h
a 40 °C (LECHER e PAPINUTTI, 2006). Resultados semelhantes aos obtidos

para a maioria das endoglucanases produzidas neste trabalho (Figura 4.9).

4.4.3.3 Exoglucanase (AVICELase)

Para todos os fungos, as atividades da enzima exoglucanase apresentaram
o pH o6timo aparente de 6 (Figura 4.10).

Em outro trabalho as AVICELases produzidas em FES pelos fungos A.
terreus € A. oryzae apresentaram melhores resultados de atividade enzimatica na
faixa de pH neutro. E a atividade da enzima exoglucanase obtida do cultivo de 4.

oryzae em bagaco apresentou valor maximo no pH 6,0 (SIGUEIRA, 2010).
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Figura 4.10 — Efeito do pH nas atividades das exoglucanases (AVICELase) dos
fungos P. chrysosporium PC, P. sanguineus PYCO02, T. versicolor TRAMO1, P.
eryngii PLE04 e P. ostreatus PLO06, obtidas por FES da palha de sorgo
forrageiro.

Comportamento semelhante ao ocorrido com o pH entre os fungos para a
atividade da AVICELase, foi observado para a temperatura 6tima aparente, com

o valor de 50 °C para todos (Figura 4.11).
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Figura 4.11 - Efeito da temperatura nas atividades das exoglucanases
(AVICELase) dos fungos P. chrysosporium PC, P. sanguineus PYCO02, T.
versicolor TRAMO1, P. eryngii PLE04 e P. ostreatus PLO06, obtidas por FES
da palha de sorgo forrageiro.

A atividade de AVICELase do 7. versicolor TRAMOI ainda manteve
atividade residual de 60% a temperatura de 80 °C. E o extrato do P.eryngii
PLEO4 apresentou cerca de 80% da atividade de AVICELase a 70 °C.

Com relagdo a termoestabilidade das enzimas exoglucanases (Figura
4.12). A termoestabilidade das exoglucanases dos fungos TRAMO1 e PC
mantiveram atividade apos a incubagdo por 48 h a temperatura de 50 °C. O

PLEO4 cessou as atividades de AVICELase em 12 h incubado a 50 °C.
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Figura 4.12 — Termoestabilidade das atividades das exoglucanases (AVICELase)
dos fungos P. chrysosporium PC, P. sanguineus PYCO02, T. versicolor
TRAMO1, P. eryngii PLE04 ¢ P. ostreatus PLO06, obtidas por FES da palha de
sorgo forrageiro. Entre parénteses tém-se as temperaturas em que cada extrato de
fungo foi incubado (temperatura 6tima aparente da AVICELase).

4.4.3.4 B-glicosidases

Os fungos PYCO02 e PC apresentaram pH 6timo aparente de 7 para a
atividade da B-glicosidases (Figura 4.13). Os outros fungos TRAMO1, PLEO4 e
PLOO06 apresentaram B-glicosidases com maxima atividade no pH 5.

As B-glicosidases isoladas de Aspergillus terreus M11, na fermentacdo em
estado solido (FES) em residuos de milho, exibiram sua atividade maxima no pH
3, e mostraram estabilidade notavel em pH 2 a 5 (GAO et al.,2008). A B-
glicosidase do fungo Lentinus tigrinu cultivado em palha de trigo apresentou pH
o6timo aparente de 4 (LECHER & PAPINUTTI, 2006). Estas enzimas mostraram
carater mais acido que as enzimas obtidas neste trabalho.

Almeida (2009) encontrou valores de pH 6timo para esta enzima na faixa
de 4,5 a 5,0 e temperatura 6tima de 60 °C para o fungo Acremonium sp. EA0810,
cultivado em bagaco de cana, semelhantes aos resultados dos fungos avaliados

neste trabalho.
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Figura 4.13 — Efeito do pH nas atividades das B-glicosidases dos fungos P.
chrysosporium PC, P. sanguineus PYCO02, T. versicolor TRAMO1, P. eryngii
PLE04 ¢ P. ostreatus PLO06, obtidas por FES da palha de sorgo forrageiro.

Para o efeito da temperatura na atividade das B-glicosidases (Figura 4.14),
o fungo P. sanguineus PYCO02 registrou atividade maxima dessa enzima a
temperatura de 70 °C, sendo que a 80 °C estas enzimas apresentaram cerca de
80% da atividade.

GAO et al. (2008), na producdo de celulases extracelulares por um fungo
recentemente isolado Aspergillus terreus M11, na fermentagdo em estado sélido
(SEF) em residuos de milho, a atividade de B-glicosidase também apresentou o
maximo a 70 °C.

A atividade de P-glicosidase do fungo Trametes versicolor TRAMOI
apresentou temperatura otima aparente de 60 °C, seguida pelo Phanerochaete
chrysosorium PC com 50 °C de temperatura otima. Os fungos do género
Pleurotus apresentaram temperatura de maxima atividade a 40 °C.

Ximenez et al. (1996) encontraram pH e temperaturas o6timas de 5,0 e 65
°C para B-glicosidase para o fungo Aspergillus fumigatus crescido em papel de
filtro, semelhante ao obtido para o fungo 7. versicolor TRAMO1 em relagdo ao

pH e temperatura 6timos.
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Figura 4.14 — Efeito da temperatura nas atividades das B-glicosidases dos fungos
P. chrysosporium PC, P. sanguineus PYCO02, T. versicolor TRAMO1, P. eryngii
PLE04 ¢ P. ostreatus PLO06, obtidas por FES da palha de sorgo forrageiro.

Os resultados do estudo da termoestabilidade das B-glicosidases estdao
apresentados na Figura 4.15. Dentre todas as enzimas caracterizadas, a que
mereceu maior destaque foi a P-glicosidase do P. sanguineus PYC02, com
temperatura 6tima de 70 °C e com estabilidade térmica (a 70 °C) de 48 h com
atividade residual cerca de 30%. Celulases termoestaveis sdo consideradas ideais
para aplicagdes biotecnologicas (SILVA ¢ GOUVEIA, 2008).

GAO et al. (2008), obtiveram resultados semelhantes, na produgdo de
celulases extracelulares por um fungo recentemente isolado Aspergillus terreus
M11, na fermentagdo em estado soélido (SEF) em residuos de milho, a atividade
de B-glicosidase apresentou o maximo de 70 °C e mantida cerca de 53% da
atividades original apds incubagdo a 70 °C durante 6 horas.

A PB-glicosidase do fungo 7. versicolor TRAMOI incubada a 60 °C
manteve mais de 50% de atividade ap6s 48 h.

A B-glicosidase do fungo Aspergillus niger LTB mostrou-se pouco estavel
a 60 °C, ja que reteve apenas 15% da sua atividade apos ser incubada por 3,5 h
(RODRIGUES, 2009), resultado bem inferior os fungo TRAMOI1, que também

foi incubado a 60 °C.
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Figura 4.15 — Termoestabilidade das atividades das B-glicosidases dos fungos P.
chrysosporium PC, P. sanguineus PYCO02, T. versicolor TRAMO1, P. eryngii
PLE04 ¢ P. ostreatus PLO06, obtidas por FES da palha de sorgo forrageiro.
Entre parénteses tém-se as temperaturas em que cada extrato de fungo foi
incubado (temperatura 6tima aparente da B-glicosidase).

