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RESUMO

Selecao de fungos capazes de hidrolisar bagago de
cana-de-agucar pré-tratado

O bagago de cana-de-agucar, um dos residuos gerados durante a produgao de
acucar, € composto basicamente por celulose (41 — 44 %), hemicelulose (25 — 27 %) e
lignina (20 — 22 %); cerca de dois tercos da energia existente na cana-de-agucar esta
contida no bagago e na palha. Diversos processos utilizam o bagago excedente, mas
principalmente para producédo de energia. No entanto, devido a grande quantidade de
bagaco e palha que ainda sobram no processo estes materiais podem ser utilizados
como fonte de celulose para obtencdo de etanol. Para tanto, se faz necessaria a
hidrolise do bagaco e da palha a fim de se obter um hidrolisado que possa ser
fermentado por leveduras industriais. A hidrolise do bagago pode ocorrer por explosao a
vapor, hidrélise quimica com acidos ou alcalis ou hidrdlise enzimatica entre outros
processos; a hidrolise quimica pode gerar compostos que sao inibidores do processo
fermentativo enquanto a hidrolise enzimatica € um processo bastante oneroso visto ndo
existir no Brasil a produgédo de enzimas para este fim. Por outro lado, se a hidrélise for
efetuada somente com o préprio fungo, o processo pode ser lento. Neste contexto, este
trabalho visou utilizar bagago de cana-de-agucar, pré-tratado por exploséo a vapor e
pré-tratado com acido como substrato para selecionar fungos capazes de hidrolisar o
bagaco a agucares potencialmente fermentaveis por leveduras industriais. Foram
realizados experimentos em uma etapa preliminar para selecionar dentre seis linhagens
de fungos o(s) mais apto(s) para produgdo de acgucares redutores. E, experimentos
fatoriais 22 para otimizagdo das condicdes de hidrdlise para os fungos selecionados na
etapa anterior. Os fungos Trichoderma reesei e Phanerochaete chrysosporium foram
selecionados para hidrolisar bagago moido pré-tratado por acido em cinco dias de
incubacdo. A analise de variancia (ANOVA) possibilitou gerar modelos validados e,
superficies de resposta para liberacdo de acucares redutores e hexoses na hidrdlise
pelos fungos selecionados. As superficies de resposta indicaram faixas 6timas de
temperatura e concentragdo de acido (32,19°C/1,09%) para liberacdo de agucares
redutores por T. reesei e, (32,6°C/1,06%) para P. chrysosporium.

Palavras-chave: Bagaco; Cana-de-acucar; Hidrolise; Enzima; Etanol; Acido; Fungo
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ABSTRACT

Selection of fungi able to hydrolyze bagasse sugar cane pre-treated

The bagasse from sugar cane, a waste generated during the production of sugar,
is composed primarily of cellulose (41 - 44%), hemicellulose (25 - 27%) and lignin (20 -
22%), about two thirds of energy in existing sugar cane is contained in the bagasse and
straw. Several processes using bagasse surplus, but mainly for energy production.
However, due to the large amount of bagasse and straw still left in these materials can
be used as a source of cellulose to obtain ethanol. Thus, it is necessary to hydrolysis of
bagasse and straw in order to obtain a hydrolyzate that can be fermented by yeast
industry. Hydrolysis of bagasse can occur for a steam explosion, hydrolysis with acid or
alkali chemical or enzymatic hydrolysis and other processes, the hydrolysis may
generate chemical compounds that are inhibitors of the fermentation process while the
enzymatic hydrolysis process is very costly as there is in Brazil the production of
enzymes for this purpose. Furthermore, if the hydrolysis is carried out only with the
fungus itself, the process can be slow. In this context, this work aimed to use crushed
sugar cane, pre-treated by steam explosion and pre-treated with acid as a substrate to
select fungi able to hydrolyze the bagasse potentially fermentable sugars for the yeast
industry. Experiments were carried out in a preliminary step to select among six strains
of fungi as suitable for production of reducing sugars. And, 22 factorial experiments to
optimize the conditions of hydrolysis for selected fungi in the previous step. The fungi
Trichoderma reesei and Phanerochaete chrysosporium were selected to hydrolyze
milled bagasse pre-treated by acid in five days of incubation. The analysis of variance
(ANOVA) allowed generate validated models and response surfaces for the release of
reducing sugars and hexose hydrolysis by the selected fungi. The areas of response
indicated bands optimum temperature and concentration of acid (32.19°C/1.09%) for
release of reducing sugars by T. reesei, and (32.6°C/1.06%) for P. chrysosporium.

Keywords: Bagasse; Sugar cane; Hydrolysis; Enzyme; Ethanol; Acid; Fungus
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1 INTRODUGAO

O bagaco e a palha de cana-de-agucar sao residuos gerados durante a produgao
de acucar e etanol. Devido as grandes quantidades produzidas, diversos estudos estao
sendo realizados visando a utilizagcdo deste excedente, como: co-geracdo de
eletricidade a partir de bagacgo, utilizagdo do bagago como ragdo animal, industria de
moveis, plasticos biodegradaveis (SEBRAE, 2005). Diversos destes processos
necessitam de uma modificagdo da biomassa vegetal para serem utilizados e varios
estudos estao sendo realizados neste sentido (MORAIS, CAMPANA FILHO, 1999).

Desde a criagdo do Programa Nacional do Alcool (Proalcool) em 1975, cujo
objetivo era incentivar a produgao de etanol usando como matéria-prima a cana-de-
agucar como opgao para reduzir as despesas causadas com a necessidade de importar
petroleo (TEIXEIRA et al., 1997); o Brasil, tecnologicamente, tem se destacado como o
pais mais avangado na producdo e no uso de etanol como combustivel, seguido pelos
EUA. Atualmente, a produgdo mundial de etanol é de, aproximadamente, 40 bilhdes de
litros; supde-se que cerca de 25 bilhdes de litros sejam utilizados para fins energéticos.
Na safra 2007/08 o Brasil produziu 494 milhdes de toneladas de cana com uma
producao de 31 milhdes de toneladas de agucar e 22 bilhdes de litros de etanol (UNICA,
2009). Em 2008 existiam 386 industrias em atividade, com 249 unidades mistas, isto &,
produzindo agucar e etanol, 122 destilarias produzindo somente etanol e 15 usinas
produzindo somente agucar (MAPA, 2009). O etanol é utilizado em mistura com
gasolina no Brasil, EUA, México, india, Argentina, Colémbia e no Japdo (ALCOOL-
ETANOL BRASILEIRO, 2006).

O uso de etanol como combustivel automotivo é de grande vantagem e levou a
eliminacdo de compostos de chumbo na gasolina, a redugédo das emissdes de CO, a
eliminacao de S (enxofre) e material particulado, e emissées de compostos organicos
menos téxicos e menos reativos fotoquimicamente (BIOTECH BRASIL, 2006).

Cerca de dois tergcos da energia existente na cana-de-agucar esta contida no
bagaco e na palha, e através do procedimento de hidrolise, seria possivel utiliza-la
(BIOTECH BRASIL, 2006).

Com o emprego dessa tecnologia o Brasil tem possibilidade de aumentar em

30% a sua produgao do combustivel liquido, e assim o aproveitamento da cana-de-
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acgucar seria quase total, sem necessidade de aumentar a area de plantio, favorecendo

toda a escala produtiva e, acima de tudo, preservando o meio ambiente, uma das
preocupacgdes de toda a sociedade (BIOTECH BRASIL, 2006).

1.1 Objetivo

1.1.1 Objetivo Geral

Este trabalho teve por objetivo selecionar fungos capazes de hidrolisar o

bagaco de cana-de-agucar utilizando bagago pré-tratado por explosao a vapor e bagago

moido pré-tratado com acido.

1.1.2 Objetivos Especificos

= Selecionar, entre os fungos Phanerochaete chrysosporium, Trichoderma reesei,

Pleurotus sajor-caju, Pleurotus ostreatus, Pleurotus eryngii e Aspergillus niger, o
mais apto a hidrolisar bagago de cana-de-agucar;

Comparar a liberagdo de agucares apés hidrélise por fungos de bagago moido
pré-tratado com acido ou bagago pré-tratado por explosao a vapor;

Determinar o menor tempo no qual os fungos liberem as maiores quantidades de
acgucares redutores no processo de hidrolise;

Determinar qual a melhor resposta da interacdo entre temperatura e
concentracdao de acido para a liberagao de acgucares redutores e hexoses no
processo de hidrdlise;

Caracterizar o bagac¢o de cana-de-agucar por microscopia de luz.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O bagaco de cana-de-agucar, obtido na saida do ultimo terno de moendas, é
aproveitado historicamente pelas usinas e outras unidades industriais como insumo
energético para produgcao de vapor e eletricidade mediante a queima em caldeiras. No
entanto, para cada trés toneladas de cana é gerada uma tonelada de bagaco,
quantidade mais que suficiente para que o bagacgo possa ser utilizado como matéria-
prima na obtencdo de outros produtos, como furfural, carvao ativado, produtos
moldados, alimentagdo animal e outros (SEBRAE, 2005).

Com a atual busca mundial por biocombustiveis a partir de fontes renovaveis, a
cana-de-agucar € uma das principais fontes de matéria-prima, nesse caso, para
producdo de etanol carburante, produto de grande demanda. Por isso, o bagagco de
cana-de-agucar pode ser uma alternativa para o aumento da producao do etanol sem a
necessidade de aumentar a area plantada de cana. No entanto, a producdo de etanol a
partir de bagaco envolve a hidrolise das fibras de celulose para obtengao de agucares
fermentesciveis.

Segundo Rossell (2006), cada tonelada de bagago de cana-de-agucar
hidrolisado pode resultar, potencialmente, em 186 litros de etanol, sendo 123 litros
obtidos da fermentacao das hexoses e 63 litros da fermentacao das pentoses.

2.1 Composicao das células vegetais

As células vegetais apresentam a parede celular como uma de suas mais
significativas caracteristicas. A parede celular é fundamentalmente formada por
microfibrilas de celulose, imersas em uma matriz contendo polissacarideos nao
celuldsicos, as hemiceluloses e pectinas. A microfilbrila de celulose tem de 10 a 25 nm
de didmetro, comprimento indeterminado e, 30 a 100 moléculas de celulose que se
unem paralelamente por meio de pontes de hidrogénio e mostram um arranjo ordenado
responsavel por sua cristalinidade e birrefringéncia (KRAUS et al, 2006).

Lignina € um polimero amorfo complexo composto de unidades fenilpropano (C9)
unidas por diferentes tipos de ligagdes. Essa irregularidade do polimero é consequéncia
do mecanismo de sua biossintese que € dado através do acoplamento de varias formas
de ressonancia de radicais livres (FENGEL, WEGENER, 1984). Os precursores diretos
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da lignina sdo trés alcodis conhecidos como Lignois, e derivam do acido chiquimico:
coniferil, sinapil e alcool p-cumaril (SCATENA, SCREMIN-DIAS, 2006). O crescimento
das moléculas de lignina ocorre nos espacgos entre as microfibrilas de celuloses e
cadeias de hemiceluloses na parede celular num processo conhecido como lignificagao
(GLAZER, NIKAIDO, 1995; NOGUEIRA, 1990).

A cana-de-agucar, da familia das gramineas, € uma monocotiledénea, portanto
sua anatomia apresenta vasos condutores distribuidos em feixes. Os feixes libero-
lenhosos se distribuem de maneira irregular e, encontram-se envolvidos por fibras de
esclerénquima. O xilema ou lenho €& constituido por células mortas, alongadas,
dispostas topo a topo em séries longitudinais formando colunas continuas ou tubos e
seu principal componente € a lignina. O tecido liberino, também designado floema ou
liber & constituido por células vivas parenquimatosas e seu principal componente é
celulose (APPEZATO-DA-GLORIA; CARMELLO-GUERREIRO, 2006).

2.2 Composigao do bagacgo de cana-de-agucar

Os materiais lignocelulésicos sao compostos por celulose, hemicelulose e lignina,
em diferentes concentracdes, dependendo do material analisado. A composi¢cao do
bagaco de cana-de-agucar, residuo lignocelulolitico gerado durante a producdo de
acucar e alcool tem sido analisado e estudado exaustivamente (Tabela 1).

Tabela 1- Composigéo centesimal de celulose, hemicelulose e lignina em bagago de cana-de-agucar sem

pré-tratamento

Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%) Referéncia
37 ND* 24,6 AGUIAR, MENEZES, 2000

32-48 19-24 23-32 BANERJEE, PANDEY, 2002
46,86 27,50 26,27 CANILHA et al., 2007
38,6 23 23 EERE, 2007
34,4 22,4 20,3 GOMES, 1985
54,55 26,75 10,44 PIETROBON, 2008
41-44 25-27 20-22 SEBRAE, 2005
43,8 25,8 22,1 ROCHA, 2009
46,6 25,2 20,7 ROSSEL, 2006

ND: nao determinado
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A analise de 50 amostras de bagaco de cana de agucar provenientes de diversas
procedéncias foi realizada por Rocha (2009), tendo sido obtido 43,8% de celulose,
25,8% de hemicelulose e 22,1% de lignina total. No entanto, segundo o Departamento
de Energia dos EUA o bagago de cana-de-agucar proveniente da variedade Saccharum
spp., @ mais utilizada no Brasil, possui 23% de lignina total, 23% de hemicelulose e
38,6% de celulose, o que origina glucanas (38,6%), xilanas (20,4%), arabinanas (1,7%)
e outras (menos que 1%) (EERE, 2007). Além de celulose, hemicelulose e lignina, o
bagaco de cana de agucar contém pequenas quantidades de outros compostos
classificados conjuntamente como componentes estranhos (SEBRAE, 2005).

Canilha et al. (2007) estudando bagaco in natura, através de analises por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, determinou as fragées dos agucares celobiose
(3,34%), glicose (46,20%), xilose (24,21%), arabinose (1,70%), e componentes como
hidroximetilfurfural (0,30%) e furfural (1,25%) no bagaco de cana-de-agucar.

Aguiar e Menezes (2000), em estudos com A. niger 1Z-9, determinaram as
fragbes de celulose (37%) e lignina (24,6%) em bagago de cana-de-agucar sem
tratamento. Enquanto o bagacgo pré-tratado por NaOH 4% apresentou 60,5 % de
celulose e 10,7% de lignina, o bagaco pré-tratado por NaOH 4%, acido fosférico e vapor
resultou em teores de 66,5% de celulose e 10% de lignina.

Gomes (1985) determinou teores de 34,4% de celulose, 22,4% de hemicelulose
e 20,3% de lignina em bagago seco e moido, sem pré-tratamento. Em bagago pré-
tratado por hidroxido de sédio (NaOH 4%), os teores obtidos foram 5,9% de celulose,
25,2% de hemicelulose e 12,7% de lignina na fragdo soluvel resultante do pré-
tratamento alcalino e, 37,2% de celulose, 11% de hemicelulose e 24,8% de lignina na
fragéo insoluvel. Em bagago pré-tratado por exploséo a vapor, os teores apresentados
foram: 0% de celulose, 39% de hemicelulose, 3,1% de lignina na fragédo soluvel e, 52%
de celulose, 15,7% de hemicelulose e 22,3% de lignina na fragao insoluvel do pré-
tratamento &cido.

