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RESUMO

NEGRAO, D. R. ModificacBes estruturais da lignina causada por fungos. 2015. 126 p.
Tese (Doutorado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo,
Piracicaba, 2015.

O licor negro, cuja composicdo majoritaria € de lignina, é o principal subproduto gerado apos
a obtencdo de polpa celul6sica. Este polimero natural é caracterizado pela elevada massa
molecular (MM) e composi¢do aromatica. Processos fisico-quimicos sdo empregados na
fragmentacdo da lignina com o objetivo de obter compostos aromaticos, cuja fonte nédo
renovavel é oriunda de derivados do petroleo. A biodegradacdo da lignina, causada pela acéo
de enzimas ligninoliticas fungicas pode prover compostos aromaticos de baixo peso
molecular, como fendis e antioxidantes, utilizados em diversos segmentos industriais. O
objetivo deste trabalho foi estudar a modificacdo estrutural da lignina causada por fungos
basidiomicetos coletados de mata nativa e campos de reflorestamento de eucalipto. Os ensaios
de biodegradacdo foram inicialmente conduzidos utilizando-se 10 espécies de fungos,
cultivados em duas concentracfes de licor negro (10% e 15%, v/v). No ensaio com licor
menos concentrado, utilizaram-se 10 espécies, e no ensaio com licor 15% utilizou-se somente
a espécie Pycnoporus sanguineus. As analises realizadas para o estudo da modificacdo
estrutural da lignina foram: espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR/ATR),
cromatografia liquida de gel filtracdo e espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS). P.
sanguineus e espécies de fungos do género Trametes possuem elevada capacidade de
consumir a lignina presente no licor 10%, ap6s 14 dias. A atividade de enzimas ligninoliticas
de P. sanguineus foi investigada nas duas concentracdes de licor. No licor 10%, observou-se
elevada atividade das enzimas ligninoliticas manganés peroxidase (MnP), lacase e
peroxidases; somente a MnP foi detectada com maior atividade no licor 15%. Analises de
Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) indicaram que o licor negro 10% biodegradado por
P. sanguineus possui elevada carga de DBO, sendo toxico a Daphia magna e Hydra
attenuatta. Analises de metabodlitos produzidos pelos fungos no licor negro 10% por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) indicaram,
principalmente, a producdo de agucares e alcoois em concentrages ndo muito diferentes dos
seus respectivos controles. Embora os fungos sejam capazes de reduzir a massa molecular da
lignina presente no licor negro, compostos derivados da sua fragmentacdo podem sofrer
reacOes de condensacdo ou repolimerizagéo, contribuindo, eventualmente, para elevar sua
massa molecular.

Palavras-chave: Fungos basidiomicetos. Licor negro kraft. Lignina. Biodegradacéo.
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ABSTRACT

NEGRAO, D. R. Modification of lignin structure caused by fungi. 2015. 126 p. Tese
(Doutorado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Séo Paulo,
Piracicaba, 2015.

Black liquor which the bulk content is lignin, is the main product generated after obtaining
cellulose pulp. This natural polymer is characterized by high molecular weight (MW) and
aromatic compounds. Physical-chemical processes can be employed to fragment lignin and to
produce aromatic compounds to replace those from non-renewable sources such as petroleum.
Biodegradation of lignin can provide low molecular weight compounds, such as phenols and
antioxidants, which may be employed in various industrial processes. The aim of this work
was to investigate the structural modification of lignin caused by basidiomycetes fungi,
obtained from native forest and Eucalyptus fields. The biodegradation assay was done with10
fungi species cultivated with two concentrations of black licor (10% and 15%, v/v). The assay
with 10% liquor, 10 species of basidiomycete fungi were used, and in the assay with 15%
liquor, it was used only Pycnoporus sanguineus. The analyses carried out to determine the
structural modification of lignin were: infrared spectroscopy (FTIR/ATR), liquid
chromatography gel filtration and small angle X-ray scattering (SAXS). P. sanguineus and
fungi of Trametes genera had high capacity to consume the lignin content in the 10% liquor,
after 14 days of cultivation. After that, P. sanguineus was selected for assays of ligninolytic
enzymes activities in the two liquor concentrations. High activities of manganese peroxidase
(MnP), laccase and peroxidase were detected in the 10% liquor, whereas in the concentration
of 15% only high MnP activity was detected. Biochemical Oxygen Demand, analysis (BOD)
indicated that the biodegraded liquor had high BOD load, and it was toxic to Daphia magna
and Hydra attenuata. Metabolites produced by the fungi in the liquor 10% were analysed by
gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS), which indicated mainly the production of
sugars and alcohols in concentrations not far from their respective controls. Although the
fungus is able to decrease molecular weight of lignin, its fragments derivatives can undergo
condensation or repolymerization reactions, contributing, eventually, to increase its molecular
weight.