O fungo Lentinus tigrinu, cultivado em palha de trigo, obteve 98% de
atividade residual da enzima B-glicosidase depois de 42 h a 40 °C (LECHER &
PAPINUTTI, 2006), acima dos resultados observados dos fungos PLEO4 e

PLOO06, incubados na mesma temperatura.

4.4.4 - Sacarificacdo enzimatica
Para a hidrdlise enzimatica foi utilizada a palha de sorgo in natura e as

polpas de palha pré-tratada pelos métodos do acido diluido, basico e acido
seguido pela deslignificagdo por base.

Fotografias dos materiais resultantes dos pré-tratamentos e da palha de
sorgo in natura moida sao mostradas na Figura 4.16.

Na Figura 4.16, pode-se observar as diferencas de cor entre os materiais.
A polpa acida encontra-se mais escura que a palha in natura, devido a

concentracdo da lignina. A polpa acida/deslignificada apresentou-se mais clara
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em relacdo as demais, possivelmente devido ao maior contetido de celulose e ao

baixo teor de lignina.

Figura 4.16 — Imagem dos materiais utilizados na sacarificagdo enzimatica. a -
palha de sorgo forrageiro moida in natura; b - polpa pré-tratada por acido
diluido (5%) por 15 min. a 120 °C; ¢ - polpa pré-tratada por acido base (5%) por
15 min. a 120 °C; d - polpa pré-tratada por 4cido diluido (5%) por 15 minutos a
120 °C seguido por deslignificagdo basica (5%) por 15 min. a 120 °C.

A Figura 4.17 mostra a porcentagem de hidrolise das diferentes polpas e
da palha do sorgo pelos extratos enzimaticos dos fungos da podridao branca.

A polpa basica atingiu valores proximos aos 50,0% de biomassa
sacarificada, seguida pela polpa acida/deslignificada com o percentual de 36,2%,
apds 72 h de sacarificacdo. Por se tratarem de materiais mais facilmente
digeriveis, devido aos pré-tratamentos, isso era esperado. No entanto, era
esperada também maior propor¢do de hidrolise da polpa &cida/deslignificada por
conter menor teor de lignina e hemicelulose e maior de celulose. No entanto, a
polpa basica foi a que obteve os maiores valores de sacarificacdo.

Hatakka (1983) reportou um resultado similar (42% de rendimento) na
sacarificacdo de palha de trigo pré-tratada por alcali, enquanto o material ndo
tratado alcangou somente 12% de rendimento.

A palha in natura apresentou os menores valores de sacarificagdo da

biomassa (8 a 20%), seguida pela polpa acida (5 a 28%).
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Avaliando os complexos de cada fungo separadamente, o complexo multi-
enzimatico do fungo P. eryngii PLE(04 atingiu como valor maximo somente 15%

de hidrdlise de biomassa do material nativo.
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Figura 4.17 — Resultado em rela¢do ao percentual de biomassa, da sacarificagdo
da palha de sorgo forrageiro in natura e das polpas obtidas de pré-tratamento,
pelos complexos multi-enzimas dos fungos, Phanerochaete chrysosporium PC,
Pycnoporus sanguineus PYCO02, Trametes versicolor TRAMO1, Pleurotus
eryngii PLE04 e Pleurotus ostreatus PLO06, produzidos por FES.

Outro dado importante, em relagdo ao complexo multi-enzimas celulases
do fungo P. eryngii PLE0O4, foi que na sacarificacdo das polpas oriundas dos pré-
tratamentos, os valores foram diminuindo, possivelmente devido ao aumento da
concentracdo de celulose e a diminui¢do da hemicelulose, obtendo apenas 2,0%
de hidrolise da polpa acida/deslignificada. Na polpa acida o valor também foi
baixo, apenas 10% da biomassa o que pode estar ligado indiretamente a menor
concentracao de hemicelulose destas polpas.

O extrato enzimatico do fungo P. ostreatus PLO06 também se destacou na
sacarificacdo da palha ndo tratada, onde alcangou valor de sacarificacdo cerca de
20%.

Siqueira (2010) relatou que na hidrélise do bagago ndo tratado, o extrato
bruto do fungo A. awamori apresentou maior nivel de hidrélise, alcangando cerca
de 30%, ap6s 24 horas de incubagdo, cerca de 60%, apos 96 horas, resultado

muito além dos obtidos neste trabalho, que alcangou um maximo de 20% apos 72
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h. No entanto, com relacdo aos materiais tratados este trabalho foi bem superior,
pois na hidrolise do bagago pré-tratado, o extrato bruto de 7. reesei RUT C30
apresentou o melhor rendimento, de 25% e 4. awamori de 12%, ambos apds 48
horas de incubagio (SIQUEIRA, 2010).

Apesar de apresentar maiores taxas de hidrolise do que o P. eryngii
PLEO4, o comportamento do complexo multi-enzimas do fungo P. ostreatus foi
baixo, e os valores da sacarificacdo foram diminuindo com o aumento do teor de
celulose das polpas.

O fato dos complexos multi-enzimaticos dos fungos P. eryngii PLE04 ¢
P.ostreatus PLO06 obterem os menores valores de hidrdlise dos materiais com
maior teor de celulose, pode estar ligado a carga de enzima B-glicosidase (Tabela
4.4), que sdo menores em relagdo aos outros fungos.

A conversao enzimatica da celulose em glicose depende do sinergismo de
trés enzimas no sistema de celulases, que inclui endoglucanase, exoglucanase e
B-glicosidase. O acumulo final de celobiose ou glicose ira inibir as reagdes de
hidrdlise da celulose, sendo que a celobiose ¢ um inibidor mais efetivo do que a
glicose (DUFF e MURRAY, 1996; WEN et al., 2004). Sem a hidrolise da
celobiose devido ao baixo nivel de B-glicosidase pode se levar a baixos niveis de
sacarificacdo.

O complexo multi celulases do P. sanguineus PYC02 apresentou maior
sacarificagdo da polpa basica atingindo 17,21% (carga 9,14 FPU.g" de celulose).
Como o P. sanguineus PYCO02 apresentou alta atividade de xilanase, cerca de
500 U.L"', esperava-se maior hidrélise da palha in natura.

O complexo multi celulases do fungo P. chrysosporium PC obteve os
maiores resultados na hidrdlise da biomassa da palha in natura e nas trés polpas
obtidas do pré-tratamento. Dentre os resultados, destaca-se a polpa basica com o
maior percentual de hidrélise, com 50% da biomassa. Em Mayrink (2010) o
extrato enzimatico do Trichoderma spp. C012 obteve cerca de 50% na hidrolise
de AVICEL com carga enzimética (5 FPU.g") em pouco mais de 10 horas de
reacdo. Pode-se considerar como resultado semelhante ao nosso, apesar da carga

do P. chrysosporium PC ser pouco maior, cerca de 8 FPU.g™.
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A polpa acida/deslignificada obteve o segundo maior valor de hidrolise,
com 35% da biomassa hidrolisada.