Pietrobon (2008) apresentou resultados de teores de 54,55% de celulose,
26,75% de hemicelulose e 10,44% de lignina em bagago de cana-de-agucar sem pre-
tratamento. Em bagaco pré-tratado por acido sulfurico (0,5%) os teores obtidos foram
69,77% de celulose, 2,24% de hemicelulose e 17,61% de lignina, enquanto o bagaco
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pré-tratado por hidroxido de calcio (3%) apresentou teores de 62,38%, 12,50% e 9,96%
para celulose, hemicelulose e lignina, respectivamente.

A celulose, principal componente da parede celular da fibra, € um polissacarideo
linear, constituido por um unico tipo de agucar (homopolimero), ou seja, unidades de
glicose unidas por ligagdes a(1-4). A celulose esta localizada nas paredes das fibras,
sendo que uma parte apresenta-se na forma amorfa e a outra (maior parte) na forma
cristalina. Sua férmula molecular bruta € (CsH1005)n, onde n representa o numero de
moléculas de glicose (meros) que compdéem a cadeia e pode assumir um valor de até
15.000 unidades (SCATENA, SCREMIN-DIAS, 2006). O valor de n tem uma relagéo
direta com o grau de polimerizagdo da celulose e este por sua vez, com a resisténcia
fisica da mesma. As hemiceluloses também sio polissacarideos, porém diferem da
celulose por serem constituidas de varios tipos de acgucar (heteropolimero), além de
serem polimeros ramificados e de cadeia mais curta de baixa massa molecular,
intimamente ligados com a propria celulose. Dentre estes agucares estdo: xilose,
manose, arabinose, galactose e outros. A lignina é um polimero amorfo, de composigao
quimica complexa, que confere firmeza e rigidez ao conjunto de celulose. Apresenta
natureza aromatica predominante, € insoluvel em agua e muito resistente a reagao
quimica devido ao seu elevado peso molecular (BETINI, 2006; CELULOSE ONLINE,
2007; COELHO, NASCIMENTO, 2008).

A celulose contém duas fragbes: uma amorfa (facilmente hidrolisavel) e, outra
cristalina (muito resistente a hidrdlise). Isto faz com que este tipo de material necessite
de pré-tratamento, com acido diluido (~2%) ou exploséo a vapor para o aproveitamento
eficiente de materiais lignocelulosicos (OLIVERIO, HILST, 2004).

As hemiceluloses também sao polissacarideos, porém diferem da celulose por
serem constituidas de varios tipos de acgucar, além de serem polimeros ramificados e
de cadeia mais curta de baixa massa molecular, intimamente ligados com a prépria
celulose. Dentre estes agucares estdo: xilose, manose, arabinose, galactose e outros. A
lignina € um polimero amorfo, de composigdo quimica complexa, que confere firmeza e
rigidez ao conjunto de celulose. Apresenta natureza aromatica predominante, é
insoluvel em agua e muito resistente a reagdo quimica devido ao seu elevado peso
molecular (BETINI, 2006; CELULOSE online, 2007).
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2.3 Hidrélise do material lignocelulésico

A utilizagdo da glicose proveniente de materiais lignoceluldsicos ocorre apds a
hidrélise da celulose. Diversos processos de hidrélise estdo sendo estudados e
empregados em nivel de pesquisa quanto em escala industrial para fins diversos.

A hidrdlise (sacarificagdo) quebra as ligagdes por pontes de hidrogénio nas
fracbes de hemicelulose e de celulose em seus componentes do agucar: pentoses e
hexoses. Estes acucares podem entdo ser fermentados a etanol. No entanto, em muitos
casos, um pre-tratamento se faz necessario, este se refere a solubilizacdo e a
separacdo de um ou mais componentes principais da biomassa - hemicelulose,
celulose, lignina e extrativos - para permitir que a biomassa sélida remanescente esteja
mais acessivel a um tratamento quimico ou bioldgico.

Existem varios métodos disponiveis de pré-tratamento ou combinagdes de
métodos. O pré-tratamento fisico quebra o tamanho das fibras pela moagem ou
processamento aquoso/vapor. O pré-tratamento fisico usado geralmente pelos
produtores de milho para produgao de etanol é a moagem, o que reduz o tamanho da
semente do milho, facilitando a hidrélise enzimatica. Os métodos usados para materiais
celulésicos requerem preé-tratamentos fisicos muito mais intensos tais como a explosao
a vapor (GRAF; KOEHLER, 2000).

Os métodos quimicos mais utilizados: acido diluido, alcali, solvente organico,
amonia, dioxido de enxofre, dioxido de carbono ou outros produtos quimicos para gerar
uma biomassa mais digerivel pelas enzimas. Os pré-tratamentos biolégicos sao usados
as vezes em combinagao com tratamentos quimicos para solubilizar a lignina a fim de
deixar a celulose mais acessivel a hidrdlise e a fermentacdo (GRAF, KOEHLER, 2000).
Dos métodos quimicos, o hidréxido de soédio € um dos mais estudados (GOMES, 1985;
MARTIN et al., 2007b; PIETROBON, 2008). Sua aplicagdo resulta na quebra da
estrutura da lignina, hidratacdo e inchamento da celulose e redugdo do grau de
cristalinidade, aumentando a digestibilidade do material celuldsico.

Pietrobon (2008) realizou a hidrélise de bagago de cana-de-agucar pré tratado
por acido ou por alcali, utilizando enzimas comerciais. E, verificou que a hidroélise
enzimatica em bagaco pré-tratado por acido foi quase duas vezes superior ao pré-

tratamento alcalino e, seis vezes maior quando comparado ao bagago sem pre-
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tratamento (controle). Isto confirma a importancia do pré-tratamento do bagaco no
processo de hidrdlise enzimatica.

Martin et al. (2008), realizaram experimentos de hidrélise em uma mistura de
trevo e azevém com fermentacido simultadnea para conversao dos agucares em etanol.
Avaliaram condi¢des de temperatura (175 — 195°C) e de presséao (0,3 — 1,2 MPa) para
identificar e quantificar os componentes das fracdes sdélida e liquida deste material e o
potencial de conversao enzimatica. A oxidagdo umida (WO) tem sido utilizada com
sucesso para hidrolisar diversos materiais lignocelulésicos tais como: palha de trigo
(BJERRE et al. 1996; KLINKE et al.,, 2002), palha de milho (VARGA et al., 2003),
residuos domésticos organicos (LISSENS et al., 2004), bagagco de cana-de-agucar
(MARTIN et al., 2006, 2007a), mandioca, palha de arroz e amendoim (MARTIN,
THOMSEN, 2007d).

Dentre os diversos métodos para hidrolise da celulose foram utilizados neste
estudo os processos para hidrolisar o bagago de cana: explosao a vapor, acido diluido e
fungos. Estes estdo detalhados a seguir.

2.3.1 Hidrolise por explosao a vapor

A explosao a vapor € um método de pré-tratamento de grande interesse atual
(MARTIN et al., 2007b). Este processo modifica fisica e quimicamente os residuos
lignocelulésicos, permitindo o fracionamento nos trés principais polimeros que o0s
constituem: hemicelulose, que permanece no hidrolisado, a lignina, que pode ser
separada com metanol, etanol ou hidréxido de sodio (NaOH) e, a celulose, encontrada
na porc¢ao insoluvel (GOMES, 1985). Este pré-tratamento pode ser realizado utilizando
diferentes temperaturas e tempos. Quanto mais tempo e temperatura forem aplicados
ao bagaco maior é o rendimento em acgucares redutores, no entanto, maior sera
também a formacao de compostos como furfural e 5-hidroximetilfurfural (HMF) que sao
inibidores da fermentacdo (MARTIN et al., 2007c). Gomes (1985) utilizando altas
temperaturas (185-260°C) observou a formagédo de acido acético a partir de grupos
acetil termolabeis presentes na hemicelulose, que catalisa a hidrélise da hemicelulose e
sua solubilizagcdo em agua. Por outro lado, se a explosdo a vapor é realizada a altas

pressdes, seguida de rapida descompressao através de orificio e da remogéao da lignina
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com alcalis ou alcool, o residuo é altamente suscetivel a hidrdlise enzimatica por
enzimas celuloliticas (CUNHA, 1999).

Apesar da explosao a vapor ser considerada o mais eficiente entre os métodos
de pré-tratamento do bagago de cana-de-agucar pesquisados, pode ocorrer durante
este processo a formagdo de compostos que podem afetar negativamente a
fermentabilidade dos hidrolisados. Cunha (1999) verificado que no processo de
explosdo a vapor sao produzidas substancias inibidoras da B-glicosidase, do complexo
de celulases do Trichoderma reesei e, também inibem o crescimento de alguns
microrganismos fermentadores, tais como Saccharomyces cerevisiae, Zymomonas
mobilis e Klebsiella pneumonia.

Rodrigues-Zuiiga et al. (2008) avaliaram a produgéo de celulases e xilanases de
Aspergillus niger, utilizando como substrato bagago de cana-de-agucar in natura e
quimicamente tratado mediante os processos de explosdao a vapor e hidrdlise acida e
alcalina. Verificaram que os melhores resultados foram obtidos com o bagago pré-
tratado por explosdo a vapor, e que a geragao de inibidores como furfural e
hidroximetilfurfural pode ser a causa da baixa produtividade enzimatica no bagaco pré-
tratado por acido e alcali.

Domingues et al. (2008) realizaram experimentos de hidrolise de bagacgo de
cana-de-agucar pré-tratado por explosdo a vapor, nos quais compararam enzimas
comerciais e enzimas de T. reesei obtidas por fermentacdo em estado sélido (FES).
Observaram maior concentragdo de acgucares redutores totais (ART) e glicose no
bagaco hidrolisado pelas enzimas obtidas de T. reesei por FES em comparagao com as
enzimas comerciais.

Olivieri et al. (2008) hidrolisaram enzimaticamente diferentes materiais
lignoceluldsicos previamente tratados por metodologias distintas. Os resultados para a
hidrélise do bagago de cana-de-agucar indicaram que o pré-tratamento por exploséo a
vapor em presencga de um catalisador acido resultou em 88% de hidrdlise da celulose.
Rendimentos inferiores foram observados para o bagago pré-tratado por explosao a
vapor sem catalisador (55%) e para as amostras sem tratamento (12%). Resultados
equivalentes foram obtidos para a hidrélise de eucalipto, em que as amostras com
granulometria entre 20 e 100 ym apresentaram rendimentos de 88% e, amostras de

pinus, com granulometria entre 30 e 45 mesh apresentaram rendimentos de 10%.
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Observaram que as condi¢cdes especificas de moagem apresentaram resultados tao
eficientes quanto a explosao a vapor em presenca de catalisador acido. Verificaram
aumento no rendimento de hidrélise com a diminuicdo do tamanho da particula do
bagaco e da madeira.

Pitarelo et al. (2008) estudaram o efeito do acido fosférico sobre o pré-tratamento
a vapor do bagaco de cana-de-agucar e sua suscetibilidade a hidrolise enzimatica. O
pré-tratamento por explosdo a vapor se revelou eficiente para aumentar a bioconversao
de materiais lignoceluldsicos, sendo que a utilizagdo de um catalisador acido aumenta a
recuperacao total das fragcdes pré-tratadas, assim como a suscetibilidade dos residuos
insoluveis a hidrélise enzimatica. Neste estudo, o bagago pré-tratado por exploséo a
vapor catalisado por acido fosférico se apresentou mais acessivel a hidrolise enzimatica

com rendimento de 80% para a sacarificagao da celulose em 8 horas de reagéo.

2.3.2 Hidrodlise acida

A hidrdlise de biomassa por acido diluido é, de longe, a tecnologia mais antiga
para converter biomassa em etanol. A hidrélise de materiais celulésicos para obtencao
de etanol vem sendo estudada desde 1819 quando Braconnot descobriu que solucdes
acidas eram capazes de dissolver a celulose com a posterior conversdao dos
polissacarideos em acucares. Suas experiéncias eram conduzidas com acido sulfurico
95% a frio num primeiro estagio e, em seguida com &cido sulfurico diluido a quente
(COLETANEA, 1981).

O primeiro processo comercial para producédo de etanol a partir de madeira foi
feito na Alemanha em 1898. Este processo envolveu o uso de acido diluido para
hidrolisar a celulose para glicose, e foi capaz de produzir 76 litros de etanol por tonelada
de residuos de madeira. Os alemées logo desenvolveram um processo industrial
otimizado para render cerca de 190 litros por tonelada de biomassa. Este processo logo
encontrou caminho para os Estados Unidos, resultando em duas plantas comerciais
operando no sul durante a | Guerra Mundial. Estas plantas usavam o que foi chamado
de "O Processo Americano" — hidrolise com acido sulfurico diluido em um estagio.
Embora os rendimentos fossem metade daquele obtido com o processo alemao original

(95 litros de etanol), os beneficios do processo americano foram maiores. Uma queda
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na producido de madeira forgou o fechamento das plantas apds o final da | Guerra
Mundial. Enquanto isto, uma pequena, mas constante pesquisa sobre hidrolise com
acido diluido continuou nos USDA's Forest Products Laboratory (EERE, 2007).

Mas, foi durante a Segunda Guerra Mundial que o processo aconteceu em
escala industrial utilizando a madeira como substrato. Apds a guerra as pesquisas
cessaram, somente sendo retomadas na década de 70, devido a crise mundial do
petroleo. Em varios paises foram feitas tentativas de se obter em escala industrial o
etanol a partir de materiais lignocelulésicos. No entanto, todos os processos se
mostraram onerosos ou ineficientes na conversdao da biomassa em agucares
fermentesciveis (COLETANEA, 1981).

Dentre os processos pesquisados estdo os que utilizavam acido concentrado
(80%) e os processos que utilizavam &cido diluido (0,4-0,5%). Os processos com acido
sulfurico concentrado apresentavam vantagens como alto rendimento em etanol e a
possivel recuperacado do acido e de produtos derivados da hidrélise como o furfural,
mas desvantagens como o0 enorme gasto energético e o alto consumo de acido e de
sulfato de calcio (para a neutralizagdo), eram limitantes para a adogao do processo em
escala industrial (SAVARD, 1962).

Por tudo isto, os processos com acido diluido foram os mais pesquisados. Na
Franca, foram desenvolvidos dois processos utilizando acido sulfurico diluido- Junien e
Meunier- e um processo com acido cloridrico diluido- Melle-Boinot. Este consistia em
quatro ataques sucessivos da matéria lignocelulésica em condigdes crescentes de
temperatura e pressédo. A biomassa era atacada pelo acido (0,4%) numa autoclave (5
kg/cm?) durante 15 minutos, sendo o hidrolisado esgotado a cada novo ataque. Por fim,
quatro hidrolisados eram obtidos podendo ser reunidos para fermentagcdo. Dos
processos utilizando acido diluido, apenas o Scholler e o Madison foram operados
industrialmente. No processo Scholler a percolagdo era realizada em bateladas
consecutivas até que a concentragao de agucares baixasse a niveis determinados. No
processo Madison, a hidrélise passou a ser realizada por percolagao continua, o que
diminuiu o tempo de digestdo e o gasto energético, a decomposigao do agucar formado
foi menor, pois ficava menos tempo em contato com o acido, o que resultou em maior
rendimento em etanol (SAVARD, 1962).
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Martin et al. (2007c) investigaram o pré-tratamento com acido diluido na hidrolise
de bagaco de cana-de-agucar, cascas de arroz, cascas de amendoim e caules de
mandioca. Identificaram agucares redutores como xilose, glicose, arabinose e galactose
em todos os hidrolisados, enquanto que manose foi encontrada apenas nos
hidrolisados de cascas de amendoim e caules de mandioca. As hemicelulases atingiram
alto grau de hidrolise e, altas concentragbes de glicose foram encontradas nos
hidrolisados de casca de arroz, provavelmente, devido a hidrélise do amido do grédo que
permaneceu aderido a casca. Cascas de amendoim e caules de mandioca renderam
baixas quantidades de agucares redutores, indicando que as condigcdes nido foram
severas o suficiente para hidrolisar as hemiceluloses nestes materiais. Todos os
hidrolisados foram facilmente fermentados por Saccharomyces cerevisiae. O acido
diluido aumentou em 2,7 a 3,7 vezes a agao da enzima no bagago de cana-de-agucar.