Keywords: Basidiomycetes fungi. Kraft black liquor. Lignin. Biodegradation.
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1 INTRODUCAO

A maioria das industrias de polpa celulosica no mundo € construida para utilizar o
processo Kraft. Esse processo ¢ escolhido porque resulta em polpa celuldsica de melhor
qualidade e, ndo menos importante, porque permite a recuperagdo dos produtos quimicos
utilizados durante a polpagdo. Contudo, em relagdo a geracdo de residuos, o processo Kraft
apresenta certas desvantagens, como a cor escura do licor negro e seu odor extremamente
desagradavel (DYER, 2004).

O licor negro ¢ o principal residuo gerado apds o processamento da polpa celuldsica.
Sua composi¢do pode variar com o tipo, idade e parte da madeira utilizada, e do processo
empregado para a polpacdo (PILO-VELOSO, 1993). A lignina é a maior fracdo constituinte
do licor negro, a qual possui elevada massa molecular e estrutura quimica ainda néo
completamente definida (GOSSELINK et al., 2004). Outros componentes, tais como
compostos fendlicos, resinas, &cidos graxos, taninos, cromdforos e clorolignina também estéo
presentes. Em geral, o licor possui alcalino, em torno de pH 14,0, elevada demanda
bioquimica de oxigénio (DBO) e demanda quimica de oxigénio (DQO) (CHANDRA,
ABHISHEK, 2011).

As empresas de papel e celulose ndo consideram o licor negro como um residuo sem
finalidade, mas sim como um subproduto, uma vez que a energia oriunda da sua queima ¢
capaz de suprir toda a demanda energética da industria (DYER, 2004, GOSSELINK, 2004).
Porém, uma vez que o processo de producdo de energia envolve a combustdo de lignina, seus
derivados potencialmente Uteis na inddstria quimica sdo perdidos. Além disso, essa pratica
contribui para 0 aumento das emissdes de gases de efeito estufa (AZADI et al., 2013).

Aproximadamente 90% do conteudo total de lignina presente no licor negro podem ser
recuperados através de diferentes métodos (Da RE; PAPINUTTI, 2011). Entretanto, apenas 1
a 2% de lignina recuperada é empregada para a obtencdo de uma ampla gama de produtos
especiais (LORA; GLASSER, 2002). O restante do conteudo organico presente no licor negro
é queimado na industria geradora. As ligninas comerciais sdo disponiveis como coprodutos
dos processos de polpacéo, sendo a lignina Kraft e os lignosulfonatos os principais derivados
(RAQUEZ et al., 2010).

Do ponto de vista quimico, ligninas sdo consideradas polifendis complexos e sua
estrutura possui locais de alta reatividade que podem ser modificadas através de uma série de
reacdes quimicas e bioldgicas (SANCHEZ, 2009). No entanto, o maior desafio é modificar

sua estrutura e, a0 mesmo tempo, manter sua integridade e propriedades quimicas. Ligninas
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de diversas fontes lignocelulésicas vém sendo modificadas e utilizadas como biocompdsitos
nos mais diversos segmentos industriais. Preparo de compdsitos reforcados (PAIVA;
FROLLINI, 2006), incorporagdo em ceramicas (CERRUTT et al., 2012), composicao de
baterias (MILCZARECK; INGANAS, 2012), e antioxidantes para borrachas (POUTEAU et
al., 2005) sédo exemplos de emprego de ligninas no segmento industrial de materiais
bio-based.