Numa visdo geral do processo, se for analisado o resultado das atividades
das enzimas celulases desse fungo na Tabela 5.4, ndo ha relagdo de atividade
enzimatica de alguma dessas celulases que explique o fato do fungo P.
chrysosorium PC ter apresentado os melhores resultados.

O complexo multi celulases do fungo 7. versicolor TRAMO1 manteve
resultados significativamente iguais em relacdo a biomassa sacarificada, em
média 17%, para palha in natura, polpa basica e polpa 4cida/deslignificada.
Somente a polpa acida apresentou valor inferior de apenas 11%.

Para a comparagio entre os complexos multi-enzimaticos dos fungos com
um complexo de enzimas comerciais, foi realizado a hidrélise da polpa
acida/deslignificada (por conter maior percentual de celulose, menos de 1% de
lignina e hemicelulose). As enzimas comerciais mantiveram as mesmas
condigdes de hidrolise dos fungos, carga de enzimas de 8,66 U.g” de celulose e
8,40 U.g"' de biomassa. Na Figura 4.18, sio apresentados os resultados da
sacarificacdo da polpa acida/deslignificada pelos cinco fungos ¢ um complexo

comercial de enzimas.
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Figura 4.18 — Sacarificacdo da polpa obtida da palha de sorgo forrageiro pré-
tratada por acido e deslignificacdo, pelos complexos multi-enzimas dos fungos,
Phanerochaete chrysosporium PC, Pycnoporus sanguineus PYCO02, Trametes
versicolor TRAMO1, Pleurotus eryngii PLE04 e Pleurotus ostreatus PLO06,
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produzidos por FES e uma enzima comercial (Multifect GC). Colunas seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo nivel de significancia de 5%, pelo teste de Tukey.

Como se pode notar pela Figura 4.20, a maioria dos fungos obteve
resultados significativamente maiores do que a enzima comercial, que alcangou
apenas 3%. Deve-se lembrar de que este complexo de enzimas comerciais
(celulases) foi diluido para as mesmas condi¢des dos extratos ocorridas com os
fungos, em relagdo a carga de enzimas/massa de celulose. Foi necessario diluir
130 vezes.

No estudo realizado no capitulo anterior, as mesmas enzimas comerciais
alcancaram 95% de rendimento na hidrélise da polpa éacida/deslignificada da
palha do sorgo. No entanto, a carga enzimatica foi de 50 FPU.g"' de biomassa, e
neste experimento foi cerca de 6 vezes menor, com rendimento 30 vezes menor.

Com isso, ¢ possivel avaliar que a concentragdo dos complexos
enzimaticos obtidos dos fungos poderia resultar em maiores ¢ melhores
resultados de sacarificagdo, principalmente o complexo do fungo P.

chrysosporium PC.
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4.5 - CONCLUSAO

A palha de sorgo forrageiro apresentou-se com um substrato para
produgdo de celulases, além de xilanase e lacase por fungos da podriddo branca.
Na fermentagdo em estado solido da palha de sorgo a produgao de xilanase foi a
mais expressiva entre as enzimas hidroliticas.

Na caracterizagdo das celulases o fungo P. sanguineus PYCO02 apresentou
atividade otima da B-glicosidade a temperatura de 70 °C, com significativa
atividade a 80 °C e com termoestabilidade por mais de 48 horas a temperatura de
70 °C.

Na sacarificagdo da palha e das polpas pré-tratadas, destaca-se a polpa
bésica, que apresentou os maiores niveis de hidrdlise para a maioria dos fungos.

O complexo multi-celulases do fungo P.chrysosorium PC hidrolisou cerca
de 50% de biomassa da polpa bésica, apds 72 horas de reacdo e com carga de
apenas 8 FPU.g"' de biomassa. Nas mesmas condi¢des, a enzima comercial
hidrolisou apenas 3% de hidrdlise. A maioria dos complexos multi-celulases
obtidos dos fungos da podriddo branca por FES da palha de sorgo, apresentou
maiores taxas de degradacdo em comparagdo com a enzima comercial.
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5 - CAPITULO III

COQUETEL MINIMO DE ENZIMAS PARA ATIVIDADES
CELULOSE TOTAL DOS EXTRATOS OBTIDOS DE FUNGOS DE
PODRIDAO BRANCA, POR FERMENTACAO EM ESTADO
SOLIDO
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5.1 - INTRODUCAO

O complexo enzimatico classico € composto por endoglucanases,
exoglucanases e B-glicosidases. O efeito desse complexo enzimatico é expresso
pela agdo sinérgica dessas trés diferentes classes de enzimas (LEE, 1997).

O exato mecanismo da hidrolise da celulose ndo é conhecido, embora um
niumero de possiveis modelos tenha sido proposto. Entretanto, sabe-se que as
celulases atuam de maneira coorporativa ou sinergistica (LEE, 1997). A forma
coorporativa comeca quando as endoglucanases rompem a molécula linear de
celulose, produzindo extremidades redutoras e nao-redutoras que podem ser
atacadas pela exoglucanases. Assim, as exoglucanases atuam removendo
pequenas cadeias de celulose e expondo mais sitios internos para as
endoglucanases poderem se ligar. A atividade de todas as celulases, em particular
as exoglucanases, ¢ inibida pela celobiose. Logo, a clivagem da celobiose em
glicose pela B-glicosidase reduz grandemente esta inibigdo, permitindo a
continuidade da atividade celulolitica (GOYAL et al., 1991).

Os diferentes organismos celuloliticos tém evoluido para produzir um arranjo
de celulases que, por meio de diferentes modos de agdo e especificidade de
substrato, permitem explorar substratos bastante heterogéneos. Por exemplo, o
fungo Trichoderma reesei produz quatro endoglicanases e duas celobiohidrolases
(CBHI e CBHII). As CBHI e CBHII sido imunologicamente distintas, analisadas
por anticorpos policlonais. As unidades de celobiose repetitivas da celulose
ocorrem em duas formas estequiométricas diferentes, levando a hipdtese que
existem duas formas esterioespecificas de endoglucanases. Esta multiplicidade de
formas de celulases poderia ser provocada por uma glicosilacdo diferencial ou
protedlise parcial. Além disso, a partir da clonagem génica, sabe-se que existe
um numero limitado de genes de celulase. Logo, a multiplicidade desta enzima
deve ser, em grande parte, por modificacdes pos-traducionais (DUFF e
MURRAY, 1996).

A hidrolise enzimatica da celulose de fontes de biomassa requer atividades
enzimaticas multiplas, para geracdo de monossacarideos fermentesciveis. O

conceito de coquetel minimo de enzima ¢ a identificagdo do nimero minimo, os
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niveis minimos ¢ a combinagdo 6tima de melhor desempenho de atividades
enzimaticas para alcancar os resultados, seja a sacarificagdo ou atividades. Duas
hipoteses principais estdo por tras deste conceito: 1 - que o perfil bruto dos
multicomponentes celuloliticos de preparagdes enzimaticas ndo € o 6timo para a
degradacdo de celulose de biomassa ligninocelulosica pré-tratada; 2 - que ¢
possivel substituir um preparado bruto multi-enzimas com combinagdes
designadas, para o nimero minimo exigido de atividades de enzimas para o
processamento da biomassa (MEYER et al., 2009).