No entanto, durante a hidrélise acida, compostos inibidores de fermentagdo sao
formados, como compostos aromaticos, principalmente fendlicos, furaldeidos como
furfural e hidroximetilfurfural, acidos alifaticos (férmico, levulinico, acético) (MARTIN et
al.,, 2007c). Remover ou diluir estes compostos melhora a fermentabilidade dos
hidrolisados. Varios métodos de detoxificacdo tém sido descritos e os efeitos na
composicdo quimica dos hidrolisados lignocelulésicos tém sido investigados (MARTIN
et al., 2007c).

Segundo Rossell (2006), os esforgos tém sido concentrados na fase do pré-
tratamento ou hidrdlise, e a questdo da remocdo dos compostos inibidores da
fermentagao tem sido relegada.

Considerando que os custos de manipulacdo da matéria-prima, produtos
quimicos e necessidades energéticas sao altos, devem ser realizados esforgos para
utilizacdo completa de todas as fragées da matéria celuldsica, principalmente da lignina,
que representa cerca de 20% da matéria seca. A lignina dificulta o processo de hidrélise
e sua quebra por via acida libera compostos nocivos para a fermentagao como o furfural
(FINGERUT, 2007).

Apesar disto, diversos autores propdem diferentes concentragcdes de acido para
hidrolisar o bagago (TORGET et al., 2000; MARTIN et al., 2007b, 2007c).

Uma alternativa para que a lignina seja degradada sem a formacédo destes

compostos é a via enzimatica, onde o fungo produz a enzima que quebra a lignina por
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rota diferente da acida, resultando em compostos n&o inibidores da fermentacao.

Diferentes estratégias estdo sendo estudadas para a produgao de etanol a partir
de materiais lignoceluldsicos: hidrélise e fermentacdo em separado — € a concepgao
tradicional, na qual a hidrolise da celulose, apd6s o pré-tratamento do material
lignoceluldsico, ocorre antes da fermentagdo. Nesse processo, conhecido como SHF-
Separated Hydrolysis and Fermentation, pode ocorrer a inibigdo parcial das celulases
pelo acumulo de celobiose (DRISSEN et al., 2009); sacarificagcdo e fermentagao
simultdneas — a hidrolise enzimatica de celulose e a fermentacdo ocorrem
simultaneamente. Os agucares resultantes da hidrolise da celulose sao fermentados por
leveduras comerciais evitando a inibicdo das enzimas lignoceluloliticas. No entanto, as
condicdes ideais para a agcdo das enzimas ndo sao as mesmas necessarias para os
microrganismos fermentadores. Estudos tém sido feitos para que se consiga enzimas
que atuem nas mesmas condicdes de pH e temperatura da fermentagao alcodlica. Este
processo €& conhecido por SSF — Simultaneous Saccarification and Fermentation
(DRISSEN et al.,2009).

2.3.3 Hidrolise enzimatica

A utilizacdo de enzimas para o processamento de biomassa para etanol é
relativamente recente. Enquanto a quimica de obtencdo de acucares a partir de
madeira tem em torno de dois séculos de pesquisa e desenvolvimento e 100 anos de
desenvolvimento de processos, as enzimas para hidrélise enzimatica somente contam
com 50 anos de esforgos sérios.

A hidrdlise da celulose pelos fungos (CARLILE; WATKINSON, 1994; GRIFFIN,
1994; PAPAGIANNI, 2004) se da através de enzimas conhecidas como celulases.
Assim, sdo produzidos acgucares, fonte basica de energia para os fungos, por
degradagdo de parte das fibras de celulose. As celulases podem diminuir o
comprimento e o didmetro das fibras de celulose. Um ataque fungico preliminar facilita a
abertura das fibras da madeira por métodos mecanicos (SACHS et al., 1990). A
producao de celulases pelos fungos é lenta, porém de custo potencialmente baixo.

Somente apds a Segunda Guerra Mundial foi identificado que um dos mais
importantes organismos produtores de celulases era o Trichoderma reesei. Entretanto,
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apenas na metade da década de 60 foi descoberto que preparacbes de enzimas
extracelulares poderiam ser obtidas preferencialmente por T. reesei (EERE, 2007).

O maior desafio para a tecnologia do etanol de segunda geragao é a redugéao
dos custos de producdo do complexo enzimatico, cujo problema pode ser resolvido com
a disponibilidade de variantes genéticos, ou através da modificagdo do processo
fermentativo, ou ambos. Segundo Pozzan et al. (2008), uma linhagem que apresenta
potencial para hidrdlise de materiais lignocelulésicos € a 9A02S1 de Penicillium
echinulatum, que foi obtida por mutagénese selecionada em placa de Petri. Custos e
rapidez sdo fatores fundamentais quando se trata de problemas dessa ordem de
grandeza. O programa norte-americano do alcool inclui o desenvolvimento de novos
fungos por engenharia genética para que a eficiéncia na producdo de celulases seja
aumentada (EERE, 2007).

No caso do bagaco, que possui aproximadamente 40% de celulose, a hidrdlise
pode ser realizada por enzimas produzidas por fungos especificos. Os organismos mais
efetivos na biodegradagao dos materiais lignoceluldsicos na natureza sédo os fungos de
decomposicdo branca e os de decomposicdo parda. A grande maioria desses
organismos pertence a classe Basidiomycota, sendo que ascomicetos e os fungos
mitosporicos normalmente sao classificados como fungos de decomposi¢cdo branca
(podem degradar lignina e polissacarideos, porém em velocidades muito baixas)
(FERRAZ et al., 1991; FERRAZ; DURAN, 1995; RODRIGUEZ et al., 1997).

Dentre estes decompositores, temos os basidiomicetos Phanerochaete
chrysosporium, Pleurotus sajor-caju, Pleurotus ostreatus e Pleurotus eryngii que séo
considerados fungos de podriddo branca e seu mecanismo de decomposi¢cao envolve
as enzimas lignina peroxidases (LiPs), as manganés peroxidases (MnPs) e as lacases
(BOGAN; LAMAR, 1996), o que, segundo Matheus e Okino (1998), os tornam capazes
de utilizar fontes complexas de carbono, sendo assim responsaveis pela degradacgéo da
celulose, hemicelulose e lignina em moléculas menores até CO, e H,O. Outro fungo
bastante usado é o ascomiceto Aspergillus niger, que possui a capacidade de degradar
a celulose transformando-a através da acdo do complexo celulolitico e hemicelulolitico
(AGUIAR; MENEZES, 2000; BETINI, 2006).

Tais fungos decompositores possuem enzimas que atuam de forma cooperativa,

causando hidrolise completa de celulose até glicose. As endoglucanases rompem a
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molécula de celulose ao acaso e liberam fragmentos menores que servem de substrato
para as exo-glucanases. As exo-glucanases hidrolisam, pelas pontas, os fragmentos de
menor massa molecular e as [B-glicosidases hidrolisam a celobiose até glicose
(FERRAZ, 2004).

Ha séculos os fungos filamentosos vém sendo utilizados pela humanidade na
producdo de alimentos, bebidas e farmacos. Entretanto, a exploracdo do imenso
potencial desses microrganismos como produtores de uma vasta gama de enzimas
extracelulares de aplicagdo industrial (catalases, amilases, celulases, xilanases,
peroxidases, invertases, pectinases, queratinases, lipases e proteases, entre outras)
somente se tornou possivel com o avango do conhecimento de sua fisiologia,
bioquimica e genética. Torres et al. (2008) apontam para o potencial de aplicagéo
industrial de diversas espécies entre elas Aspergillus niger e Trichoderma reesei.

As etapas envolvidas na degradagao microbiana da celulose ainda nao estao
totalmente esclarecidas, mas ja se sabe que sdo produzidas como um sistema multi-
enzimatico, compreendendo basicamente trés enzimas que agem sinergisticamente na
hidrolise da celulose: as endoglucanases, que clivam randomicamente o polimero de
celulose, alterando rapidamente seu grau de polimerizagao, as celobiohidrolases, que
hidrolisam o polimero nos terminais nao-redutores, liberando celobiose, e as celobiases
(B-gicosidase), que sao responsaveis pela clivagem de cadeias pequenas, tanto de
celooligossacarideos a celobiose, até glicose, que podera entdo ser utilizada nas
diversas vias metabdlicas do microrganismo (GARCIA-CAMPAYO, 1990 apud
COELHO; NASCIMENTO, 2008).

A producéo de celulases por fungos é amplamente disseminada na natureza,
incluindo uma grande variedade de espécies dos fungos do género Trichoderma,
Penicillium e Aspergillus. As celulases vém sendo alvo frequente de pesquisas desde a
década de 1950, quando Elwin Reese publicou diversos trabalhos utilizando o fungo
Trichoderma viride, que teve sua classificacdo alterada para T. reesei, em sua
homenagem. A cepa selvagem T. reesei QM6a, isolada em 1951 por Reese, produzia
um sistema de celulases ativo, capaz de hidrolisar a celulose cristalina completamente.
No entanto, a quantidade de celulases produzidas por essa cepa era insuficiente para o

uso industrial. Por isso, trabalhos envolvendo mutagénese foram desenvolvidos para a
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obtengcdo de cepas com alta capacidade de produzir e excretar celulases (RYU;
MANDELS, 1980).

O fungo T. reesei €, provavelmente, o microrganismo cujo sistema celulolitico foi
mais investigado entre os fungos filamentosos, juntamente com Aspergillus, devido ao
seu grande potencial de aplicagdo industrial. Entretanto, as preparagcbes enzimaticas
brutas provenientes deste fungo apresentam um desbalanceamento entre as atividades
FPase e CMCase com relagdo a atividade de [(-glicosidase, ja que a producéo de [3-
glicosidase nas culturas de Trichoderma é baixa. Assim sendo, as preparagbes de
celulases de Trichoderma devem ser suplementadas com B-glicosidases produzidas por
fungos do género Aspergillus (GHOSH; GHOSH, 1992).

De acordo com Priest (1983) citado por Pietrobon (2008), as enzimas
extracelulares podem ser induzidas, parcialmente induzidas ou constitutivas (enzima
produzida constantemente, sob qualquer condigao fisioldégica). Compostos de baixo
peso molecular sdo capazes de induzir a produgdo de uma determinada enzima. E o
caso da sintese do complexo enzimatico da celulase por T. reesei que € induzida pela
presenca de celulose. Enquanto a celobiose e celobiopentose sao considerados
indutores pobres, a soforose (p-1,2 dissacarideo de glicose), que apresenta uma
hidrélise mais lenta, € considerada um efetivo indutor do complexo enzimatico das
celulases.

O sistema celulolitico da maioria das linhagens selvagens de T. reesei precisa
ser induzido pela presengca do substrato, sendo também suscetivel a repressao
catabdlica em presenca de fontes de carbono de facil metabolizagdo, como glicose.
Embora a celobiose seja citada como indutor de celulases, a soforose, um dissacarideo
de glicose, mesmo presente em baixas concentragdes, é capaz de induzir a produgao
de celulases em niveis superiores com relagado a indugcédo observada pela celobiose. A
lactose, utilizada como substrato industrial para producao de celulases, foi citada como
indutora (MANDELS et al., 1962 apud BON et al., 2008).

Segundo Vitti (1988) citado por Aguiar e Menezes (2000), agucares como
glicose, sacarose, maltose e arabinose n&o induzem a formacgao de celulase total por
Aspergillus fumigatus. Altos niveis da enzima celulolitica foram observados quando

celulose insoluvel foi usada como fonte de carbono.
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A regulacao por glicose da produgédo de enzimas extracelulares tem sido muito
estudada e € bem conhecido o efeito repressor deste agucar na producido de varias
enzimas como celulases, amilases e invertase. Recentemente, a regulagdo por
nitrogénio passou a despertar interesse devido ao efeito negativo do sulfato de amdnio
na produgdo de algumas enzimas como ligninases, peroxidases e particularmente
glicoamilase produzida por Aspergillus awamori (BON; WEBB, 1993 apud BON et al.,
2008). Fontes de nitrogénio chamadas de preferenciais, ricas ou de facil metabolismo,
como o ion amédnio, a glutamina, a asparagina e a mistura de aminoacidos e peptideos
presentes na peptona e em outros concentrados proteicos comerciais, sdo repressoras
da producdo de diversas enzimas. Ao contrario, prolina e uréia, ornitina e alantoina,
entre outros, chamadas de fatores nao preferenciais, pobres ou de dificil metabolismo,
sao fontes de nitrogénio nao repressoras e, portanto, o seu uso favorece, em geral, a
producao de enzimas (ADRIO, 2003).

Segundo Lopes et al. (2008), que estudaram a produgcédo de celulases por
Trichoderma em bagaco de cana-de-agucar, a presenga de glicose resultante da
hidrélise do bagaco pode inibir a atividade enzimatica deste fungo. Isto explicaria em
parte, a constancia do valor da atividade enzimatica de 0,042 Ul nos periodos de 72, 86
e 120 horas.

Flutuagdes nas atividades enzimaticas durante o crescimento de um fungo
podem ser devidas a diversos fatores como: variagdo do pH pode causar inativagao de
algumas enzimas e estimular a secreg¢ao de outras; algumas formas de enzimas podem
sofrer ataque proteolitico preferencial; durante o crescimento do fungo estas enzimas
podem ser adsorvidas pelos substratos insoluveis e serem liberadas apds a exaustao
da celulose (SILVA et al., 2007).

Indutores da sintese de celulases incluem celulose, derivados de celulose,
celobiose, soforose e lactose. A resposta das células fungicas aos diferentes indutores
varia dependendo da concentragao e tipo de indutor (GONG; TSAO, 1975 apud
AGUIAR, MENEZES, 2000).

Segundo Pandey (1992), uma cultura de A. niger pode produzir cerca de vinte
tipos diferentes de enzimas tais como celulases, xilanases, poligacturonase, a-
galactosidase, a-amilase, glucoamilase, B-glucosidase, protease acida, e, a enzima

produzida depende do tipo de substrato da hidrdlise.
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Segundo Menezes et al. (1991) citados por Aguiar e Menezes (2000), a atividade
celulolitica de linhagens fungicas, como A. niger, desenvolvidas em bagago de cana-de-
acucar foi superior as cultivadas em carboximetilcelulose e papel de filtro. Estes autores
sugeriram que estas linhagens produzem a fragdo exoglucanase, uma vez que o
bagaco é uma celulose in natura e nao havia recebido qualquer tratamento quimico, o
que exigiria acdo da fracdo pré-hidrolitica da exoglucanase antes de ser hidrolisada
pelas outras fragdes endoglucanase e B-glicosidase.