Embora a transformacdo quimica da lignina seja uma rica fonte de produtos de
elevado valor agregados, a modificacdo enzimatica surge como uma alternativa menos
poluente que pode acessar uma gama de quimicos de origem renovavel (SANCHEZ, 2009).
Nesse sentido, a manipulagdo de microrganismos como forma de fragmentar a complexa
estrutura da lignina tem se mostrado promissora em diversos processos biotecnoldgicos
(AZADI et al., 2013). Os fungos de podriddo branca séo principais microrganismos estudados
no que diz respeito a degradacdo da lignina, por serem capazes de mineraliza-la até CO; e
agua.

A habilidade de degradacéo da lignina por fungos de podridao branca é muito variavel
entre as espécies (BLANCHETTE, 1984), e os mecanismos bioquimicos fundamentais para
tais processos ainda ndo sdo completamente elucidados (MELO; AZEVEDO, 2008).
Contudo, sabe-se que a biodegradacdo da lignina é resultado da producdo extracelular de
diversos tipos de enzimas redutoras ou oxidativas, que sdo inespecificas devido a
heterogeneidade quimica e muitos tipos de ligacdes C-O e C-C (HATAKKA; HAMMEL,
2010). As enzimas extracelulares envolvidas na degradacdo da lignina sdo as peroxidases e
lacases (EC 1.10.3.2.). As peroxidases incluem: (1) lignina peroxidase (LiP, EC 1.11.1.14),
(2) manganés peroxidase (MnP, ‘“Mn-dependente de peroxidase”, EC 1.11.1.13), e (3)
peroxidases versateis (VP, EC 1.11.1.16) (HATAKKA, 1994;: MARTINEZ, 2002).

A pesquisa com microrganismos habeis em crescer no licor negro é de interesse
industrial, pois possibilita valorizar economicamente um subproduto que tem como principal
destino a queima. Esse estudo tem grande importancia nos avancos biotecnologicos pela
busca de compostos quimicos oriundos de fontes renovaveis e gerados através de processos
bioldgicos. Este trabalho relata o cultivo de fungos basidiomicetos em licor negro visando a
fragmentacdo enzimdtica da lignina, e andlise da sua estrutura molecular apds a

biodegradacao.
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2 OBJETIVOS

e Selecionar fungos basidiomicetos isolados de mata nativa e campos de reflorestamento

de Eucalyptus spp., pela capacidade de se desenvolver em licor negro.

e Analisar a estrutura da lignina modificada enzimaticamente.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Os constituintes da biomassa vegetal

Desde os primordios da humanidade, as plantas lignoceluldsicas tém contribuido
para a permanéncia dos povos em determinados locais, como fonte de alimentos através da
agricultura, como matéria-prima para a construgdo civil e como uma das mais importantes
fontes de combustiveis. Dessa forma, a necessidade de se utilizar completamente todos os
componentes da biomassa vegetal contribui para um melhor aproveitamento do uso da terra e
producdo de alimentos. Ao mesmo tempo, os residuos podem ser reaproveitados como fonte
renovavel de energia e outros tipos de matéria-prima, de forma a reduzir nossa dependéncia
aos derivados de petroleo (HARRINGTON et al., 2012).

Em termos de estrutura, a parede celular da célula vegetal é formada pela parede
primaria, parede secundaria externa (S1), parede secundaria média (S2) e parede secundaria
interna (S3), conforme representado na Figura 1. Essas camadas sdo compostas por
microfibrilas celul6sicas, orientadas no espaco de forma definida, e protegidas em uma matriz
composta de lignina e de hemicelulose (BLANCHETTE, 1991).

Os principais constituintes quimicos da parede celular vegetal s@&o a celulose,
hemicelulose e lignina. Celulose e hemicelulose s&o macromoléculas constituidas de agucares,
enguanto que a lignina é um polimero aromatico sintetizado de precursores fenilpropanoides
(PEREZ et al., 2002; CARVALHO et al., 2009).
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s1 s2 s3  Lamela Média

Figura 1 - Esquema representativo das paredes
primaria e secundéaria (adaptado de
Conti, 2007).

3.2 Celulose e hemicelulose — os agucares da parede celular

A celulose € um polissacarideo linear formado por unidades do monossacarideo 3-D-
glucose, unidas entre si através de ligagdes glicosidicas do tipo B (1—4) que originam um
polimero linear. A denominacao B refere-se a formacéo de outro carbono quiral (assimétrico)
na molécula de glucose, e o prefixo D se refere a atividade dptica dessa substancia
(CARVALHO et al., 2009).