A razdo bioldgica para T. reesei produzir os diferentes especificos niveis de
atividades celuloliticas e, nomeadamente, cinco diferentes endo-1,4-p-glucanase
ndo ¢ conhecido atualmente. No entanto, uma hipotese dbvia que o perfil de
multi-componentes nativos das celulases do 7. reesei ndo ¢ necessariamente
6timo para a degradacdo de celulose em materiais ligninocelulésicos. Assim, faz-
se necessario uma produgdo projetada de coquetéis, otimizados para utilizar o
minimo de multicomponentes nos extratos para o maximo de atividade e ou
degradacdo, dentro do conceito de coquetel minimo de enzimas (MEYER et al.,

2009).
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5.2 - OBJETIVOS

Cada fungo possui um complexo multienzimatico diferenciado, o qual pode
ser melhorado. Sendo assim, este trabalho teve como objetivos:

- Medir as atividades de Celulase total dos complexos multi-celulases
(extratos brutos) dos cinco fungos da podriddo branca, produzidos por FES em
palha de sorgo;

- Otimizar a atividade de Celulase total dos coquetéis de extratos bruto dos
cinco fungos da podriddo branca, por meio do delincamento experimental e
graficos de superficie de resposta;

- Estabelecer os niveis dos extratos enzimaticos dos cinco fungos do coquetel

minimo de extratos.
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5.3 - MATERIAL E METODOS

5.3.1 - Producio de celulases por fermenta¢io em estado solido

Para a fermentagdo em estado solido foi utilizada a palha de sorgo
forrageiro BRS 655 (palha e colmo sem os graos), cultivar desenvolvido pela
Embrapa Milho e Sorgo, cultivado no municipio de Sete Lagoas. O sorgo foi
cortado com 120 dias de plantio e seco ao sol e moido em picadeira. O material
moido foi armazenado em local seco, ao abrigo de luz e umidade.

A palha de sorgo foi transformada em substrato, somente com a adi¢ao de
agua, apresentando umidade final de 50%. Cada 100 g de substrato preparado
foram acondicionados em sacos de polipropileno com filtro, fechados com fita
adesiva para posterior autoclavagem.

Depois de esterilizado a 121 °C por 90 minutos ¢ resfriado a temperatura
ambiente, cada saco de polipropileno com substrato recebeu dois discos de 2 cm
de didmetro do micélio de cada fungo, previamente cultivado em placa de Petri
com BDA por 7 dias a 30 °C.

Foram avaliados os fungos de podriddo branca, Pleurotus ostreatus PLO
06, Pleurotus eryngii PLE 04, Trametes versicolor TRAM 01, PYCnosporus
sanguineos PYC 02 e Phanerochaete chrysosporium PC, pertencentes a colecdo
do Departamento de Microbiologia/UFV.

A metodologia de cultivo foi descrita por Silva (2001). Na replicacdo, os
fungos foram mantidos em tubos de ensaio, contendo o meio de cultivo batata
dextrose agar (BDA), esterilizado a 121 °C por 15 min. Apds o crescimento
fungico, por 7 dias a 30 °C, os tubos foram refrigerados a 4 °C. Posteriormente,
os fungos foram novamente replicados em placa de Petri, para a retirada do
indculo na forma de discos de 2 cm.

Os sacos foram inoculados em capela de fluxo de laminar e incubados em
BOD com temperatura controlada a 28 °C, até a completa colonizagdo do
substrato. O acompanhamento do crescimento micelial foi realizado visualmente.
Depois de alcancada a total colonizacdo, de 15 a 20 dias para todos os fungos, as
atividades das enzimas celuldsicas foram avaliadas em varios dias apds a
inoculagao.
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5.3.2 - Extracdo dos complexos enzimaticos

Amostras de 5 g de cada substrato foram colocadas em frascos Erlenmeyer
de 250 mL contendo 30 mL de tampdo citrato de soédio (50 mM e pH 4,8) e
agitados a 150 rpm, por 2 horas a 5 °C. Em seguida, foram filtradas em peneiras
e colocadas em tubos Eppendorf de 2 mL, seguindo para centrifugados a 12000 g
a 5 °C. O sobrenadante foi transferido para outro tubo, sendo posteriormente
identificado com o fungo e o tempo de incubagdo, fechado e armazenado em

freezer a -18 °C.

5.3.3 - Ensaios enzimaticos

Para a determinagdo da atividade Celulase total ou FPAse, seguiu-se o
método descrito por Ghose (1986), com algumas modificagdes. Tiras de
aproximadamente 1 x 6 cm (50 mg) de papel de filtro Whatman #1, recortadas e
enroladas, foram adicionadas aos tubos de ensaio pré-incubados a 50°C contendo
1,5 mL de tampao e 500 pL do extrato enzimdtico. Apods lhora de incubagdo, a
hidrdlise foi interrompida com a adigdo de 3 mL de DNS, seguindo para a
quantificacdo por este método (MILLER, 1956).

A absorbancia da solu¢do foi medida a 540 nm e a concentracdo de
acucares redutores totais determinados com base em uma curva de calibracdo de
glicose previamente estabelecida. Uma unidade (FPU) de Celulase total ou
FPAse foi definida como a quantidade de enzima que libera 1 pmol de
equivalentes de agucar redutor total em 1 minuto, nas condig¢des de ensaio.

Todos os controles foram utilizados, com o branco (tampao), o branco-

enzima (sem extrato enzimatico) e o branco-substrato (sem substrato).

5.3.4 - Delineamento Experimental

Para o processo de otimizacdo da atividade de Celulase total os complexos
multi-enzimas celulases (extratos brutos) de cada fungo foram misturados
simultaneamente em diferentes volumes. A otimizacdo foi realizada para o valor
maximo de atividade de Celulase total (FPAse).

O Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) foi realizado com

cinco variaveis correspondentes aos extratos dos seguintes fungos: extratos de
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Pleurotus ostreatus PLOO06, Pleurotus eryngii PLEO04, Trametes versicolor
TRAMO1, Pycnosporus sanguineos PYCO02 e Phanerochaete chrysosporium PC,
e os niveis estudados (Tabela 5.1), sendo os diferentes volumes (uL) de extrato
bruto de cada fungo.

A matriz DCCR (Tabela 5.2) gerada pelo software Design-Expert 8.0,

para as cinco variaveis, totalizou 50 ensaios.