Menezes et al. (2007) identificaram os agucares produzidos na hidrélise de farelo
de arroz por Pleurotus sp. que foram glicose, frutose, celobiose, maltose, xilose e
arabinose. Estes autores mostraram o seguinte perfil do hidrolisado para a degradagao
da matriz celulosica: avicelase (0,09 U/mL), carboximetilcelulase (0,07 U/mL), B-
glicosidase (0,62 U/mL), lacase (1,60 U/L), manganés peroxidase (16,32 U/L) e xilanase
(0,40 U/mL). Ainda, trés classes de enzimas estdo envolvidas na biodegradacao da
celulose em glucossacarideos. As celobiohidrolases, que liberam celobiose de celulose
microcristalina. As B-glicosidases que degradam os oligossacarideos em glicose. Todas
estas classes de enzimas tém sido frequentemente identificadas na maioria dos fungos.

ABD-EL-NASSER et al. (1997) citados por Aguiar e Menezes (2000), testaram
Phanerochaete chrysosporium e Coriolus versicolor quanto a sua capacidade de
produzir xilanase e celulase em residuos agricolas: bagago de cana-de-agucar tratado e
nao tratado, palha de trigo, espigas de milho, cascas de arroz e celulose em pdé.
Observaram que bagago de cana-de-agucar tratado, palha de trigo e espigas de milho
promoveram maior inducao enzimatica.

Lacase e manganés peroxidase foram as principais enzimas oxidativas
encontradas nos hidrolisados do residuo de laranja. A producdo de lacase (56 U/g
substrato) foi maior no substrato com umidade inicial de 85%. A produgcdo de manganés
peroxidase (6,5 U/g substrato), ndo foi afetada pela variagdo da umidade. O mesmo
ocorreu com as enzimas xilanase, endoglucanase, [-xilosidase e [-glicosidase.
Segundo estes autores, Pleurotus ssp. exibem baixas atividades xilanoliticas e
celuloliticas durante o estagio anamorfico de desenvolvimento, pois crescem,
principalmente, em substratos altamente lignificados como a madeira e serragem, além
de produzirem enzimas ligadas a polimerizagdo da lignina (ALEXANDRINO et al.,
2007).
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Alexandrino et al. (2007) observaram que o fungo Pleurotus utilizou ativamente
os acucares redutores como fonte de carbono nos primeiros cinco dias, mas que apos
este periodo, a quantidade de agucares redutores permaneceu constante, sugerindo
que os acgucares estivessem sendo produzidos a partir da hidrélise dos polissacarideos
presentes no substrato. Estes autores relataram que a producédo das enzimas lacase e
manganés peroxidase depende do crescimento do fungo. Maxima atividade de lacase
(75 U/g) foi obtida em 15 dias de cultivo e de manganés peroxidase (6,8 U/g) em 30
dias de cultivo.

Machado et al. (2005) avaliaram a producédo de enzimas lignoceluloliticas por
125 fungos basidiomicetos tropicais em estudo de descoloragdo do corante azul
brilhante de Remazol. Das linhagens pesquisadas, 96 apresentaram crescimento
micelial e descoloragéo superiores a uma cepa de Phanerochaete chrysosporium usada
como referéncia.

Em experimentos com linhagens do fungo Pleurotus sp., para producédo de
enzimas utilizando como substrato baga¢co de cana-de-agucar, Silva et al. (2007)
observaram que nos sete primeiros dias de incubacdo ndo houve crescimento micelial
significativo. E somente, apds o décimo segundo dia de incubacéo foi possivel perceber
algum crescimento do fungo no substrato utilizado. Estes autores observaram também
que as atividades das enzimas celuloliticas (avicelase e carboximeticelulase) foram
baixas e presentes somente aos sessenta dias de incubagdo. As enzimas
lignoceluloliticas lacase e manganés peroxidase apresentaram maxima atividade aos
trinta dias e lignina peroxidase aos sessenta dias. No geral, as linhagens estudadas
apresentaram baixas atividades de todas as enzimas avaliadas.

O sistema enzimatico mais promissor para o processo de sacarificacdo da
celulose cristalina é do Trichoderma (PERES; MELO, 1995). Trichoderma é um fungo
de crescimento rapido, dai a vantagem de sua utilizagdo como agente de biocontrole
em larga escala.

Sanjar Kar et al. (2006), pesquisaram a produgdo de xilanases por T. reesei e,
citaram que este fungo € muito utilizado para a produgdo de enzimas por n&o se tratar
de um fungo patogénico e capaz de produzir elevados niveis de enzimas extracelulares,
além de ser facilmente cultivado. Segundo Grigorevski-Lima et al. (2008), o fungo
Trichoderma sp 676 tem a capacidade de crescer e produzir CMCase, FPase e [3-
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glicosidase utilizando bagago de cana-de-agucar como fonte de nutrientes. Neste
estudo, concluiram que o bagacgo foi mais vantajoso que o farelo de trigo apresentando
resultados cinco vezes maiores em relacdo a producdao de CMCase e duas vezes
maiores em relacdo a FPase. No entanto, a produ¢cdo de CMCase e FPase foi maior no
bagacgo sem tratamento quando comparado ao pré-tratado por explos&o a vapor.

Rajarathnam e Bano (1987) citados por Silva et al. (2007) observaram que
espécies de Pleurotus ndo se desenvolveram bem sobre o bagago de cana-de-agucar
e, justificaram devido a incapacidade metabdlica do fungo em utilizar a sacarose
presente no bagacgo. Sturion (1994) citado por Silva (2007) relatou que a degradagao da
lignina por Pleurotus sp. através da lacase € maior durante a fase de colonizagdo do
substrato pelo micélio. A quebra da lignina permite a liberagdo de celulose e
hemicelulose nesta primeira fase de desenvolvimento fungico, facilitando o acesso
enzimatico biodegradativo das celulases e hemicelulases.

Segundo Bettio et al. (2008), que verificaram a importancia da granulometria do
substrato para producao de celulases, o tamanho da particula de celulose influencia a
producao das diferentes enzimas. As maiores médias de producido enzimatica foram
observadas no cultivo com particulas de celulose com tamanho entre 106 pm e 150 uym.

Zheng et al. (2002) realizaram uma série de experimentos de hidrélise enzimatica
com bagaco de cana-de-agucar, utilizando meio aquoso em substituicdo a solugéo
tampéao. Os resultados indicaram que quando o meio aquoso foi utilizado o valor de pH
do hidrolisado se manteve estavel em 4,8. O rendimento em acucares redutores foram
0os mesmos obtidos nos experimentos quando uma solugdo tampao foi usada.
Concluiram que a producdo de enzimas em meio aquoso sob condi¢des diversas é
viavel.

O valor de pH do meio de cultura € parametro de fundamental importancia e
também deve ser otimizado, de forma a proporcionar um bom crescimento celular e
elevados rendimentos em produto, devendo-se levar em conta a preservacido da
atividade biologica da enzima. Se a produgdo da enzima de interesse nao for associada
ao crescimento celular, o valor do pH 6timo da etapa de crescimento pode ser diferente
daquele da etapa de produgao do biocatalisador (FERRARA et al., 2006).

Kamida et al. (2005) pesquisaram a biodegradacédo de efluente téxtil por

Pleurotus sajor-caju com o objetivo de verificar o envolvimento das enzimas
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lignoceluloliticas neste processo. Estes autores relataram que efluente téxtil misturado
com bagaco de cana-de-agucar sofreu processo de total descoloragéo por este fungo
em 14 dias de incubagao. As enzimas lacase e peroxidase tiveram comportamentos
similares, com pico de producdo em 9 dias de incubacdo. A producdo destas enzimas
ocorreu durante a fase exponencial de crescimento do fungo, apos a agao das enzimas
celuloliticas, enquanto que a enzima manganés peroxidase apresentou pico de
producao no décimo segundo dia.

2.3.4 Fungos lignoceluloliticos

Fungos sao organismos eucaridticos nao fotossintéticos, possuindo parede
celular, com algumas exceg¢des. Os fungos se reproduzem por meio de esporos.

Dentre os fungos xiléfagos se destacam os basidiomicetos por apresentarem
significativa producdo de enzimas oxidativas (peroxidases e lacases) durante o
crescimento micelial (fase vegetativa) e/ou na formagao dos basidiomas.

Os basidiomicetos sao capazes de degradar, em varios niveis, a madeira
provocando manchas, emboloramentos, rachaduras e outras formas de degradacéo.

Colbnias de fungos proliferam com relativa facilidade sobre materiais
lignoceluloliticos. Estes microrganismos possuem um sistema que lhes permitem
extrair, deste tipo de substrato, principios fundamentais para sua subsisténcia. De fato,
os fungos sdo microrganismos produtores de um sistema enzimatico complexo, capaz
de degradar substancias quimicas de estrutura complexa (como as que compdem a
madeira), de modo a produzir moléculas mais simples e mais facilmente assimilaveis.
Existe um grande numero de fungos capazes de degradar eficientemente alguns
constituintes da madeira. Em fungdo dos mecanismos de degradacédo, estes fungos
podem ser classificados como: de decomposi¢cao branca e de decomposi¢ado parda
(BRITO et al., 2004).

Os fungos de decomposicdo parda geram um residuo enriquecido em lignina,
pois sdo responsaveis, principalmente, pela degradagao de polissacarideos, enquanto
os de decomposigao branca promovem a degradagdo de compostos lignocelulésicos ou
pela remogao simultanea de todos os componentes, ou pela remogao seletiva de lignina
e polioses, mantendo a celulose praticamente intacta (AGOSIN et al. 1990; FERRAZ et
al., 2000 apud PIETROBON, 2008).
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O P. chrysosporium € um fungo de decomposi¢cdo branca muito utilizado em
estudos de remediacao de efluentes, em funcédo da sua capacidade para produzir uma
grande diversidade de enzimas. Esse microrganismo tem sido utilizado na degradacéao
de muitas substancias recalcitrantes, dificiilmente degradadas em condigdes naturais
como compostos organoclorados, principalmente devido a producdo de significativas
quantidades de lignina peroxidase (LiP) e manganés peroxidase (MnP) (BRITO, 2004).

Segundo Alexandrino et al. (2007), Pleurotus ssp. formam um grupo de
cogumelos com alto valor nutricional, possuindo diversas propriedades terapéuticas e
aplicagdes biotecnoldgicas. Sdo chamados de fungos de podriddo branca, por
degradarem eficientemente a lignina, polimero fendlico recalcitrante encontrado nos
vegetais. Tal habilidade se deve ao fato de produzir diversas enzimas lignoceluloliticas,
principalmente lacases e manganés peroxidase.

Os fungos filamentosos sdo os organismos mais utilizados nos processos de
fermentacdo no estado sélido (FES), devido a sua grande capacidade de crescer na
auséncia de agua livre e apresentarem versatilidade em suas aplicagdes, além de sua
facilidade de adaptagao e manipulagdo (COSTA, 1996 apud SPIER, 2005).

O crescimento do microrganismo para produgao de enzimas de interesse esta
diretamente relacionado a disponibilidade das substancias para suas necessidades
nutricionais. Agua, fontes de carbono e energia, nitrogénio e oxigénio sdo algumas das
necessidades comuns a todos os microrganismos. Os microrganismos necessitam
ainda de elementos minerais, tais como fosforo, enxofre, potassio, calcio, magnésio,
ferro e, em alguns casos, cloro. Requerem, também, os chamados elementos tragos
que desempenham importante papel como constituintes de enzimas e coenzimas. Estes
ultimos incluem manganés, cobre, zinco, molibdénio, cromo, niquel, cobalto e boro, e
sdo, em geral, necessarios em pequenas quantidades (JENNINGS, 1988 apud BON et
al., 2008).

O potencial para metabolizar fontes de carbono varia entre os microrganismos.
De modo geral, os compostos organicos da natureza, incluindo desde os chamados
compostos C1 (CO, CO,, formaldeido, metanol, metilamina) até as macromoléculas
complexas (amido, proteinas, lipideos, celulose, hemicelulose, lignina, acidos
nucleicos), podem ser utilizados como fonte de carbono e energia, desde que os

microrganismos possuam os sistemas enzimaticos extra e intracelulares e de transporte
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adequados. As macromoléculas sao inicialmente convertidas extracelularmente a
subunidades menores por enzimas hidroliticas, sendo entdo, transportadas para o
interior da célula e metabolizadas em vias catabdlicas e/ou anabdlicas (MADIGAN et al.,
2000 apud BON et al., 2008).

A maioria dos estudos de biodegradagcdo de madeira in vitro, por fungos de
podridao branca, foi realizada com P. chrysosporium. Abreu et al. (2007) citaram que
fungos decompositores de madeira necessitam, como pré-requesito para degradagao
da lignina, baixa concentragdo de nitrogénio no substrato, uma vez que o nitrogénio é
um elemento critico para microrganismos, pois participa da composigao de proteinas,
acidos nucleicos, aminoacidos, enzimas e coenzimas necessarias para o0 crescimento
celular e, consequentemente, para a densidade micelial.

Uma relacdo C:N de 103:1 em discos de eucalipto favoreceu maior
desenvolvimento do fungo basidiomiceto Pycnoporus cinnabarinus comparado ao fungo
Pleurotus ostreatus, que necessita de uma relagdo C:N menor (30:1) (ABREU et al.,
2007).

As caracteristicas fisico-quimicas do meio de cultivo sdo de fundamental
importancia, ndo apenas para o crescimento celular como também para o rendimento
em produto. Isto ocorre porque as células sdo capazes de responder aos estimulos
quimicos e fisicos do meio externo através de mecanismos bioquimicos que regulam a
expressao génica e a fisiologia do microrganismo e, por extenséo, seu desempenho na
formagdo do produto desejado. Esses mecanismos sao acionados, dentre outros
fatores, por indutores, ativadores, inibidores e repressores (MADIGAN et al., 2000 apud
BON et al., 2008).

Pandey (1992) ressalta a importancia do conteudo adequado de umidade no
substrato, visto que a alta umidade resulta na diminuigdo da porosidade do substrato
dificultando a contaminacao por bactérias. Ao contrario, baixos niveis de umidade levam
a um crescimento pobre e baixa acessibilidade ao nutriente.

Com relagdo ao crescimento de fungos filamentosos, este autor cita que altos
valores de atividade de agua (aw) do meio favorecem a germinagdo de esporos ou o
crescimento micelial, enquanto valores baixos de aw estimulam a esporulagéo.

A temperatura exerce influéncia no crescimento micelial e consequente

frutificacdo dentro ou sobre a madeira. As exigéncias de temperatura variam de acordo
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com as diferentes classes de fungos. A temperatura de 25°C n&do é adequada ao
crescimento micelial dos fungos. A velocidade do crescimento micelial € maior em razao
do aumento da temperatura (CASTRO et al., 2006).

Castro et al. (2006), que estudaram a degradacao da madeira por basidiomicetos
em faixa de temperatura de 35 a 40°C, relataram a capacidade de adaptacdo desses
organismos a diferentes temperaturas. Estes autores constataram que 35°C foi a
temperatura 6tima para o crescimento micelial, e que a 25°C ndo houve um bom
crescimento micelial para os fungos testados.