A molécula de celulose pertence a funcdo quimica dos carboidratos ou, mais
precisamente, a dos glicidios, cuja classificacdo pode ser dividida em monossacarideos
(aldoses e cetoses), glicosideos e polissacarideos (oligossacarideos e polissacarideos
propriamente ditos). Os glicosideos podem ser completamente hidrolisados, produzindo
monossacarideos e substancias pertencentes a outras classes de compostos quimicos; apds a
hidrolise dos polissacarideos apenas monossacarideos sdo produzidos. Analises de raios-X
mostraram que as fibras sdo constituidas de regiGes cristalinas (altamente ordenadas), com
maior resisténcia a tracdo e alongamento, e as regides amorfas (desordenadas), muito menos
resistente comparado a primeira (KOGA, 1988).

O termo hemicelulose ¢ utilizado coletivamente para denominar grupos distintos de
polissacarideos de baixa massa molar que estdo intimamente associados a celulose. As
hemiceluloses s&o polimeros constituidos por aglcares do tipo pentoses (xilose e arabinose)
e/ou hexoses (glucose, manose e galactose), além de acidos urénicos e grupos acetila (KOGA,
1988; CARVALHO et al., 2009).
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As hemiceluloses isoladas das madeiras s&o misturas complexas de polissacarideos, e
este termo ndo designa um composto definido, mas sim uma classe de compostos poliméricos,
cada um com sua propriedade particular. Como caracteristicas principais, citam-se a auséncia
de cristalinidade e configuracdo irregular e ramificada, propriedades que contribuem para a
absorcdo de &gua, intumescimento e o aumento da flexibilidade das fibras. Assim como
ocorre com a celulose e lignina, o teor e a propor¢éo dos diferentes componentes encontrados
nas hemiceluloses variam de acordo com a parte da planta, tecido, idade e até mesmo entre
individuos da mesma espécie (KOGA, 1988; CARVALHO et al., 2009).

3.3 Ligninas e suas multiplas func¢des

3.3.1 Definicao e funcdes

O maior evento no desenvolvimento de plantas terrestres € a lignificacdo da parede
celular. Uma das adaptacbes mais importantes desenvolvidas ao longo da existéncia das
plantas na superficie da terra foi a producdo de componentes fenilpropanaoides, cuja fungéo é
de proteger as células contra a dessecacdo, temperaturas elevadas, exposi¢do a luz UV e
ataque microbiano. A habilidade de depositar ligninas fenilpropandides na parece celular
permitiu a adaptacdo e a permanéncia das plantas como seres vivos no planeta (WENG;
CHAPPLE, 2010). Entretanto, a composicdo e quantidade de ligninas sdo altamente variaveis
de acordo com a parte da planta, tecidos, idade, entre diferentes espécies e até mesmo entre
individuos de uma mesma espécie. A lignina € o segundo componente mais abundante na
madeira, ocorrendo entre 15 a 35% do seu peso (SARKANEN; HERGERT, 1971,
HARRINGTON et al., 2012).

Muitos genes que participam da biossintese e deposi¢do das ligninas vém sendo
caracterizados, atraves de fatores transcricionais e do sequenciamento de genomas, que
permitiu descobrir novos genes envolvidos na formacdo da parede secundaria de espécies
arbéreas (BOERJAN et al., 2003; GRIMA-PETTENATI et al., 2012) e de gramineas
(HARRINGTON et al., 2012). A partir de estudos de lignina recombinante em coniferas
(gimnospermas), alguns dados evidenciam que a biossintese de monolignois e a lignificagéo
em especies de folhosas (angiospermas) e gimnospermas ocorrem de forma paralela. Certas
similaridades, entretanto, ndo sdo totalmente surpreendentes, uma vez que O Processo
evolutivo das plantas terrestres dependia também da producdo de lignina (WENG;
CHAPPLE, 2010; WAGNER et al., 2012).
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Sarkanen e Ludwig (1971) denominam o termo “ligninas” ao invés de “lignina”,
baseado na polimerizagdo de monoligndis, os quais se diferem pelo nimero de metoxilagdes
sobre seu anel aromatico. Portanto, as ligninas sdo moléculas complexas e altamente variaveis
e, aparentemente, sua sintese é influenciada por fatores ambientais, idade da planta e tipo
celular (PILATE et al., 2012). Ligninas sdo definidas como macromoléculas ou polimeros de
natureza aromatica (material polifendlico) e amorfa (sem estrutura definida), derivado a partir
da polimerizacdo dehidrogenativa (significa que a reacdo € iniciada por enzimas) de trés
mondmeros fenilpropanoides precursores, os alcoois p-cumarilico, coniferilico e sinapilico
(GRIMA-PETTENATI et al., 2012; HARRINGTON et al., 2012).