Tabela 5.1- Fatores e niveis dos fatores da matriz DCCR (2° + 8 pontos centrais
+ 10 axiais)

Nivel dos fatores (uL de extrato bruto)

Fatores
-2,68 -1 0 +1 +2,68
Pleurotus ostreatus PLO06 31,079 100 150 200 268,921
Pleurotus eryngii PLE04 31,079 100 150 200 268,921
Trametes versicolor TRAMO1 31,079 100 150 200 268,921
Pycnosporus sanguineos PYC02 31,079 100 150 200 268,921

Phanerochaete chrysosporium PC 31,079 100 150 200 268,921

Tabela 5.2- Matriz DCCR para a otimizagdo da atividade enzimatica FPAse em
diferentes niveis de extratos brutos obtidos de fungos de podridao branca,
Pleurotus ostreatus PLOO06, Pleurotus eryngii PLEO04, Trametes versicolor
TRAMO1, Pycnosporus sanguineos PYCO02 e Phanerochaete chrysosporium PC
por fermentacdo em estado sélido da palha de sorgo

Ensaios Niveis originais
PYC02 | PC | TRAMO | PLE04 | PLO06
pL de extrato bruto
1 100 100 200 200 200
2 200 100 200 100 200
3 100 100 200 100 100
4 100 200 200 100 200
5 150 150 150 31,0792 150
6 200 200 200 100 100
7 150 150 150 150 150
8 150 150 150 150 150
9 100 200 200 100 100
10 200 200 100 100 100
11 150 150 150 150 150
12 150 150 150 150 150
13 100 200 100 100 200
14 150 150 150 150 31,0792
15 150 268,92 150 150 150
16 200 100 200 200 200
17 200 100 200 100 100
18 200 200 100 200 200
19 100 100 200 100 200
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20 200 100 100 200 200
21 150 150 150 150 150
22 100 200 100 200 100
23 200 100 100 100 200
24 100 200 200 200 100
25 100 100 100 100 100
26 200 200 200 200 200
27 200 200 200 100 200
28 100 200 100 200 200
29 150 31,079 150 150 150
30 200 200 100 200 100
31 100 100 100 200 200
32 200 100 200 200 100
33 150 150 150 150 268,920
34 268,92 150 150 150 150
35 150 150 150 150 150
36 150 150 268,9207 150 150
37 31,079 150 150 150 150
38 100 100 200 200 100
39 100 100 100 200 100
40 150 150 150 150 150
41 200 100 100 100 100
42 200 100 100 200 100
43 150 150 31,07929 150 150
44 150 150 150 150 150
45 200 200 200 200 100
46 100 100 100 100 200
47 100 200 100 100 100
48 200 200 100 100 200
49 150 150 150 268,920 150
50 100 200 200 200 200

5.3.5 - Analises estatisticas

No Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), os resultados
foram analisados estatisticamente por meio de analises de variancia e de
regressdo, considerando-se a falta de ajuste, a significincia dos parametros e o
coeficiente de regressdo. Por meio da analise da metodologia de superficie de
resposta, determinaram-se as melhores condi¢cdes para a maxima atividade de
Celulase total nas de condigdes experimentais utilizados. Com o uso da
Metodologia de Superficie de Resposta (MSR), as relagdes entre os fatores e a
resposta podem ser melhor compreendidas, ficando visivel o comportamento de
cada variavel sobre a resposta estudada, neste caso, a atividade celulolitica.

Os resultados foram analisados utilizando o software Design-Expert 8.0 ao
nivel de significancia de 5 % (p<0,05). Foi considerado para o planejamento de

selecdo de niveis das varidveis o valor de 5 % (p<0,05) para o DCCR.
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5.4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.4.1 - Producio de celulases por fermenta¢io em estado solido

Os extratos enzimaticos foram produzidos a partir da colonizagdo total,
apos 20 dias de inoculagao.

As atividades de Celulase total dos fungos de podriddo branca estdo
mostradas na Tabela 5.3.

Tabela 5.3 — Atividades enzimaticas U.L™" dos extrato enzimaticos dos fungos de
podriddo branca, obtido por fermentacdo em estado solido da palha do sorgo
forrageiro

Fungo Celulase total (FPAse) (U.L'l)
Pycnoporus Sanguineos PYC02 89,78 +4,98
Pleurotus ostreatus PLO06 94,05 +1,82
Pleurotus eryngii PLE04 83,70 +2.,47
Phanerochaete chrysosorium PC 128,11 +9,82
Trametes versicolor TRAMO1 144,88 +8,65

5.4.2 - Otimizacao das atividades de Celulase total

Na otimizacdo da atividade Celulase total do coquetel de extratos
enzimaticos (mistura dos extratos brutos dos cinco fungos), através do
Delineamento Central Composto Rotacional (DCCR), foram avaliados os efeitos
da quantidade de cada um dos cinco extratos fungicos (em pL), adicionados
simultaneamente, no resultado final de atividade de Celulase total.

Os resultados das atividades enzimaticas da FPAse pelo DCCR podem ser
visualizados na matriz da Tabela 5.4.

Numa avaliagdo direta, pode-se verificar que a mistura dos extratos levou
ao aumento na atividade de Celulase total, em comparacdo com os extratos
individuais de cada fungo (Tabela 5.3). Todos os valores foram maiores em
qualquer propor¢do da mistura dos cinco fungos simultaneamente. O valor
maximo encontrado foi de 304,86 UL Possivelmente, isto ¢ devido a presenca
de varias isoenzimas ativas no extrato de diferentes culturas trabalhando
sinergisticamente, o que foi sugerido por outros pesquisadores (MANSUR et al.,

2003; THURSTON, 1994).
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Tabela 5.4 — Matriz DCCR com os resultados das atividades enzimaticas FPAse
U.L" de extrato de enzimas dos fungos da podridio branca, P. ostreatus PLO06,
P. eryngii PLEO4, T. versicolor TRAMO1, P. sanguineos PYC02 e P.
chrysosporium PC, obtido por fermentacdo em estado sélido da palha do sorgo

forrageiro
Ensaios | PYC02 | PC [ TRAMO1 | PLE04 | PLO06 Atividade
pL de extrato bruto Enzimatica (U.L")

1 100 100 200 200 200 267,43
2 200 100 200 100 200 263,80

3 100 100 200 100 100 293,94
4 100 200 200 100 200 278,89

5 150 150 150 31,079 150 276,56

6 200 200 200 100 100 295,12

7 150 150 150 150 150 258,98

8 150 150 150 150 150 269,37

9 100 200 200 100 100 298,65
10 200 200 100 100 100 292,54
11 150 150 150 150 150 265,09
12 150 150 150 150 150 259,59
13 100 200 100 100 200 273,34
14 150 150 150 150 31,079 298,10
15 150 | 268,921 150 150 150 276,64
16 200 100 200 200 200 270,48
17 200 100 200 100 100 284,47
18 200 200 100 200 200 266,06
19 100 100 200 100 200 277,05
20 200 100 100 200 200 244,71
21 150 150 150 150 150 246,97
22 100 200 100 200 100 302,58
23 200 100 100 100 200 260,46
24 100 200 200 200 100 304,86
25 100 100 100 100 100 271,45
26 200 200 200 200 200 277,80
27 200 200 200 100 200 271,84
28 100 200 100 200 200 271,44
29 150 31,079 150 150 150 269,05
30 200 200 100 200 100 284,62
31 100 100 100 200 200 251,95
32 200 100 200 200 100 285,38
33 150 150 150 150 268,921 249.74
34| 268921 150 150 150 150 260,46
35 150 150 150 150 150 223,34
36 150 150 | 268,921 150 150 288,42
37 31,079 150 150 150 150 292,05
38 100 100 200 200 100 295,38
39 100 100 100 200 100 286,05
40 150 150 150 150 150 262,65
41 200 100 100 100 100 276,37
42 200 100 100 200 100 275,74
43 150 150 31,079 150 150 258.65
44 150 150 150 150 150 270,79
45 200 200 200 200 100 289,83
46 100 100 100 100 200 258,30
47 100 200 100 100 100 288,59
48 200 200 100 100 200 261,32
49 150 150 150 | 268,921 150 274,53
50 100 200 200 200 200 276,59
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Na avaliagdo de regressao dos dados o modelo quadratico foi significativo

(p<0,05).