Rendimentos o6timos de a-amilase foram alcancados entre 30 e 37°C para
Aspergillus sp., 30°C para A. niger (COSTA, 1996 apud SPIER, 2005). A. niger cresce a
25°C até 37°C, mas pode crescer a 45°C, enquanto que A. terreus nao cresce a 45°C,
sendo a temperatura otima para seu crescimento 25°C. A espécie Chrysosporium
cresce de 25 a 40°C. (GRIFFIN, 1994). Espécies de Trichoderma crescem entre 25 e
30°C (FISHER, 2001).

Segundo Weiland (1988) citado por Silva et al. (2007), a maioria dos fungos
basidiomicetos cresce melhor em temperaturas entre 20 e 30°C e que o controle da
temperatura do desenvolvimento fungico é fator chave na regulagdo da fermentacgao
semi-solida para a otimizagao dos processos de deslignificagao.

Dentre os fatores que podem influenciar a biodegradagdo de material
lignoceluldsico estdo a procedéncia, a espécie e a idade das madeiras utilizadas.
Madeiras velhas apresentam maior teor de extrativos que inibem o crescimento
microbiano e, consequentemente, a biodegradagao deste tipo de material.

Tuor et al. (1995) citados por Abreu et al. (2007) relataram que bactérias podem
favorecer o crescimento de fungos decompositores. Neste caso, os fungos produzem
compostos de baixo peso molecular (compostos aromaticos) que sao utilizados pelas
bactérias, enquanto estas auxiliam o fungo construindo tuneis ou cavidades

promovendo a erosao do material lignocelulésico.
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3 MATERIAL E METODOS

Este trabalho experimental foi desenvolvido no Setor de Acucar e Alcool do

Departamento de Agroindustria, Alimentos e Nutricdo (LAN) da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ / USP).

Os experimentos foram realizados em trés etapas:

etapa preliminar — delineamento em blocos utilizando seis fungos e dois
pré-tratamentos de bagaco; as linhagens dos fungos foram inoculadas no
bagaco pré-tratado por acido e no bagago pré-tratado por explosdo a
vapor. Todos os frascos foram incubados a 28°C por 5, 10, 15 e 20 dias.
otimizagcdo das condi¢cdes de hidrolise — delineamento fatorial 22 - os
fungos e pré-tratamento selecionados na etapa preliminar foram
submetidos a estudos da influéncia das variaveis temperatura e
concentracdo de acido na variavel concentracdo de agucares redutores e
hexoses.

caracterizagado do bagago — paralelamente a etapa de otimizagao, foram
realizados experimentos de caracterizagdo do bagago de cana-de-agucar.
O bagacgo preé-tratado por acido sulfurico (H2SO4, 0,5%) foi inoculado com
os fungos selecionados e incubados a 28°C por 5 dias, com a finalidade
de se observar como as fibras do bagaco se apresentariam apods o

processo de hidrdlise.

3.1 Microrganismos

Os fungos utilizados neste estudo foram selecionados entre as linhagens da

Colegéo de Cultura do Setor de Agucar e Alcool do Departamento de Agroindustria,

Alimentos e Nutricdo (LAN) da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”

(ESALQ/USP). As linhagens foram mantidas em meio sélido MEA (extrato de levedo -

2g/L; extrato de malte — 20g/L e agar — 29g/L). Os fungos utilizados foram: Aspergillus
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niger 1Z-9, Phanerochaete chrysosporium, Pleurotus eryngii, Pleurotus ostreatus,
Pleurotus sajor-caju e Trichoderma reesei.

3.1.1 Preparagao do inéculo

Uma suspensao de esporos/miceélios foi obtida a partir de 30 mL de agua
destilada adicionados a cada garrafa de vidro contendo as diferentes linhagens
cultivadas em meio MEA; com o auxilio de bastao de vidro foi homogeneizada a massa
esporogénica e micelial. Para os fungos T. reesei e A. niger foi obtido, por meio deste
procedimento, uma solu¢gdo micelial e para os fungos P. chrysosporium, P. sajor-caju,
P. ostreatus e P. eryngii foi obtida uma solug¢ao de esporos.

A fracdo nao utilizada da solugcdo de esporos/micélios foi autoclavada e

descartada e, a cada ensaio foi preparada uma nova solucido de esporos/micélio.

3.2 Pré-tratamento do bagago de cana-de-agucar

Para a selegédo dos fungos foram utilizados, como substrato, dois tipos de pré-
tratamento do bagaco de cana-de-agucar: bagago moido e adicionado de &acido
sulfurico (0,5%) e bagago pré-tratado por explosao a vapor.

O bagago de cana-de-agucar pré-tratado por explosao a vapor a temperatura de
200°C por 7 minutos, 15 kg de pressdo e descompressao lenta, proveniente da Usina
Vale do Rosario - Orlandia/SP, foi gentiimente cedido pelos Profs. Dr. Adilson Roberto
Gongalves e George J. M. Rocha (Escola Engenharia de Lorena - EEL/USP). Portanto,
0 bagaco pré-tratado por explosédo a vapor (BEV) utilizado foi previamente tratado na
usina e fornecido para este trabalho.

O bagago de cana-de-agucar integral, proveniente de usinas da regido de
Piracicaba, ap6s secagem ao sol foi submetido a moagem em moinho de martelos,
MARCONI MA 090, no Laboratério de Micotoxinas do LAN, e pré-tratamento por acido
sulfurico (H,SO4 0,5%). Portanto, nesta etapa do trabalho o bagacgo foi moido e pre-
tratado com acido (BMA).
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3.3 Hidrdlise do bagaco pelos fungos

Com o objetivo de selecionar o fungo capaz de hidrolisar o bagaco de cana-de-
acucar pré-tratado e definir o tempo de crescimento para liberacdo maxima de agucares
redutores foram realizados experimentos com o bagago pré-tratado por exploséo a
vapor (BEV) e bagaco moido pré-tratado com acido (BMA) com posterior inoculagao
dos fungos A. niger, P. chrysosporium, P. eryngii, P. ostreatus, P. sajor-caju e T. reesei,
em ambos os bagacos pré-tratados.

Frascos Erlenmeyer contendo 10 g de bagagco moido e 50 mL de acido sulfurico
(H2SO4) 0,5%, foram esterilizados em autoclave a 121°C e 1 atm por 20 minutos. O
bagaco BMA foi neutralizado com solug¢ao de hidréxido de sédio (NaOH) 2%.

Os frascos contendo 5 g de bagago BEV e 10 mL de agua destilada foram
submetidos a autoclavagem a 121°C e 1 atm por 20 minutos.

No preparo das amostras houve somente o processo de esterilizacdo em comum
para ambos os pré-tratamentos: explosao a vapor (BEV) e moido com acido (BMA).

Apos resfriamento, os frascos Erlenmeyer contendo o bagago BMA e bagaco
BEV foram inoculados com 3 mL e 1,5 mL, respectivamente, de uma suspensao de
esporos/micélios (aproximadamente 107 esporos ou micélio/mL) e incubados a 28°C.

O experimento foi conduzido de forma a analisar os periodos de incubacéio: 5,
10, 15 e 20 dias. Apos cada periodo foi obtido o licor resultante da hidrélise
(hidrolisado), adicionando a cada frasco, contendo bagago BMA, 100 mL de agua
destilada e, 65 mL a cada frasco com bagag¢o BEV. Os frascos foram mantidos sob
agitacdo por 30 minutos em temperatura ambiente, para extragdo dos agucares. Em
seguida, a concentragédo de agucares redutores (AR) nos hidrolisados foi determinada
pelo método do acido 3,5- dinitrossalicilico (MILLER, 1959).

Para os experimentos com bagaco BEV foram utilizadas 5 g de bagaco, 1,5 mL
de inéculo e 65 mL de agua destilada, isto é, metade do que foi utilizado para bagacgo
BMA. Este procedimento foi necessario para manter a mesma propor¢ao de indculo e
agua visto que a quantidade disponivel de bagago BEV era menor que a quantidade de
bagaco moido.

Esta etapa preliminar foi conduzida a partir de um planejamento experimental em

quatro blocos (ensaios). Em cada bloco foi analisados o efeito das variaveis
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independentes  (substrato, fungo, tempo, substrato*fungo, substrato*tempo,
fungo*tempo, substrato*fungo*tempo) sobre a variavel de resposta ou dependente (AR
= agucares redutores). As analises estatisticas dos dados foram realizadas no
programa SAS - Statistical Analysis System (SAS INSTITUTE, 1990) utilizando o
procedimento GLM. Foram realizadas as analises de variancia e como a interacédo das
variaveis independentes foi significativa, foram realizados os desdobramentos das

analises com aplicagao do Teste de Tukey.
3.3.1 Otimizacgao das condi¢coes de hidrélise

Nesta fase de otimizag&o das condigbes de hidrolise, os fungos e pré-tratamento
selecionados na etapa preliminar foram submetidos a estudos da influéncia das
variaveis temperatura e concentracdo de acido sobre a variavel concentracdo de
agucares redutores e hexoses.

Segundo Barros-Neto et al. (2003), o planejamento fatorial é utilizado para
analisar como determinados fatores influenciam determinadas respostas. Consiste em
selecionar um numero fixo de niveis e para cada uma das variaveis requer a condugao
de experimentos para as possiveis combinagdes dos niveis dos fatores. Dessa forma,
para n1 niveis do fator 1, n, do fator 2 e, ny do fator k, o planejamento tera no minimo n4
X N2 X . . .X ng experimentos e sera chamado de fatorial n4 x nz x...x nk. O planejamento
em que as variaveis sao analisadas em dois niveis (superior + e inferior -) € o mais
simples e utilizado. O planejamento de dois niveis e k variaveis requer a condugao de 2
x 2 x ...x 2 = 2ensaios diferentes.

O planejamento fatorial foi a ferramenta utilizada para otimizagdo das condi¢des
de cultivo dos fungos selecionados na etapa preliminar de hidrolise do bagago pré-
tratado. Para a avaliagao foi aplicado um planejamento experimental fatorial do tipo 22,
As faixas de trabalho utilizadas sao as apresentadas na Tabela 2, compreendendo os
pontos inferior (-1), superior (+1) e axiais (+a e -a).

Nesta etapa foram avaliadas a influéncia das variaveis independentes,
concentracdo de H,SO4 e temperatura, sobre as variaveis dependentes, concentracao
de acucares redutores (analisada pelo método do DNS) e concentragcado de agucares

totais e hexoses (analisada por cromatografia liquida).
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A faixa de temperatura utilizada variou de limite inferior em 28°C e limite superior
em 40°C (CASTRO et al., 2006; FISHER, 2001; GOMES, 1985; GRIFFIN, 1994). Com
relagdo a concentragcao de acido, optou-se por ndo ultrapassar o limite superior de 1,2%
(GOMES, 1985), pois nao se pretendia um processo de hidrélise acida e sim um pré-
tratamento que possibilitasse a desestruturacdo do bagago. Entenda-se por
desestruturacdo a abertura das fibras de lignina e celulose permitindo o acesso a

ultima.

Tabela 2- Faixas de estudo das variaveis independentes em analise no planejamento experimental
fatorial do tipo 22

Nivel de variagao
Variavel independente

-1,41 -1 0 +1 +1,41
[H2SO4] (%) 0,1 0,26 0,65 1,04 1,2
Temperatura (°C) 28 29,8 34 38,3 40

A Tabela 3 apresenta o delineamento experimental aplicado. A avaliagdo dos
resultados foi feita pelo método de superficie de resposta e analise de regresséo
multipla, com o objetivo de avaliar o efeito de cada variavel sobre o teor de agucares
redutores produzidos e a concentragao de hexoses (agucares C6).

O ensaio foi efetuado em ordem aleatéria, segundo o procedimento determinado
por Barros-Neto et al. (2003) e Rodrigues & lemma (2005). Os aplicativos “Statistica
Release 5" e SAS (Statistical Analysis System) foram utilizados para o tratamento dos

dados.
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Tabela 3- Valores codificados e configuragdo experimental para o estudo de otimizagdo das condigbes de
hidrélise obtidas no planejamento fatorial do tipo 2?

Ensaio Niveis das variaveis codificados Temperatura (°C)  [acido] (%, V/v)
1 -1 -1 29,8 0,260
2 +1 -1 38,3 0,260
3 -1 +1 29,8 1,04
4 +1 +1 38,3 1,04
5 -1,41 0 28,0 0,650
6 +1,41 0 40,0 0,650
7 0 -1,41 34,0 0,100
8 0 +1,41 34,0 1,20
9-12 0 0 34,0 0,650

A determinacdo das condigdes otimas foi realizada através de técnicas de
planejamento fatorial e analise de superficies de resposta. A analise dos resultados
através da ANOVA (analise de varidncia) permitiu a elaboracdo de um modelo
matematico quadratico para correlacionar as respostas desejadas em fungdo dos
parametros estatisticamente significativos, gerando superficies de resposta que
forneceram informacdes sobre as faixas mais adequadas.

Para cada ensaio do planejamento fatorial, frascos Erlenmeyer contendo 10 g de
bagaco moido e 50 mL de acido sulfurico foram autoclavados a 121°C e 1 atm por 20
minutos. Apos resfriamento foram inoculados com 3 mL de uma suspensao de
esporos/micélios (aproximadamente 10’ esporos ou micélios/mL) dos fungos
previamente selecionados na etapa anterior. A seguir, foram incubados em BOD -
Biochemical Oxygen Demand - (mod. TE-39) (TABELA 3).

3.3.2 Analise dos agucares obtidos
Apos diferentes condicdes de incubacgao o licor obtido foi analisado quanto a

concentragdo de acucar (AR) através do método do acido 3,5 — dinitrosalicilico, DNS
(MILLER, 1959).
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Com o objetivo de identificar os agucares presentes no licor resultante da
hidrolise do bagago moido pelos fungos selecionados, e também quantificar estes
agucares, utilizou-se o método da cromatografia liquida.

Amostras dos hidrolisados obtidos nos ensaios de otimizagcdo das condi¢cdes de
hidrolise (item 3.3.2) foram transferidas para tubos Eppendorf e mantidas a - 20°C até a
analise.

No momento da analise as amostras, apdés descongelamento, foram
centrifugadas por 10 minutos a 10.000 rpm, em seguida procedeu-se a quantificacdo do
conteudo de monossacarideos via HPAEC-PAD - (High Performance Anion Exchange
Chromatography with Pulsed Amperometric Detection), ajustando o equipamento de
acordo com Bragatto (2007).

As curvas de concentragdo para cada monossacarideo foram construidas de
acordo com o perfil cromatografico das amostras com os referidos padrdes: D-Fucose,
D-Arabinose, D-Galactose, D-Glicose, D-Xilose, todos da Sigma®. As quantificacbes
foram realizadas com o auxilio do equipamento ICS 2500, HPLC Dionex® equipado
com DS50 gradiente; detector amperométrico ED50 com eletrodo de ouro e um
amostrador automatico AS50. O eluente de arraste utilizado foi 4 mM de NaOH e o
eluente de limpeza foi de 200 mM de NaOH, com fluxo de 1 mL.min™", press&o no
sistema de aproximadamente 1500 psi. As amostras foram injetadas com volume de 25
ML determinado pelo loop de amostragem. A coluna utilizada foi a de troca anibnica
Dionex® CarboPac PA1 (4 x 250 mm) com coluna-guarda CarboPac PA1 (4 x 50 mm),
e o detector amperométrico associado ao eletrodo de ouro foi ajustado com os
seguintes potenciais: +100 mV (0 a 200 ms), +100 mV de integragéao (200 a 400 ms), -
2000 mV (410 a 420 ms), +600 mV (430 ms) e -100 mV (440 a 500 ms) (BRAGATTO,
2007).