Uma das principais fun¢des das ligninas é conferir rigidez a parede celular e atuar
como agente permanente de ligacdo entre as células. Devido a sua caracteristica hidrofdbica,
as ligninas também atuam no intricado transporte interno de agua, nutrientes e metabdlitos por
impedir a permeabilidade de agua dos tecidos condutores do xilema. As ligninas presentes nas
paredes celulares sempre estdo associadas com as hemiceluloses, através de interaces fisicas
e de ligacGes covalentes (SARKANEN, 1971; KOGA, 1988; SALIBA et al., 2001).

As ligninas séo polimeros aromaticos complexos e heterogéneos, conferindo elevada
resisténcia a degradacdo. Tecidos lignificados também sdo resistentes ao ataque microbiano,
impedindo ou dificultando a penetracdo de enzimas e 0 acesso aos carboidratos, celulose e
hemicelulose. Portanto, além da funcdo essencial de prover integridade a estrutura da madeira,
as ligninas protegem-na contra danos bioticos e abioticos. Este é o motivo pelo qual a
lignificacdo ocorre rapidamente em tecidos injuriados, impedindo a entrada de
microrganismos e insetos (ORTH et al., 1993; PEREZ et al., 2002). Alguns fatores decisivos
gue governam a degradacdo das ligninas sdo a quantidade e o tipo de ligninas (G, S) presentes
nas arvores (BLANCHETTE, 1991).

De acordo com Blanchette (1995), além da constituicdo quimica das ligninas, o tipo
da celula, diferente em cada tecido presente no caule, ramos, folhas, e das camadas
depositadas na parede celular (S1, S2 e S3) influenciaram o tipo e a extensdo da degradacéo

causada por fungos de podridao branca e podriddo marrom.

3.3.2 Constituicdo quimica

A nomenclatura quimica da lignina fundamenta-se na unidade basica fenilpropanoide

(Ce-C3 ou Cy), conforme demonstrado na Figura 2. Essa estrutura consiste em um anel
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aromatico (estrutura fenolica Cg) ligado a uma cadeia alifatica (linear) de trés dtomos de
carbono (Cs, segmento propanoide).

Na estrutura fenilpropanoide, os carbonos do anel fenolico sdo identificados com
numeros arabicos, no sentido horario (iniciando-se a partir do carbono da ramificacdo da
cadeia lateral). Os carbonos da cadeia alifatica sdo identificados com as letras gregas a, que
corresponde ao carbono ligado ao anel benzilico, B e vy, seguindo na ordem sequencial. Os
carbonos da cadeia alifatica sdo unidos por ligacdes éter (C-O-C) e carbono-carbono (C-C)
(SARKANEN; ERGERT, 1971; FUKUSHIMA; HATFIELD, 2003; MUNK et al., 2015).

A lignina é formada a partir da polimerizagdo de trés mondmeros fenilpropandides
(Co), que variam entre si apenas na metoxilacdo dos carbonos 3 e 5. Esses mondmeros sao 0s
alcoois p-cumarilico (ndo possui grupamentos metoxilicos), coniferilico (possui metoxilacédo
no C3) e sinapilico (possui metoxilacdo no Cz e Cs) (Figura 2).

Os trés alcoois precursores originam as unidades basicas de lignina: o alcool tipo p-
cumarilico dard origem as ligninas do tipo p-hidroxifenila (H), o &lcool coniferilico dara
origem as ligninas denominadas tipo guaiacila (G) e o alcool sinapilico as ligninas do tipo
siringila (S) (Figura 2) (SARKANEN; HERGERT, 1971; GRIMA-PETTENATI et al., 2012,
HARRINGTON et al., 2012).