Na analise de variancia (Tabela 5.5) do modelo quadratico sugerido, ndo

houve interagdo significativa entre os fungos. No entanto, todos os efeitos

quadraticos dos fatores foram significativos.

Tabela 5.5 — ANOVA para superficie de resposta do modelo quadratico da
otimizagdo das atividades enzimaticas de coquetéis dos extratos de fungos da
podriddo branca, P. ostreatus PLOO06, P.eryngii PLEO4, T. versicolor TRAMOLI,
P.s sanguineos PYCO02 e P. chrysosporium PC, obtidos por FES da palha do
3.51 —R?0.7987 . (n.s — nio signficativo)

sorgo. C.V. %

m r r Valor p
Fonte (flfad?a‘ilooss li(};);"l:isa((ilz erlr?gdia:)do Valor F Prob>F
Modelo 10651,64 20 532,5818 5,753256 < 0.0001 significativo
A-PYCO02 346,6336 1 346,6336  3,744537  0.0628 n.s
B-PC 66,93578 1 66,93578 0,723079  0.4021 n.s
C-TRAMO1 81,40932 1 81,40932  0,879431  0.3561 n.s
D-PLE04 212,766 1 212,766 2,298422  0.1403 n.s
E-PLO0O6 582,308 1 582,308 6,290428  0.0180  significativo
AB 7,187708 1 7,187708 0,077646  0.7825 n.s
AC 4,267705 1 4,267705 0,046102  0.8315 n.s
AD 22,55626 1 22,55626  0,243666  0.6253 n.s
AE 10,60948 1 10,60948 0,11461 0.7374 n.s
BC 109,9578 1 109,9578 1,187828  0.2847 n.s
BD 16,14526 1 16,14526 0,17441 0.6793 n.s
BE 0,917227 1 0,917227  0,009908  0.9214 n.s
CD 0,43488 1 0,43488 0,004698  0.9458 n.s
CE 21,29865 1 21,29865 0,23008 0.6351 n.s
DE 55,98245 1 55,98245 0,604755  0.4431 n.s
A2 911,3072 1 911,3072  9,844468  0.0039  significativo
B2 660,1146 1 660,1146  7,130939  0.0123  significativo
2 707,3259 1 707,3259  7,640944  0.0098  significativo
D®2 855,3971 1 855,3971 9,240494  0.0050  significativo
ER2 734,8959 1 734,8959 7,93877 0.0086 significativo
Residuo 2684,544 29 92,57049 significativo
Falta de ajuste 999,1638 22 45,41654  0,188631  0.9988 n.s
Erro puro 1685,38 7 240,7686
Total 13336,18 49

O coeficiente de determinagdo R* de 0,79, aceitavel para experimentos

biologicos (RODRIGUES e IEMMA, 2005), indicou que a porcentagem de

variagao explicada pelo modelo foi de 79%.
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A Tabela 5.5 (ANOVA) demonstrou que o modelo quadratico ajustado
para as respostas do processo ¢ satisfatorio. Assim, os valores preditos para a
atividade FPAse foram ajustados pela equag@o abaixo, em termos dos fatores
reais:

Atividade enzimatica (FPAse) = +415.15104 -0.64677*PLO +1.61986E--
3*PYC2  +1.37865E-3*PC2  +1.42710E-3*TRAMZ  +1.56938E-3*PLE2
+1.45464E-3*PLO2

Pela analise da equagdo quadratica da atividade de Celulase total versus
volume de extrato enzimatico dos cinco fungos, tem-se o componente linear
PLOO06 que atua (coeficiente negativo) diminuindo o valor de Y.

A Figura 5.1 mostra o comportamento do extrato de cada fungo atuando
separadamente sobre a atividade Celulase total, mantendo os outros fatores no
nivel 0 (150 pL), tornando mais facil a analise da equagdo proposta.

De acordo com a equagdo proposta, o aumento do extrato enzimatico dos
fungos PC e TRAMO1 apresentou a maior complementagao na atividade, o que
pode ser confirmado analisando a Figura 5.1. O aumento da participacdo do
fungo PLEO4 praticamente ndo alterou a atividade final. Os fungos PYCO02 e
PLOO06 proporcionaram as menores atividades FPAse. No entanto, esses graficos
da variacdo de tnico fator sdo limitados pela fixa¢do dos outros fatores e ndo se
tem um coquetel minimo de enzimas, sendo necessaria a utilizagao de graficos de
superficie de resposta.

Como ndo houve interagcdo significativa, os graficos de superficie de
resposta para a variavel resposta foram obtidos dados os efeitos aditivos dos
fatores.

Os graficos de superficie de resposta para a atividade de Celulase total sdao
apresentados nas Figuras 5.2 a 5.11. Estes graficos foram gerados no programa
Design-expert 8.0, baseado na equacdo quadratica determinada, buscando a

otimizacdo da atividade Celulase total.
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Figura 5.1 - Graficos das variagdes dos niveis de um unico fator para atividade
de FPAse.

Com os dados obtidos da otimiza¢do numérica (Tabela 5.6), os graficos de
superficie de resposta da atividade de FPAse foram gerados pela variagdo de
volume entre dois (fatores) extratos dos cinco fungos. Os outros fatores foram
fixados nos valores estabelecidos pela otimizagdo numérica gerada. Assim, as
variagdes dos dois fatores, dentro dos niveis minimo e maximo, geram uma
superficie de resposta buscando o valor de méximo na variavel resposta.

Esses graficos permitem a visualizacdo do comportamento da mistura dos
extratos € a obtencdo de regides de maximo, ou de minimo, dentro dos niveis

estudados. Também, no estudo dos graficos gerados pode se estabelecer para a
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maxima atividade, niveis minimos de extratos dos fungos, ou seja, o coquetel

minimo de enzimas, diferente do proposto pela otimizagdo numérica (Tabela 5.6)

Tabela 5.6- Niveis dos fatores para o maximo da atividade de Celulose total
(302.945 UL

Fator Nivel Nivel inferior Nivel superior
PYCO02 100.00 100.00 200.00
PC 200.00 100.00 200.00
TRAMO1 200.00 100.00 200.00
PLE04 200.00 100.00 200.00
PLO06 100.00 100.00 200.00

Na superficie de resposta da Figura 5.2 entre os complexos multi-
celulases (extrato bruto) dos fungos PLO06 e PYC02, a relagdo entre os fungos
estabelece como ponto de maximo (302,54 U/L) os volumes de 100 uL. do PLO e
do PYCO02. E possivel visualizar na regido de méaxima atividade, que os niveis de
cada fator para a otimizagdo, nao podem ser alterados para menores volumes sem

alterar a maxima atividade.