3.4 Caracterizagao do bagago por microscopia de luz
Paralelamente aos estudos de otimizacdo das condicbes de hidrolise para os

fungos selecionados na etapa preliminar, foram conduzidos experimentos para

caracterizagdo do bagago pelo método de microscopia de luz.
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Para caracterizar o bagaco de cana-de-agucar foram analisados cortes
longitudinais e transversais do colmo da cana e bagago pré-tratado com acido e
hidrolisado pelos fungos T. reesei e P. chrysosporium.

3.4.1 Analises do colmo da cana-de-agucar por microscopia de luz

Amostras do colmo de cana-de-agucar em cortes longitudinais e transversais
foram analisadas ap6s o preparo de laminas histolégicas com o objetivo de avaliar os
feixes condutores (xilema e floema), com constituigdo basica de lignina e celulose,
respectivamente.

Cortes do colmo foram realizados com navalha e transferidos para uma solugao
de acido acético glacial e peréxido de hidrogénio 1:1 e mantidos em estufa a 60°C por
48 horas para alvejar, isto é, retirada dos pigmentos vegetais. O material foi lavado
abundantemente com agua destilada, e corado com Astrablau (Azul de Astra e Fucsina
Basica (1:1) por 3 minutos. As laminas histolégicas semi-permanentes foram
preparadas com glicerina e seladas com esmalte incolor. As laminas histolégicas foram
analisadas em microscopio de luz (ZEISS-JENEMEDZ2) aumento de 10 vezes, com as
imagens capturadas na mesma escala micrométrica com camera SAMSUNG (SDC-
313) no Laboratério de Morfogénese e Biologia Reprodutiva de Plantas, Depto. de
Ciéncias Biologicas da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”.

3.4.2 Hidrélise do bagaco

Frascos Erlenmeyers contendo 10 g de bagag¢o de cana-de-agucar e 50 mL de
H.SO4 (0,5%) apos autoclavagem a 121°C e 1 atm por 20 minutos foram inoculados
com uma suspensao micelial do fungo T. reesei ou com suspensao de esporos de P.
chrysosporium. Apos 5 dias de incubagao a 28°C foram retiradas aliquotas contendo

um grama de bagaco hidrolisado para as analises de microscopia.

3.4.3 Preparagao das amostras para microscopia

As aliquotas de 1 grama de bagaco hidrolisado foi adicionada uma solugéo

contendo acido acético glacial (98%) e peroxido de hidrogénio (98%) na proporgéo de
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1:1 até a total imersao da amostra. Esta preparacéao foi transferida para estufa a 60°C e
incubada por 48 horas para dissociacdo do material. Apés o periodo de dissociagao as
amostras foram submetidas a sucessivas lavagens com agua destilada em papel filtro
Whatman n°1 até total retirada da solu¢ao de acido acético e peroxido de hidrogénio. As
aliquotas foram recolhidas do papel filtro com espatula e mantidas em agua destilada
sob refrigeragao para posterior processo de coloragao.

3.4.4 Coloracgao e confecgao de laminas histologicas

Para a coloragdo das amostras foram utilizados os corantes Azul de Astra (1%)
para corar celulose e Safranina (1%) para corar lignina. Cada amostra foi corada com
Safranina por 2 minutos, e em seguida com Azul de Astra por 8 minutos. Entre os
processos a amostra foi lavada para retirada do excesso de corante.

As laminas histologicas semi-permanentes foram montadas com uma pequena
quantidade da amostra corada, uma gota de glicerina, colocagao da laminula, e seladas
com esmalte incolor. As Iaminas histolégicas foram analisadas em microscépio de luz
(ZEISS-JENEMEDZ2) aumento de 20 vezes, com as imagens capturadas na mesma

escala micrométrica com camera SAMSUNG (SDC-313).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O bagacgo de cana-de-agucar utilizado neste trabalho foi submetido a moagem e
pré-tratamento acido, sendo denominado BMA (bagago moido pré-tratado por acido) e
uma amostra foi pré-tratada por explosdo a vapor (BEV) (Tabela 4). O pré-tratamento
por explosdo a vapor € um procedimento realizado pelas usinas com o objetivo de
aumentar a digestibilidade do bagago para alimentagao de ruminantes. Estes bagacgos
foram analisados por Pietrobon (2008) e por Rocha (2009).

Tabela 4- Composi¢éo do bagaco utilizado neste trabalho

Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%) Referéncia
BMA 54,55 26,75 10,44 PIETROBON, 2008
BEV 51,7 8,9 34,3 ROCHA, 2009

4.1 Hidrdlise do bagag¢o de cana-de-agucar pré-tratado pelos fungos A. niger, P.
chrysosporium, Pleurotus eryngii, P. ostreatus, P. sajor-caju e T. reesei

O bagago integral sem pré-tratamento (controle) apresentou concentragdo de
acucares redutores (AR) de 0,01 g/L enquanto o bagago moido pré-tratado por H,SO4
(0,5%) (BMA) sem o cultivo com fungo (controle) liberou 13,42 g/L de AR.

Em diferentes periodos de cultivo dos fungos A. niger, P. chrysosporium, P.
eryngii, P. ostreatus, P. sajor-caju e T. reesei em BMA foram analisadas as
concentragdes de agucares resultantes. Apds 5 dias de cultivo do fungo T. reesei em
bagaco BMA foi liberado 18,60 g AR/L (Tabela 5). Esta foi a maior concentragéo de
acucares redutores, liberada por este fungo, em até 20 dias de cultivo, apesar de
estatisticamente os valores obtidos para 5, 15 e 20 dias ndo apresentarem diferenca
estatistica significativa (Figura 1). Por outro lado, o cultivo com P. chrysosporium liberou
15,33 g/L, em 5 dias, o que estatisticamente n&o difere, em 5% de significancia, do
valor observado para o T. reesei.

O cultivo dos fungos em bagaco BMA, apés 10, 15 e 20 dias de cultivo, ndo
apresentaram diferenca significativa, embora os fungos P. eryngii, P. ostreatus e P.

sajor-caju tenham apresentado bom desempenho aos 20 dias.
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Tabela 5- Acucares redutores (g/L) liberados na hidrélise do bagagco moido pré-tratado com H2S0O4
(0,5%) (BMA) por fungos

Tempo (dias)

Fungo 5 10 15 20
A. niger 13,48 Ba 16,41 Aa 15,42 Aa 14,16 Aa
P. chrysosporium 15,33 ABab 12,61 Ab 12,89 Ab 17,94 Aa
P. eryngii 13,26 Bb 13,51 Ab 13,04 Ab 17,94 Aa
P. ostreatus 12,45 Ba 12,82 Aa 12,88 Aa 16,19 Aa
P. sajor-caju 12,81 Ba 12,80 Aa 13,92 Aa 16,19 Aa
T. reesei 18,60 Aa 13,90 Ab 14,55 Aab 14,34 Aab

Nota: Médias seguidas pelas mesmas letras, mindsculas nas linhas e maiusculas nas colunas, nao

diferem entre si de acordo com o Teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.
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Figura 1- Agucares redutores liberados durante cultivo de bagag¢o de cana moido e pré-tratado por acido

(BMA) e incubados com fungos a 29°C

Estudo semelhante foi realizado com o bagago pré-tratado por explosao a vapor,

BEV. O controle, sem o cultivo com os fungos liberou 3,13 g/L de agucares redutores e
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o BEV cultivado pelos fungos A. niger, P. chrysosporium, P. eryngii, P. ostreatus, P.
sajor-caju e T. reesei (Figura 2) ndo apresentou diferenga significativa com relagéo a
liberagcao de agucar redutor, até 15 dias (Tabela 6). Entre os fungos analisados ocorreu
diferencga significativa apdés 20 dias de cultivo, com o P. chrysosporium e P. ostreatus,
devido a diminuicdo de cerca de 50% do AR observado para cada fungo.

Mesmo apresentando desempenho inferior ao apresentado com o BMA (Tabela
5), aos 5 dias T. reesei apresentou a maior concentragdo de agucares redutores (3,39
g/L) liberados, seguido pelo A. niger com 3,29 g/L.

O T. reesei apresentou diminuicdo na concentracdao dos agucares a partir do 5°
dia, assim como na hidrélise de bagago moido (Tabela 5). Enquanto o A. niger mostra
certa constancia em seus resultados no bagago pré-tratado por explosdo a vapor
(Tabela 6).

Tabela 6- Agucares redutores (g/L) liberados na hidrélise do bagago pré-tratado por explosdo a vapor
(BEV) por fungos

Tempo (dias)

Fungo 5 10 15 20
A. niger 3,29 Aa 3,19 Aa 3,25 Aa 3,45 Aa
P. chrysosporium 3,25 Aa 2,68 Aa 2,26 Aab 1,46 Cb
P. eryngii 3,15 Aa 2,95 Aa 2,73 Aa 3,02 Aa
P. ostreatus 3,28 Aa 2,84 Aa 2,72 Aab 1,67 BCb
P. sajor-caju 2,98 Aa 3,04 Aa 2,79 Aa 3,37 Aa
T. reesei 3,39 Aa 2,69 Aa 2,58 Aa 2,71 ABa

Nota: Médias seguidas pelas mesmas letras, minusculas nas linhas e mailsculas nas colunas, nao
diferem entre si de acordo com o Teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.
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Figura 2- Acgucares redutores liberados durante cultivo de bagago pré-tratado por explosao a vapor com
fungos

As quantidades de agucares redutores liberados durante cultivo do bagaco pré-
tratado por explosédo a vapor foram 5 a 10 vezes menores que o0s obtidos na hidrdlise
do bagaco BMA (Tabela 7).

Tabela 7- Agucares redutores (g/L) liberados na hidrélise enzimatica do bagago moido pré-tratado por
acido (BMA) e bagaco pré-tratado por explosdo a vapor (BEV) por fungos

Tempo (dias)

Fungo 5 10 15 20

BMA BEV BMA BEV BMA BEV BMA BEV
A. niger 13,48a 3,29b 16,41a 3,19b 1542a 3,25b 14,16a 3,45b
P. chrysosporium 15,33a 3,25b 12,61a 2,68b 12,89a 2,26b 17,94a 146D
P. eryngii 13,26a 3,15b 13,51a 295b 13,04a 2,73b 17,94a 3,02b
P. ostreatus 12,45a 3,28b 12,82a 2,84b 12,88a 2,72b 16,19a 1,67b
P. sajor-caju 12,81a 2,98b 12,80a 3,04b 13,92a 2,79b 16,19a 3,37b
T. reesei 18,60a 3,39b 13,90a 2,69b 1455a 2,58b 14,34a 2,71b

Nota: Médias seguidas pelas mesmas letras, mindsculas nas linhas, nao diferem entre si de acordo com
o Teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.
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Figura 3- Agucares redutores liberados na hidrélise de bagago moido pré-tratado por acido e bagago pré-

tratado por explosdo a vapor e incubados com fungos

No BEV, apés 20 dias de cultivo, os fungos P. chrysosporium e P. ostreatus,
apresentaram um consumo maior de AR (Figura 2) diferentemente do BMA (Figura 1),
onde os fungos foram responsaveis pela liberagdo de AR. Isto pode ser explicado pelo
fato que o pré-tratamento por explosédo a vapor torna os agucares mais acessiveis aos
fungos. Desse modo, os agucares disponiveis sédo utilizados pelos fungos, como fonte
de carbono, para o seu desenvolvimento. Enquanto no bagagco moido (BMA) ha
necessidade dos fungos produzirem enzimas que degradem a celulose para obtengao
dos nutrientes basicos para seu crescimento (ABREU et al., 2007; JENNINGS, 1988
apud BON et al., 2008; MADIGAN et al., 2000 apud BON et al., 2008); neste caso, o
tempo requerido € maior e isto favoreceu a . A inibicdo de enzimas pela presencga de
glicose, resultante deste pré-tratamento, pode ser também a causa do baixo rendimento
observado (MANDELS et al.,, 1962 apud BON et al.,, 2008; PRIEST, 1983 apud
PIETROBON, 2008; VITTI, 1988 apud AGUIAR, MENEZES, 2000).
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A partir dos resultados obtidos nesta etapa foi possivel selecionar os fungos e o
tipo de pré-tratamento do bagago que apresentaram melhor desempenho no processo
de hidrdlise, isto €, maior concentracdo de acgucares redutores no menor tempo
analisado, que foram T. reesei e P. chrysosporium em 5 dias de cultivo em bagaco
moido e pré-tratado com acido.

Como mencionado anteriormente, P. eryngii, P. ostreatus e P. sajor-caju
apresentaram resultados superiores de agucares redutores aos 20 dias em bagaco
BMA. No entanto, para que o processo de hidrolise possa se tornar industrialmente
viavel ndo podera levar 20 dias para a liberagao dos agucares. Assim sendo, 5 dias foi o
tempo de incubacdo selecionado como mais adequado para a continuidade dos
experimentos.

4.2 Otimizacgao das condi¢coes de hidrélise de BMA por T. reesei

A otimizagdo das condi¢des de hidrélise de bagago moido pré-tratado por acido
(BMA) e cultivado por linhagens de T. reesei ou P. chrysosporium por 5 dias, foi
realizada através de experimentos em um planejamento fatorial 22 . Nesta combinagao
foram avaliadas as influéncias das variaveis independentes, concentragcdo de acido
(H2SO4, 0,1 @ 1,2%, v/v) e temperatura (28 a 40°C), sobre as varidaveis dependentes,
concentragdo de acgucares redutores (pelo método do DNS) e hexoses (por
cromatografia liquida), resultando em 12 tratamentos.

As concentragdes de agucares redutores (AR) e hexoses obtidas apds o cultivo
de T. reesei em BMA nos experimentos em planejamento fatorial estdo apresentadas
na Tabela 8.
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Tabela 8- Resultados do planejamento fatorial para liberacdo de acucares redutores (AR) e hexoses
durante o cultivo de T. reesei em bagaco de cana moido e pré-tratado por acido (BMA)

Ensaio Tem(poe(z:r?tura EI;/I:SVC/)J; AR (g/L) He)((;)/T_G;S(z)
1° 29,8 0,26 7,39 0,1330
2° 38,3 0,26 7,90 0,1507
3° 29,8 1,04 19,66 0,6790
4° 38,3 1,04 18,36 0,8096
5° 28 0,65 15,77 0,2704
6° 40 0,65 15,41 0,2620
7° 34 0,1 3,17 0,0832
8° 34 1,2 20,42 0,6189
9° 34 0,65 16,94 0,2975
10° 34 0,65 17,10 0,3797
11° 34 0,65 16,94 0,3218
12° 34 0,65 16,94 0,1953

Nota: " método do DNS (MILLER, 1959).
@ método da cromatografia liquida - HPAE-PAD (BRAGATTO, 2007).

A analise de variancia do planejamento fatorial para T. reesei possibilitou a
obtencdo de um modelo quadratico para a liberagdo de acgucares redutores e hexoses
em funcao da temperatura e da concentragdo de acido na hidrélise do bagacgo por T.
reesei.