OH OH
4 F
OCH3; H,CO OCH,3
OH OH
Alcool Alcool Alcool
p-cumarilico (H) coniferilico (G) sinapilico (S)

Figura 2 - Alcoois precursores das unidades fenilpropandides da
lignina, p- hidroxifenila (H), guaiacila (G) e siringila
(S) (Adaptado de Munk et al., 2015).
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Dependendo da espécie vegetal, a presenca e a concentracao das unidades de ligninas
sdo bastante variaveis. No geral, madeiras de coniferas (gimnospermas) sdao compostas com
aproximadamente 95% de unidades de lignina guaiacila (G), e o restante € constituido de
unidades H e tracos de unidades S. Madeiras de folhosas (angiospermas) possuem uma
combinacdo de unidades de ligninas dos tipos G-S, prevalecendo ligninas do tipo S
(HIGUCHI, 1981; CARVALHO et al., 2009).

Em angiospermas, a lignina do tipo S é predominante nas fibras, enquanto que 0s
vasos sdo ricos em lignina do tipo G; sua composi¢cdo também é varidvel entre os tecidos,
como por exemplo, as ligninas da lamela média que tém tipicamente uma propor¢do mais
baixa de S-G comparada as ligninas da parede secundaria (MARTINEZ et al., 2005). Em
coniferas, a composicao da lignina pode variar de acordo com o tipo de tecido. Por exemplo,
elevada relacdo de unidades de ligninas tipo H-G séo encontradas na madeira de compressao,
formadas em resposta a forca gravitacional (WAGNER et al., 2012).

Os mon6émeros unem-se entre si por diferentes tipos de ligagdes quimicas: ligacdes
éter (C-O-C), C-C, entre cadeias alifaticas C3 com duas unidades (B-B’, a-p’, a-a’), entre
cadeias alifaticas e anéis aromaticos (B-5°, B-1°, a-1’), entre carbonos de nicleo aromatico
(5-5”), além de ligagdes etéricas, envolvendo cadeias alifaticas e anéis aromaticos (a-O-4’, 3-
0O-4’), ou apenas a presenca de cadeias alifaticas (a-y’), conforme alguns exemplos
representados na Figura 3 (PILO-VELOSO, 1993; FARAVELLI et al., 2010).

Ligacdes éter nas posigoes a e B sao os grupos funcionais mais abundantes na cadeia
de lado propandide. Entretanto, as formas mais frequentes de acoplamento entre as unidades
ocorrem através das ligacdes p-O-4, com propor¢Oes variaveis entre as plantas lenhosas e ndo
lenhosas (AZADI et al., 2013).

As unidades fenilpropano ligadas de forma trifuncional as unidades adjacentes
representam sitios de ramificacdes que sdo a origem da estrutura tridimensional caracteristica
das ligninas (LIN; DENCE, 1992). A elevada heterogeneidade das ligacGes covalentes entre
as subunidades de lignina aliada a sua ligacdo com os polissacarideos da parede celular (desde
a génese celular até a sua apoptose) dificulta a obtencdo de ligninas intactas e purificadas,
prejudicando sua completa caracteriza¢do quimica (CARPITA et al., 1993).

Em virtude de ainda ndo haver uma metodologia disponivel que permita o
isolamento quantitativo e qualitativo de lignina em sua forma natural, ou intacta, sua massa
molecular (MM) ainda ndo é conhecida. Durante o processo de isolamento, a lignina é

degradada em fragmentos de tamanhos varidveis. Essa propriedade denomina-se
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polidispersividade, medida comumente utilizada como a relagdo da massa molecular e o valor
médio da massa molecular (Mn) de todos os fragmentos constituintes, descrita como MM/Mn.

Valores da massa molecular de ligninas podem variar na faixa de 10% a 10° KDa
refletindo a fonte da lignina assim como o processo de isolamento, grau de purificacdo e
formas de fracionamento e, ndo menos importante, 0 método de medida (AZADI et al., 2013).
A principio, a massa molecular de lignossulfonatos é de aproximadamente 10% a 10* KDa
(GORING, 1971), enquanto que ligninas kraft possuem valores menores, em torno de 10
KDa. No geral, ligninas de folhosas tendem a possuirem menor massa molecular em
comparacao as ligninas de coniferas (SARKANEN, 1971; GORING, 1971).