Alividade

.. < E: PLO0G

Figura 5.2 - Superficie de resposta da otimizacao da atividade de Celulase total
em fungdo das variacdes dos volumes (ulL) de extratos dos fungos PLO06 e
PYCO02. A quantidade dos outros fatores (extratos dos fungos) foi fixada: PC
200,00 uL, TRAM 200,00 pL e PLE04 200,00 pL.
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Figura 5.3 - Superficie de resposta da otimizagdo da atividade de Celulase total
em fungdo das variagdes dos volumes (uL) de extratos dos fungos PLO06 e
TRAMO1. A quantidade dos outros fatores (extratos dos fungos) foi fixada:
PYC02 100,00 uL, PC 200,00 puL. e PLE04 200,00 pL.
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Figura 5.4 - Superficie de resposta da otimizacdo da atividade de Celulase total
em fungdo das variagcdes dos volumes (uL) de extratos dos fungos PC e PYCO02.
A quantidade dos outros fatores (extratos dos fungos) foi fixada: TRAMO1
200,00 puL, PLE04 200,00 uL. e PLO06 100,00 pL.

Dasgn-Lxpesr Sobwans
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Figura 5.5 - Superficie de resposta da otimizacdo da atividade de Celulase total
em fungdo das variagdes dos volumes (uL) de extratos dos fungos PC e PLEO4.
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A quantidade dos outros fatores (extratos dos fungos) foi fixada: PYC02 100,00
uL, TRAMO1 200,00 pL e PLO06 100,00 pL.

Na Figura 5.5, o ponto de maximo corresponde aos volumes de extrato de
200 pL do fungo PLE(O4 e PC (Tabela 5.6). Esse grafico mostra que entre os dois
extratos, praticamente toda a area da superficie esta préxima ao maximo, ou seja,
qualquer niveis destes dois fatores, nas condi¢cdes fixas dos outros, resulta em
maxima atividade. Assim, é possivel alterar os volumes dos extratos do fungo
PLEO4 e do PC, de 200 pL para 100 pL, sem altera¢do na atividade maxima de
FPAse. Ao final, tem-se uma mudanga na formulacio de coquetel proposto como
otimo (Tabela 5.6), para o coquetel minimo de enzimas, com 100,00 uL. PYCO02;
100,00 pL. PC; 100,00 pL. PLOO06; 100,00 pL. PLEO4 e 200 pL. TRAMOI,

mantendo o maximo de atividade com o minimo de extratos.

I'.-'z' ma

1= A PYCIZ
¥2 = 0 TRAMDY

Atividade

C: TRAMO1

Figura 5.6 - Superficie de resposta da otimizacdo da atividade de Celulase total
em fungdo das variagdes dos volumes (uL) de extratos dos fungos TRAMO1 e
PYCO02. A quantidade dos outros fatores (extratos dos fungos) foi fixada: PC
200,00 uL, PLEO4 200,00 pL e PLO06 100,00 pL.
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Figura 5.7 - Superficie de resposta da otimizacdo da atividade de Celulase total
em funcdo das variagcdes dos volumes (uL) de extratos dos fungos PYCO02 e
PLEO4. A quantidade dos outros fatores (extratos dos fungos) foi fixada: PC
200,00 uL, TRAMO1 200,00 puL e PLO06 100,00 pL.
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Figura 5.8 - Superficie de resposta da otimizagdo da atividade de Celulase total
em funcdo das variagdes dos volumes (uL) de extratos dos fungos TRAMOI1 e
PLEO4. A quantidade dos outros fatores (extratos dos fungos) foi fixada: PYC
100,00 pL, PC 200,00 pL e PLO06 100,00 pL.

A Figura 5.8 também mostra a mesma relagdo encontrada na Figura 5.6,
onde toda a area da superficie estd proxima ao maximo, ou seja, qualquer
quantidade volume de extratos dos dois fungos (dentro dos niveis maximo e
minimo estabelecidos), nas condigdes fixas dos outros fatores, resulta em
maxima atividade. Novamente, deve- se escolher os niveis minimos para compor
o coquetel final. Neste caso, pode-se trabalhar com apenas 100 pL do extrato do
fungo TRAMO1. Ao final, teriamos um coquetel diferente do proposto (Tabela
5.6), com 100,00 pL PYCO02; 200,00 uL PC; 100,00 pL PLO06; 200,00 pL
PLEO4; ¢ 100 uL. TRAMO1. No entanto, o coquetel formado anteriormente, na

Figura 5.5, oferece menores niveis de extratos.
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Figura 5.9 - Superficie de resposta da otimizagdo da atividade de Celulase total
em funcdo das variagdes dos volumes (uL) de extratos dos fungos PC e
TRAMO1. A quantidade dos outros fatores (extratos dos fungos) foi fixada: PYC
100,00 pL, PLE04 200,00 pL e PLO06 100,00 pL.
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Figura 5.10 - Superficie de resposta da otimiza¢do da atividade de Celulase total
em fungdo das variacdes dos volumes (ulL) de extratos dos fungos PLO06 e
PLEO4. A quantidade dos outros fatores (extratos dos fungos) foi fixada: PYC
100,00 pL, PC 200,00 pL. e TRAMO1 200,00 pL.

Na Figura 5.10, também ¢é possivel obter um coquetel diferente do
estabelecido, sendo que ao invés de se utilizar 200,00 ulL de extratos de PLE04
deve ser usar somente 100 pL, mantendo o méaximo de atividade FPAse (regido
de maximo na figura ¢é estabelecida por qualquer quantidade de PLEO4). Este
coquetel proposto seria formado pelos outros fatores em valores fixos, PYC

100,00 pL, PC 200,00 pL e TRAMO1 200,00 pL. e o PLO06 de 100 pL.
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Figura 5.11 - Superficie de resposta da otimizagdo da atividade de Celulase total
em fungdo das variagdes dos volumes (uL) de extratos dos fungos PLO06 e PC.
A quantidade dos outros fatores (extratos dos fungos) foi fixada: PYC 100,00 pL,
TRAM 200,00 uL. e PLE04 200,00 pL.

Somente os graficos da Figura 5.5, 5.8 e 5.10 permitiram realizar
diminui¢des nos niveis, mantendo a atividade no maximo, enquanto os outros
graficos ndo ofereceram nas regides de maximo mudanga dos niveis dos fatores
para menores valores.

Como ndo ocorreu o aparecimento de nenhum ponto de cela ou uma
“dobra” na superficie dos graficos que pudesse indicar um ponto maximo,
conclui-se que os valores de maximo da otimizacdo estdo restritos aos niveis
estabelecidos de volume dos extratos testados.

A Figura 5.5 apresentou o coquetel minimo de enzimas (extratos) para a
maxima atividade de Celulase total, com 100,00 pL PYC; 100,00 pL PC; 100,00
uL PLO06; 100,00 uL PLEO4 e 200 uL. TRAMOLI.