O modelo codificado otimizado (Equagdo 1) para a liberagdo de acgucares
redutores foi validado pela analise de varidancia (ANOVA) (Tabelas 9 e 10). O
coeficiente de correlagdo obtido (R?* = 0,99) e o teste F para a liberagdo de agucares
redutores foram validos a 95% de confianga.

Os dados experimentais ajustados pela equagao 1 demonstram que as variaveis,
temperatura e concentracao de acido, afetaram a resposta, sendo que o termo linear da

concentracao de acido apresentou maior coeficiente absoluto (+47,4962).
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AR = -55,4063 +3,0970T + 47,4962A - 0,0435T% — 17,7162A% — 0,2745TA (1)

Onde:

AR = agucares redutores (g/L);
T = temperatura (°C);

A= concentrag&o de acido (%).

Tabela 9- Coeficientes de regressdo para a resposta de agucares redutores no planejamento fatorial para

T. reesei
Coeficientes Erro Lim_itg de Limi_te_z de
Fatores de ) Padrio t(6) p-valor coeficiente  Coeficiente
Regressao -95% +95%
Média -55,4063 8,5624803 -6,4994  0,000632 -76,2657 -34,5468
Temp (L) 3,0970 0,488012  6,3464  0,000717 1,9030 4,2912
Temp (Q) -0,0435 0,007098 -6,1219  0,000868 -0,0608 -0,0261
Acido (L) 47,4962 3,510714 13,5289  0,000010 38,9057 56,08866
Acido (Q) -17,7162 0,844473 -20,9790 0,000001  -19,7826 -15,6499
Temp x Acido -0,2745 0,097625 -2,8120  0,030677 -0,5134 -0,0356

R%= 0,99

Através desta analise, € possivel observar que tanto o efeito da temperatura

quanto o efeito do acido foram muito significativos na liberacdo de agucares redutores

na hidrolise do bagaco por T. reesei (Tabela 10).

Tabela 10- ANOVA para a liberagédo de agucares redutores no planejamento fatorial para T. reesei

Fonte de Graus de Soma dos

Quadrado

variacdo Liberdade  Quadrados Médio Featcuiado p-valor
Temperatura 3 4972174 1,657391 15,82 0,0030**
Acido 3 324,496623 108,165541 1032,70 <0,0001**

** muito significativo a 5% de significancia
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A analise da superficie de resposta e as curvas de entorno geradas (Figuras 4 e
5) indicam valores de ponto critico, temperatura (32,19°C) e concentragcado de acido

(1,09%), para um ponto estacionario maximo de liberacdo de acgucares redutores de

20,35 g/L.

Hl -2.021
Bl 0,215
Bl 2451
B 4,687
[ 6,924
18160
B 11,396
Bl 13.632
Bl 15,869
Bl 138,105
Bl above

Figura 4- Superficie de resposta para liberacdo de agucares redutores por T. reesei
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Figura 5- Curvas de entorno para liberagcado de agucares redutores por T. reesei

Os resultados da liberacdo de hexoses também foram avaliados
estatisticamente, obtendo-se o modelo codificado em funcdo da temperatura e da
concentracdo de acido apresentado na Equacgao 2. Este foi validado pela analise de
variancia (Tabelas 11 e 12), pelo coeficiente de correlagcdo (R* = 0,86) e valores de F.
Com o modelo codificado validado pela ANOVA foi possivel se obter a superficie de

resposta e curvas de entorno (Figuras 6 e 7).

HEX = 1,4437 — 0,0743T — 0,4785A + 0,0009T? + 0,3968A% + 0,0174TA (2)

Onde:

HEX = acucares redutores (g/L);
T = temperatura (°C);

A= concentracdo de acido (%).
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Tabela 11- Coeficientes de regressao para a resposta de hexoses no planejamento fatorial para T. reesei

Coeficientes Erro Limite de Limite de

Fatores de Padréo t(6) p-valor  coeficiente  Coeficiente

Regresséao -95% +95%

Média 1,443707 3,066365 0,470820 0,654398  -6,05942 8,946830
Temp (L) -0,74344 0,175537 -0,423521 0,686677  -0,50387 0,355181
Temp (Q) 0,000987 0,002553 0,386370 0,712553  -0,00526 0,007234
Acido (L) -0,478553 1,262801 -0,378962 0,717765 -3,56852 2,611409
Acido (Q) 0,396828 0,303756 1,306404 0,239256  -0,34644 1,140093

Temp x Acido 0,017421 0,035116  0,496115 0,637461  -0,06850 0,103346

R?=0,86

Tabela 12- ANOVA para a liberagdo de hexoses no planejamento fatorial para T. reesei

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado E _valor
variacao Liberdade  Quadrados Médio caleulado P

Temperatura 3 0,007835 0,002612 0,19 0,8981*

Acido 3 0,508428 0,169476 12,47 0,0055**

*nao significativo a 5% de significancia
**muito significativo a 5% de significancia

E possivel observar que o efeito da temperatura néo foi significativo a 95% de
confianga e, que o efeito do acido foi muito significativo, a 95% de confianga, na
liberagcdo de hexoses na hidrdlise do bagago por T. reesei.

A andlise da superficie de resposta e as curvas de entorno (Figuras 6 e 7)
geradas pelos aplicativos indicam valores de ponto critico, temperatura (40,18°C) e
concentragdo de acido (-0,28%), para um ponto estacionario minimo de liberagdo de
hexoses de 0,018 g/L.
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Figura 6- Superficie de reposta para liberagdo de hexoses por T. reesei
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Figura 7- Curvas de entorno para liberagcao de hexoses por T. reesei
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4.3 Otimizacgao das condicoes de hidrélise de BMA por P. chrysosporium

A Tabela 13 apresenta os resultados da hidrélise do bagago moido por P.
chrysosporium no planejamento fatorial onde a temperatura e a concentragao de acido

influenciaram o desempenho do fungo neste processo.

Tabela 13- Resultados do planejamento fatorial para liberacdo de acgucares redutores (AR) e hexoses
durante o cultivo de P. chrysosporium em bagaco de cana moido e pré-tratado por acido (BMA)

Ensaio Tem(poeg;atura [HEOS/OC))4] AR®  (g/L) He)((g/?_G;S(z)
1° 29,8 0,26 7,66 0,1011
2° 38,3 0,26 7,70 0,1314
3° 29,8 1,04 18,49 0,5283
4° 38,3 1,04 17,39 0,5647
5° 28 0,65 15,52 0,3506
6° 40 0,65 15,31 0,2378
7° 34 0,1 3,09 0,0619
8° 34 1,2 19,96 0,4299
9° 34 0,65 16,77 0,3623
10° 34 0,65 16,40 0,2122
11° 34 0,65 16,56 0,1929
12° 34 0,65 16,35 0,3666

Nota: "’ método do DNS (MILLER, 1959).
@ método da cromatografia liquida - HPAE-PAD (BRAGATTO, 2007).

Os resultados obtidos pelo método do DNS foram superiores comparados com
os obtidos por cromatografia (Tabela 13). Segundo Pietrobon (2008), a metodologia de
quantificacdo por cromatografia liquida apresenta maior acuidade quando comparada
com a metodologia por DNS, pois os agucares sao quantificados separadamente, e
também pelo fato do detector amperométrico ter sido programado para determinar
apenas carboidratos. O hidrolisado deve ser tratado para a retirada de compostos que
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possam ser reduzidos para que néo interfiram na analise por DNS. Segundo Rivers et
al. (1983) citados por Pietrobon (2008), compostos como 5-hidroximetilfurfural e furfural
podem fornecer grupos redutores reativos e, consequentemente, interferirem na
coloragcédo do hidrolisado. Aldeidos de baixo peso molecular também fornecem grupos
redutores reativos que podem levar a erros quantitativos significativos (Rivers et al.,
1983 apud Pietrobon, 2008).

A utilizagcado das técnicas de planejamento experimental foi uma ferramenta muito
valiosa, pois 0 reduzido numero de ensaios, quando comparado aos delineamentos
tradicionais, permitiu ndo somente uma redugao do tempo necessario para a condugao
do estudo, como também uma redugdo no consumo de reagentes e solventes nas
analises. A qualidade dos dados gerados, por sua vez, possibilitou a obtengdo de
conclusées mais completas, pois foi possivel avaliar os efeitos e interagdes das
variaveis em estudo.

A partir dos resultados de acucares redutores e hexoses observados durante
cultivo de P. chrysosporium em bagaco moido pré-tratado por acido (BMA) (Tabela 13)
e utilizando os aplicativos “Statistic Release 5" e SAS, foram obtidos os valores dos
efeitos de cada parametro (temperatura e concentragao de acido) sobre a liberagao de
acgucares redutores e hexoses durante a hidrélise. Realizou-se a analise da influéncia
dos parametros para as duas respostas.

Os dados do planejamento fatorial foram submetidos a uma analise de variancia
(Tabela 14), anélise de regresséao e teste F (Tabela 15). Observa-se que o coeficiente
de correlagao obtido (R* = 0,99) e o teste F para a liberagdo de agucares redutores
foram validos a 95% de confianga.

Os dados experimentais ajustados pela equagao 3 demonstram que as variaveis,
temperatura e concentracado de acido, afetaram a resposta, sendo que o termo linear da
concentragao de acido apresentou maior coeficiente absoluto (+43,0501).

AR= - 48,6341 + 2,7758T + 43,0501A — 0,0397T% — 17,5812A% — 0,1749TA (3)

Onde:

AR = agucares redutores (g/L);
T = temperatura (°C);

A= concentragdo de acido (%).
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Tabela 14- Coeficientes de regressao para a resposta de agucares redutores no planejamento fatorial
para P. chrysosporium

Coeficientes Erro Limite de Limite de
Fatores de ) Padréo t(6) p-valor  coeficiente  Coeficiente

Regressao -95% +95%
Média -48,6341 16,73497  -2,9061  0,027117  -89,5831 -7,6851
Temp (L) 2,7758 0,95801 2,8974  0,027426 0,4316 5,1200
Temp (Q) -0,0397 0,01393 -2,8499  0,029185 -0,0738 -0,0056
Acido (L) 43,0501 6,89185 6,2465  0,000780 26,1864 59,9139
Acido (Q) -17,5812 1,65778  -10,6053 0,000041  -21,6376 -13,5247
Temp x Acido -0,1749 0,19165 -0,9129  0,396514 -0,6439 0,2940

R?=0,99

Tabela 15- ANOVA para a liberagdo de acglUcares redutores no planejamento fatorial para P.

chrysosporium.
Foqte ge Qraus de Soma dos Quasjrgdo Fenicuiado p-valor
variagao Liberdade Quadrados Médio
Temperatura 3 3,854969 1,284990 3,18 0,1058**
Acido 3 291,855878  97,285293 241,02 <0,0001**

**muito significativo a 5% de significancia.

As Figuras 8 e 9 apresentam a superficie de resposta e curvas de entorno para
os resultados da influéncia das variaveis independentes, temperatura e concentracéo
de acido, sobre a variavel dependente — concentracado de agucares redutores.

A tendéncia das curvas mostra os valores de ponto critico, temperatura (32,6°C)
e concentragédo de acido (1,06%), para um ponto estacionario maximo de liberagédo de
acgucares redutores de 19,48 g/L.



65

I -1,240
Il 0,829
Il 2,899
I 4,968
[ 7,038
19,107
B 11,177
I 13,247
Il 15316
Il 17,386
Il above

Figura 8- Superficie de resposta para liberacdo de agucares redutores por P. chrysosporium
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Figura 9- Curvas de entorno para liberagcao de agucares redutores por P. chrysosporium
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Os resultados da liberacdo de hexoses também foram avaliados
estatisticamente, obtendo-se o modelo codificado em funcdo da temperatura e da
concentracao de acido apresentado na equacéo 4.

Os dados experimentais ajustados pela equagao 4 demonstram que as variaveis,
temperatura e concentragcédo de acido, afetaram a resposta, sendo que o termo linear da
concentragéo de acido apresentou maior coeficiente absoluto (+ 0,429).

HEX = 1,4676 — 0,0836T + 0,4297A + 0,0011T? — 0,0214A% +0,0012TA 4)

Onde:

HEX = agucares redutores (g/L);
T = temperatura (°C);

A= concentragéo de acido (%).

Este modelo foi validado pela analise de variancia, pelo coeficiente de correlagao
(R* = 0,82) (Tabelas 16 e 17), e valores de F. Com o modelo codificado validado pela
ANOVA foi possivel se obter a superficie de resposta e curvas de entorno (Figuras 10 e
11) para liberagdo de hexoses.

Tabela 16- Coeficientes de regressdo para a resposta de hexoses no planejamento fatorial para
P.chrysospoirum

Coeficientes Erro Limite de Limite de

Fatores de Padrio t(6) p-valor  coeficiente  Coeficiente

Regresséo -95% +95%

Média 1,467648 2,510980 0,584492 0,580186  -4,67650 7,611796
Temp (L) -0,083632 0,143744 -0,581814 0,581877  -0,43536 0,268096
Temp (Q) 0,001178 0,002091 0,563356 0,593605 -0,00394 0,006294
Acido (L) 0,429783 1,034081 0,415619 0,692144  -2,10052 2,960087
Acido (Q) -0,021462 0,248739 -0,086283 0,934049 -0,63011 0,587181

Temp x Acido 0,001220 0,028755 0,042412 0,967547  -0,06914 0,071581

R?=0,82
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Tabela 17- ANOVA para a liberagao de hexoses no planejamento fatorial para P.chrysosporium

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado E _valor
variacdo Liberdade  Quadrados Médio caleulado P

Temperatura 3 0,003953 0,001318 0,14 0,9292*

Acido 3 0,238797 0,079599 8,76 0,0130**

*nao significativo a 5% de significancia

**muito significativo a 5% de significancia

As Figuras 10 e 11 apresentam a superficie de resposta e curvas de entorno
para os resultados da influéncia das variaveis independentes, temperatura e
concentracao de acido, sobre a variavel dependente — concentracdo de hexoses.

A tendéncia das curvas mostra os valores de ponto critico, temperatura (29,4°C)
e concentragao de acido (10,73%), para um ponto estacionario de sela para a liberagao de
hexoses de 2,52 g/L.

Figura 10- Superficie de resposta para liberagdo de hexoses por P. chrysosporium
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Figura 11- Curvas de entorno para liberagdo de hexoses por P. chrysosporium

4.4 Quantificagao de agucares por HPAE-PAD

A anadlise de acgucares por cromatografia liquida (HPAEC - PAD), com a
finalidade de identificar os tipos de agucares presentes no hidrolisado e quantificar
estes acucares liberados a partir da hidrélise do bagago moido pré-tratado com H,SO4
(0,5%) pelos fungos T. reesei e P. chrysosporium apos 5 dias de incubacao, identificou
0s agucares fucose, arabinose, galactose, glicose e xilose tanto nos experimentos com
T. reesei (Tabela 18) como para P. chrysosporium (Tabela 19).

Fucose, galactose e glicose sdo agucares com seis carbonos (C6) em sua
molécula e denominados hexoses. Enquanto, arabinose e xilose sao agucares com
cinco carbonos (C5) em sua molécula e recebem nome de pentoses.