HO_ R4
R1 4
R R ' e R2
R, o\R3 4 o.... 2
3

R1

R1
5|
o}

R,
R3
R,
5-5 | 405 B-0-4
Bifenil (A) Bifenil éter (B) B-aril éter (C)
R2 R3
o)
R4
& R,/
R, )
[B-5(0-O-4)] 0 %, Resinol (E)
Fenilcumarina (D) Ry ®

Figura 3 — Exemplos de ligacOes entre unidades fenilpropanoides e de subestruturas da lignina (adaptadc
de Faraveli et al., 2010). A) ligagdes entre carbonos dos ndcleos; B) ligacdo etérica entre
carbonos dos nucleos; C) ligacdes entre carbonos do nucleo aromatico e da cadeia alifatica; D)
ligagBes entre carbonos do nucleo aromético e cadeia alifatica e ligacdo etérica entre ndcleo
aromatico e cadeia alifatica; E) ligacdo etérica entre cadeia alifatica.
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3.3.3 Grupos funcionais

O processo de biossintese da lignina consiste em reac6es de acoplamento de radicais,
as vezes seguido pela adicdo de agua ou de grupos hidroxila fendlica, levando a formacéo de
um polimero que ndo possui ordem regular. Por este motivo, a lignina é considerada um
composto fisicamente e quimicamente heterogéneo. Na literatura as estruturas podem ser
representadas por ligninas de madeiras de “spruce” e “beech”. Essas estruturas sdo apenas
ilustracGes dos tipos e modos de ligacbes das ligninas, assim como 0s constituintes estruturais
dos elementos e a proporgdo ocorrem nas ligninas (DENCE; LYN, 1992).

De acordo com o tipo da lignina, alguns grupos funcionais sdo mais abundantes:
hidroxilicos fenolicos e alifaticos, éteres (benzilico néo ciclico), alcool benzilico, carbonilas,
metoxilas e carboxilas, além de unidades dos tipos siringila, guaiacila e p-hidroxifenila
(SARKANEN; HERGERT, 1971; SALIBA et al, 2001). Alguns exemplos estdo
representados na Figura 4.

Dentre os grupos funcionais ligados ao esqueleto basico fenilpropandide, os que
possuem maior impacto na reatividade da lignina incluem os grupos hidroxila, hidroxila
benzilico e carbonila. Embora pouco reativo, os grupos metoxila servem como uma funcédo
atil para chegar a uma medida aproximada do contetdo fenilpropandéide de uma lignina em
particular (DENCE; LYN, 1992).

A quantificacdo de grupos funcionais proporciona um conhecimento mais detalhado
da macromolécula de lignina, fornecendo bases ldgicas para propor os fragmentos de sua
estrutura, os quais possuem elevada reatividade que resultam em varios tipos de reacGes
quimicas possiveis (ERIKSSON et al., 1990; PILO-VELOSO, 1993). Para o estudo e
determinacdo de cada um desses grupos funcionais utilizam-se uma série de métodos
quimicos e fisicos ou uma combinacdo de ambos, os quais englobam reac6es de degradacédo
oxidativa com nitrobenzeno ou com permanganato de potassio-periodato de sodio e estudo
dos produtos por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS).

Métodos ndo destrutivos para a determinacdo de grupos funcionais incluem a
absorcdo em espectrofotdbmetro no comprimento de onda UV e infravermelho (IV),
ressonancia magnética nuclear (‘*H RMN, *C RMN), espectroscopia de ressonancia de Spin
eletronico (ESR), espectrometria de massa (MS, GC-MS). Naturalmente ligados as ligninas,
os carboidratos podem estar presentes como contaminantes e a corre¢do dos dados deve ser
feita se o teor do mesmo estiver acima de 5% (FENGEL; WENEGER, 1989; PILO-VELOSO,
1993; SALIBA et al., 2001).
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O grupo metoxilico é considerado um grupo funcional caracteristico de ligninas e
seus derivados geralmente sdo resistentes em meio acido e alcalino. Sua presenca em duas das
trés unidades fenilpropanoides fundamentais da lignina faz com que seja parte da formula
minima das ligninas. A porcentagem de metoxilas em madeiras de coniferas varia de 12 a

16% enquanto que nas madeiras de folhosas, sua presenca varia de 18 a 22%.