Outros trabalhos mostram a viabilidade de se trabalhar com coquetéis,
pelo aumento nas atividades enzimaticas ou do nivel de hidrélise de biomassa
ligninocelulosicas.

Mayrink (2010), trabalhando com a producdo de coquetéis celulosicos
pela mistura de extratos brutos produzidos por Trichoderma sp. para
sacarificacdo da celulose, sendo os coquetéis enzimaticos C014 (T2T + T02),
C015 (T02 + T08), CO16 (T2T + T08) e CO17 (T02 + T2T + T08), sendo T2T,

T02 e TO8, os extratos obtidos do cultivo do Trichoderma sp em diferentes fontes
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de carbono. Na avaliacdo das atividades enzimaticas os coquetéis formados C15
e C16 apresentaram as maiores atividades de Endoglucanase ¢ FPAse em
comparacdo com os extratos. Todos os coquetéis apresentaram altos niveis de
atividade de Celobiase e B-glicosidase.

Na sacarificacdo da AVICEL os coquetéis foram estatisticamente iguais
aos extratos. Por outro lado, o coquetel CO17 apresentou velocidade trés vezes
maior, comparado ao extrato de maior producao de glicose. A autora concluiu
que houve uma complementa¢do de enzimas nos coquetéis. Provavelmente, isso
permitiu aumento do sinergismo enzimatico, de forma a melhorar o desempenho
durante a sacarificagdo da celulose (MAYRINK, 2010).

Narain et al. (2010) utilizaram diferentes misturas de extratos de fungos
do género Pleurotus sp. para degradacdo de parede celular de plantas. Os autores,
observaram que a hemicelulose apresentou os maiores niveis de degradacdo
sendo influenciada pelos coquetéis. Houve significativa redugdo de 13,6% na
hemicelulose, observada com o coquetel formado pelos extratos dos trés fungos
Pleurotus sp.. Os coquetéis formados pelas combinagdes de extratos de dois
fungos reduziram significativamente os teores de hemicelulose e celulose. O
coquetel formado pelos extratos de trés fungos foi o mais efetivo na degradacdo
entre todos os outros extratos utilizados.

A obtengdo de preparados com alta atividade celulolitica depende do
micro-organismo utilizado e do processo de produgdo das enzimas. O formulado
celulolitico ideal pode ser obtido pelo co-cultivo de linhagens superprodutoras
dos principais tipos de celulases (WEN et al., 2005) ou pela producdo isolada das
celulases e posterior mistura dos extratos purificados, em proporgdes pré-

otimizadas (LI et al., 2005).

5.5- CONCLUSAO
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Houve aumento na atividade de FPAse para os coquetéis formados pelos
complexos multi-celulases (extratos) dos cincos fungos juntos, em comparacdo
com os extratos de cada fungo isoladamente.

Através do DCCR, foi possivel obter um modelo quadratico significativo
para explicar as variagdes nas atividades em decorréncia dos diferentes niveis das
variaveis utilizadas.

Nos niveis testados ndo houve interacdo significativa entre os coquetéis
enzimaticos testados, mas com o efeito aditivo quadratico foi possivel determinar
niveis de maxima FPAse.

No processo de otimizacdo foi possivel estabelecer os niveis de maxima
atividade de FPAse e também gerar os graficos de superficie de resposta para
visualizar o comportamento entre dois extratos fingicos e a atividade de Celulase
total. A partir das superficies de resposta do grafico chegou ha uma formulagio
adequada ao coquetel minimo de extratos.

Assim, foi possivel dimensionar um coquetel minimo de enzimas
(extratos) para a maxima atividade de Celulase total, com 100,00 uL PYCO02;
100,00 puL PC; 100,00 uL. PLO06; 100,00 uL PLE04 ¢ 200 uL. TRAMOL.

6 - CONCLUSOES FINAIS E SUGESTOES DE TRABALHOS
FUTUROS
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O sorgo forrageiro BRS 655 apresenta-se como alternativa para produgao de
etanol de segunda geracdo, principalmente pelo baixo teor de lignina. O pré-
tratamento basico da palha do sorgo BRS 655 com 5% de NaOH,
1:15(biomassa:solugdo alcalina), por 15 minutos a 120 °C, ¢é suficiente para
proporcionar alta digestibilidade enzimatica. Nos proximos trabalhos deve se
avaliar também o bagaco do sorgo sacarino, material de grande potencial para o
etanol 2G, quanto as suas caracteristicas em relagdo a composicao
ligninoceluldsicas e os resultados na aplicagdo de pré-tratamentos e sacarificacao
enzimatica.

A palha de sorgo pode ser utilizada como substrato para geracdo de
celulases por fungos da podriddo branca em fermentacdo em estado solido, no
entanto, os niveis de atividades das enzimas foram abaixo dos obtidos por outros
fungos, possivelmente por se trabalhar com substrato ndo otimizado para as
condicdes de crescimento do fungo (pH, temperatura, umidade) e ndo
enriquecido com nitrogénio e ou minerais, sendo imprescindivel a realizacao de
um trabalho de otimizacdo da fermentacdo em estado solido da palha do sorgo
com esses fungos.

O fungo Pycnoporus sanguineus PYCO02 produz uma -glicosidase
termoestavel, a qual deve apresenta grande potencial biotecnologico. No futuro
pode se trabalhar com esse fungo para a produgdo dessa enzima em grande escala
para aplicacdes em sacarificagdo enzimatica, ou utilizar de ferramentas da
engenharia genética para clonar o gene responsavel pela produgdo dessa enzima
em bactérias, para maiores niveis de producdo, at¢ mesmo comercial.

Na sacarificagdo da palha e das polpas pré-tratadas, o destaque foi a polpa
bésica, com os maiores niveis de hidrélise para a maioria dos fungos, o que ja
havia sido conseguido na sacarificagdo por enzimas comerciais, o que justifica a
realizacdo de outros estudos desse pré-tratamento e sacarificacdo da palha de
sorgo BRS 655.

O complexo multi-celulases do fungo P. chrysosporium PC hidrolisou
cerca de 50% e 35% de biomassa das polpas basica e acida/deslignificada,
respectivamente, apos 72 h. de reagdo e com carga de 8 FPU/g de biomassa. Nas

mesmas condi¢des, a enzima comercial hidrolisou apenas 3% da polpa
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acida/deslignificada. A utilizagdo do extrato obtido desse fungo por fermentacao
em estado solido da palha deve ser concentrado a niveis elevados de FPU e
testado na sacarificagdo de diversos materiais ligninocelulosicos.

Houve aumento na atividade de FPAse para os coquetéis formados pelos
extratos dos cinco fungos juntos, em comparagdo com os extratos de cada fungo
isoladamente. O coquetel minimo de extratos de enzimas dos fungos da podridao
branca para a maxima atividade de Celulase total foi de 100,00 uL de PYCO02;
PC; PLO06; PLE0O4 ¢ 200 uL. de TRAMO1. O resultado dos coquetéis foi muito
relevante, mostrando que ha uma complementacdo enzimatica nos extratos que
deve ser mais estudada, e também deve se avaliar coquetéis de extratos

concentrados para a sacarificagdo de biomassa.
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