Analisando os resultados obtidos com o T. reesei (Tabela 18) se observa uma
maior concentragao de pentoses no 3° ensaio (11,0070 g/L) e 8° ensaio (9,1976 g/L)
resultantes da hidrdlise do bagago moido a 29,8°C e H,SO, em concentracao de 1,2%
e, hidrdlise a 34°C e H,SO4a 1,2%, respectivamente.
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Com referéncia as hexoses, 0s ensaios que resultaram em maior concentracio

foram 3°, 4° e 8°. No 4° ensaio a temperatura utilizada foi 38,3°C e a concentracao de

acido 1,04%.
Verificou-se que o 3°

ensaio (29,8°C/1,04%)

resultou em uma maior

concentragao de agucares totais (11,6860 g/L), seguido do 8° ensaio (34°C/1,2%) com

concentragéo de 9,8165 g/L.

Tabela 18- Concentragdo de agucares fucose, arabinose, galactose, glicose, xilose, pentoses (C5),

hexoses (C6) e acgucares totais em bagago moido pré-tratado hidrolisado por T. reesei em

tratamento fatorial 22

Ensaio Fucose  Arabinose  Galactose  Glicose  Xilose  Pentoses  Hexoses Agucares
(°C/[H2S04]) g/L g/L g/L g/L g/L g/L g/L Totais g/L
1°9(29,8/0,26) 0,0089 1,0953 0,0909 0,0332  1,6589 2,7542 0,1330 2,8871
2°(38,3/0,26) 0,0063 1,0906 0,1073 0,0371  2,3706 3,4611 0,1507 3,6119
3°(29,8/1,04) 0,0152 1,5811 0,2855 0,3782  9,4259 11,0070 0,6790 11,6860
4°(38,3/1,04) 0,0104 1,0129 0,2694 0,5297  7,9378 8,9508 0,8096 9,7603
5°(28,0/0,65) 0,0074 0,7551 0,1503 0,1127  6,0442 6,7993 0,2704 7,0697
6°(40,0/0,65) 0,0099 1,0795 0,1575 0,0946  5,8479 6,9274 0,2620 7,1894
7°(34,0/0,1) 0,0062 1,0964 0,0575 0,0196  0,4174 1,5137 0,0832 1,5969
8°(34,0/1,2) 0,0115 1,3187 0,2415 0,3659  7,8789 9,1976 0,6189 9,8165
9°(34,0/0,65) 0,0078 0,8857 0,1646 0,1251  5,9320 6,8176 0,2975 7,1151
10°(34,0/0,65)  0,0093 1,2888 0,2050 0,1654  7,0121 8,3008 0,3797 8,6805
11°(34,0/0,65)  0,0092 0,8934 0,1737 0,1389  7,2439 8,1373 0,3218 8,4591
12°(34,0/0,65) nd 0,4858 0,1048 0,0905  5,0602 5,5460 0,1953 5,7412

Nos resultados obtidos por P. chrysosporium (Tabela 19) na hidrolise do bagago

moido observou-se que as condicbes do 3°

(29,8°C/1,04%)

e 4°

ensaios

(38,3°C/1,04%) contribuiram para as maiores concentragcées de pentoses, 10,1501 e
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10,0279 g/L, respectivamente. Para as hexoses com 0,5283, 0,5647 e 0,4299 g/L, 3°, 4°
e 8° ensaios, as mesmas condi¢cdes que T. reesei.

Tabela 19- Concentragdo de agucares fucose, arabinose, galactose, glicose, xilose, pentoses (C5),

hexoses (C6) e agucares totais em bagago moido pré-tratado (BMA) hidrolisado por

P.chrysosporium em tratamento fatorial 22.

Ensaio Fucose Arabinose Galactose Glicose Xilose Pentoses Hexoses Agucares Totais
(°C/[H2S04]* glL glL glL glL g/lL glL glL glL
1°(29,8/0,26)  0,0096  1,0743 0,0915 nd 1,3145 2,3888  0,1011 2,4899
2°(38,3/0,26) nd 0,7684 0,0980  0,0334 19176 26860  0,1314 2,8174
3°(29,8/1,04)  0,0112  1,2475 0,2287  0,2884 8,9026 10,1501  0,5283 10,6785
4°(38,3/1,04)  0,0099  1,3412 0,2370  0,3178 8,6867 10,0279  0,5647 10,5926
5°(28,0/0,65)  0,0070  1,1532 0,1918  0,1518 6,8441 7,9973  0,3506 8,3479
6°(40,0/0,65)  0,0072  0,8447 0,1408  0,0898 15,6258 6,4705  0,2378 6,7082
7°(34,000,1) 00055 0,8798 0,0463  0,0100 0,2044 1,0841  0,0619 1,1460
8°(34,011.2)  0,0060 0,8432 0,1747  0,2493 7,4076 8,2508  0,4299 8,6807
9°(34,0/0,65)  0,0089  1,1012 0,972  0,1562 7,6240 8,7252  0,3623 9,0875
10°(34,0/0,65) 0,0081  0,5278 0,1154  0,0887 5,0941 56219  0,2122 5,8341
11°(34,0/0,65) 00073  0,4692 0,1068  0,0788 4,6844 51536  0,1929 5,3465
12°(34,0/0,65) 0,0146  1,1820 0,2009 01511 7,5313 8,7133  0,3666 9,0798

P. chrysosporium (Tabela 19) liberou menor concentracédo de hexose que T.

reesei (Tabela 18), nos mesmos ensaios considerados.
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4.5 Caracterizagao do bagaco hidrolisado por microscopia de luz

Como mencionado anteriormente, este estudo, que visou a caracterizacao do
bagaco hidrolisado pelos fungos selecionados na etapa preliminar, foi conduzido
paralelamente a etapa de otimizacdo das condi¢cdes de hidrolise.

A finalidade desta etapa foi caracterizar o bagacgo integral pré-tratado com acido
e hidrolisado pelos fungos T. reesei e P. chrysosporium por meio da coloragado das
fibras de celulose e lignina e observagao de laminas por microscopia de luz.

Optou-se por realizar este experimento utilizando os fungos selecionados na
etapa preliminar por um periodo de hidrélise de 5 dias, e em bagaco integral.

4.5.1 Colmo de cana-de-agucar

Amostras de colmo de cana-de-agucar em cortes longitudinais e transversais
foram analisadas apdés coloragao das laminas (Figuras 12 e 13).

A metodologia utilizada para o preparo das amostras possibilitou a dissociagao
das fibras permitindo sua visualizagdo, sem afetar a estrutura da fibra. Todas as
imagens obtidas mostram a coloragdo da celulose em azul e da lignina em vermelho.

Na Figura 12, observa-se a organizagao dos vasos condutores, floema e xilema,
como a celulose e a lignina estdo dispostas nestes feixes em corte transversal do

colmo. O mesmo pode ser visto na Figura 13 em corte longitudinal.
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Figura 12- Fotomicrografia evidenciando feixe vascular em corte transversal do colmo de cana-de-agucar
apos coloragdo com Azul de Astra (1%) e Safranina (1%). A celulose esta em azul e a lignina
em vermelho. (FI = floema; Fb = fibras; Lpx = lacunas de protoxilema e Mx = metaxilema).
Microscépio Zeiss, aumento 10x

10 um

Figura 13- Fotomicrografia evidenciando feixe vascular em corte longitudinal do colmo de cana-de-
agucar apos coloragdo com Azul de Astra (1%) e Safranina (1%). A celulose esta colorida em
azul e a lignina em vermelho. (FI = floema; XI = xilema). Microscépio Zeiss, aumento 10x
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4.5.2 Bagago de cana-de-agucar

Devido ao bagacgo de cana-de-agucar ser pouco estudado em relagédo a sua
constituicdo anatdmica, ndo existe protocolo de preparacao pré-estabelecido, para a
coloragao e preparagao de laminas histolégicas. Portanto, a metodologia foi adaptada
para este tipo de material e apds varios testes de dissociagcdo e coloracdo foram
definidos tempo e concentragdo de reagentes e corantes ideais.

O bagacgo de cana-de-agucar tratado com H,SO,4 foi submetido a coloragdo com
Azul de Astra e Safranina (Figuras 14, 15 e 16). E possivel observar a presenca de
celulose (azul) e lignina (vermelho) pela coloragao das fibras.

Na Figura 14, é possivel identificar, pelo método de coloragéao utilizado, um
pacote de fibras de lignina e de celulose.

/4 //

Figura 14- Fotomicrografia evidenciando as fibras de celulose (azul) e lignina (vermelho) obtidas de

bagaco de cana-de-agucar tratado com H,SO, apds coloragdo com Azul de Astra (1%) e
Safranina (1%). (Cl=celulose; Lg= lignina). Microscopio Zeiss, aumento 20x
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A Figura 15 apresenta uma fibra de celulose e outra de lignina no bagago pré-

tratado por H,SO4 apds coloragdo com os corantes Azul de Astra e Safranina.

Figura 15- Fotomicrografia evidenciando as fibras de celulose (azul) e lignina (vermelho) obtidas de
bagaco de cana-de-agucar tratado com H,SO, apds coloragdo com Azul de Astra (1%) e
Safranina (1%). (Cl=celulose; Lg= lignina). Microscdpio Zeiss, aumento 20x

Na Figura 16 observa-se um pacote de fibras de celulose e lignina em lamina
com bagaco pré-tratado e submetido a coloragdo com Azul de Astra e Safranina.
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Figura 16- Fotomicrografia evidenciando as fibras de celulose (azul) e lignina (vermelho) obtidas de
bagaco de cana-de-agucar tratado com H,SO, apds coloragdo com Azul de Astra (1%) e
Safranina (1%). (Cl=celulose; Lg= lignina). Microscopio Zeiss, aumento 20x

O bagago de cana-de-agucar pré-tratado com H;SO4 e hidrolisado por P.
chrysosporium apos 5 dias foi submetido a coloragdo com Azul de Astra e Safranina
(Figuras 17, 18 e 19). As ligninases que este fungo produz em maior quantidade que as
celulases atacam a lignina num primeiro momento, tornando desse modo, as fibras de
celulose expostas ao ataque das celulases posteriormente. Sendo a lignina degradada
antes da celulose, portanto, solubilizada, € possivel visualizar as fibras de celulose que
restaram.

A deslignificagao seletiva € comprovada pela literatura, que afirma que este
fungo apresenta preferéncia pela degradagao da lignina e o material adquire aspecto
fibroso-esbranquicado em decorréncia da decomposicdo de até 97% da lignina e
acumulo de celulose (KIRK, FARRELL, 1987; LEONTIEVSKY et al., 2000; PALMIERI et
al., 2000).

Na Figura 17 é clara a presenga de celulose e a auséncia de lignina indicando
que o P. chrysosporium foi mais ativo que o T. reesei na degradacédo das fibras de
lignina no periodo de cinco dias de hidrolise do bagago. A mesma condi¢cdo pode ser

observada nas Figuras 18 e 19.
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Figura 17- Fotomicrografia evidenciando as fibras de celulose (azul) presentes no bagago pré-tratado
com H,SO, e hidrolisado por P. chrysosporium apés coloragdo com Azul de Astra (1%) e
Safranina (1%). (Cl=celulose). Microscdpio Zeiss, aumento 20x

Figura 18- Fotomicrografia evidenciando as fibras de celulose (azul) presentes no bagago pré-tratado
com H,SO, e hidrolisado por P. chrysosporium apos coloragdo com Azul de Astra (1%) e
Safranina (1%). (Cl=celulose). Microscopio Zeiss, aumento 20x
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10 pm

Figura 19- Fotomicrografia evidenciando as fibras de celulose (azul) presentes no bagaco pré-tratado
com H,SO, e hidrolisado por P. chrysosporium apds coloragdo com Azul de Astra (1%) e
Safranina (1%). (Cl=celulose). Microscopio Zeiss, aumento 20x

O bagaco de cana-de-agucar pré-tratado com H,SO4 e hidrolisado por T. reesei
apo6s 5 dias foi submetido a coloragdo com Azul de Astra e Safranina (Figuras 20, 21 e
22). Devido a coloragéo observa-se que a celulose do bagaco foi hidrolisada pelo fungo,
restando as fibras de lignina. O pré-tratamento acido proporciona a exposigdo da
celulose ao ataque das celulases produzidas por este fungo.

Quando se diz que a celulose foi hidrolisada significa que as celulases do fungo
quebraram a molécula em unidades de glicose, que é uma molécula soluvel e passivel
de fermentacao.

Observa-se na Figura 20 a presenca de fibras de lignina que restaram apés a
hidrélise do bagaco pelo T. reesei. O mesmo ocorre nas Figuras 21 e 22.
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Figura 20- Fotomicrografia evidenciando as fibras de lignina (vermelho) presentes no bagago pré-tratado

com H,SO, e hidrolisado por T. reesei apds coloracdo com Azul de Astra (1%) e Safranina
(1%). (Lg=lignina). Microscopio Zeiss, aumento 20x

' ' 10
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Figura 21- Fotomicrografia evidenciando as fibras de lignina (vermelho) presentes no bagago pré-tratado

com H,SO, e hidrolisado por T. reesei apds coloracdo com Azul de Astra (1%) e Safranina
(1%). (Lg=lignina). Microscopio Zeiss, aumento 20x
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Figura 22- Fotomicrografia evidenciando as fibras de lignina (vermelho) presentes no bagaco pré-tratado
com H,SO, e hidrolisado por T. reesei apds coloragdo com Azul de Astra (1%) e Safranina
(1%). (Lg=lignina). Microscopio Zeiss, aumento 20x

Visto que todas as laminas preparadas foram submetidas ao mesmo processo de
coloragao, pode-se inferir que a auséncia de celulose ou lignina se deve, basicamente,
a hidrdlise enzimatica que estes fungos foram capazes de realizar no bagago de cana-
de-acucar.
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5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos na etapa preliminar possibilitaram selecionar os fungos T.
reesei e P. chrysosporium, pois apresentaram melhor desempenho no processo de
hidrolise do bagago de cana-de-agucar, isto €, maior concentragcdo de agucares
redutores em um periodo de 5 dias. Quanto ao pré-tratamento, o processo de hidrélise
pelos fungos apresentou resultados superiores em bagago moido pré-tratado por acido
em comparagao com o bagaco pré-tratado por explosao a vapor.

A etapa de otimizagcdo das condi¢gdes de hidrélise de 5 dias em bagago moido
permitiu observar que temperatura e concentracdo de acido afetaram a producgao de
acgucares redutores e hexoses pelos fungos T. reesei e P. chrysosporium. A andlise da
superficie de resposta indicou uma produgdao maxima de acucares redutores de 20,35
g/L para T. reesei e, 19,48 g/L para P. chrysosporium. A producdo maxima de hexoses
foi de 0,018 g/L e 2,52 g/L para T. reesei e P. chrysosporium, respectivamente.
Concentragcdo de acido apresentou maior influéncia nas respostas obtidas que
temperatura.

Quanto a caracterizagdo do bagaco, P. chrysosporium apresentou maior
habilidade em degradar lignina antes da celulose no periodo de 5 dias de hidrolise, e T.
reesei apresentou grande habilidade em degradar celulose no mesmo periodo. Foi
possivel, através do método de coloragdo e produgdo de laminas histologicas
observadas por microscopia de luz, constatar a degradagao da celulose e da lignina do

bagaco de cana-de-agucar no processo de hidrélise enzimatica.
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