A B ¢

A .
OH
Figura 4 - Principais grupos funcionais presentes na lignina, destacados com
circulo. A: carbonila; B: hidroxilico fenolico alifatico (circulo

superior) e metoxila (circulo inferior); C: hidroxilico fendlico
(Adaptado de Faravelli et al., 2010).

O grupo hidroxila é o segundo grupo funcional mais estudado em ligninas presentes
tanto na forma de hidroxilas fenélicas ou alifaticas. Enquanto que a maioria dos grupos de
hidroxilas alifaticas tem relativamente baixa reatividade, as unidades contendo grupo
hidroxila fendlico sdo mais suscetiveis a reacdes de clivagem, que compreendem a hidrolise
de ligacBes éter a-fB. Essa caracteristica faz com esse grupo seja mais reativo para
modificacbes. O grupo funcional das carbonilas esta presente em todos os tipos de ligninas, na
forma ndo conjugada e conjugada, tendo grande importéncia nas reactes de deslignificacéo
(SALIBA et al., 2001; FENGEL; WENEGER, 1989).

3.4 Isolamento de ligninas

As técnicas para obtencdo de ligninas e caracterizacdo estrutural podem ser
classificadas de acordo com o método: por extracdo, isolamento como residuo e como
derivados. Contudo, nenhum desses métodos permite obter a mesma lignina in situ,
denominada de protoligninas, porque sempre existe uma interferéncia entre o procedimento e
a estrutura da macromolécula (FENGEL; WENEGER, 1989).

No método por extracdo utiliza-se éter etilico e dgua e posteriormente etanol, com

rendimento final entre 2 a 4%, sendo este tipo de lignina denominado lignina de Brauns ou
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lignina nativa (CRAWFORD, 1981). O meétodo de isolamento como residuo consiste em
remover inicialmente o0s extrativos da madeira. Subsequentemente, removem-se 0s
polissacarideos por extracdo com acido mineral (H.SO, 72%) onde o residuo final é
denominado de lignina Klason (CRAWFORD, 1981).

O isolamento de lignina como derivado consiste na moagem da madeira em moinho
de bolas, na presenca ou auséncia de tolueno, seguida de extragdo com mistura de dioxano ou
acetona. A lignina obtida por este método é denominada de lignina de madeira moida
(MWL — milled wood lignin) ou lignina de Bjorkman (PILO-VELOSO, 1993).

Finalmente, aqui serd também exposto o processo kraft que, embora ndo seja um
método criado para o isolamento de lignina com a finalidade de estudos da sua estrutura
quimica, a lignina kraft € amplamente obtida na forma de residuo, durante o processo de

obtencdo de polpa celulésica.

3.4.1 Presenca de carboidratos

Na célula vegetal, a lignina esta naturalmente ligada a hemicelulose (Figura 5)
(SHISHIR et al., 2011). Embora, alguns processos de separacdo e/ou isolamento da lignina
permitam que a mesma seja solubilizada, 0 mesmo ocorre com os carboidratos presentes na
madeira, claramente de forma ndo desejada.

Celulose e hemicelulose também reagem com os ions hidroxila, culminando na
presenca de moléculas menores e sollveis no licor de cozimento. Esse fato faz com que a
lignina isolada do licor negro contenha carboidratos, principalmente advindos da hidrdlise das
hemiceluloses, ligados a sua estrutura na forma de contaminantes (MIMMS et al., 1993).

Figura 5 - Complexo lignina-carboidrato de ocorréncia
natural (adaptado de Ahishir et al., 2011).
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3.5 Processo kraft e a obtencéo ndo intencional da lignina

3.5.1 Licor negro

O licor negro recolhido apds a lavagem da polpa contém normalmente 14 a 20% de
solidos e pH proximo a 12,0. Em torno de 65% do contetido s6lido sdo compostos organicos,
na sua maioria lignina, além de acidos graxos, resina, carboidratos e outros componentes
encontrados na madeira que foi utilizada. Quando a lignina é solubilizada em ambiente
alcalino, sua coloracdo fica negra, cuja caracteristica é denominada de licor negro. O
contetdo inorganico (carbonatos, sulfetos etc) presente no licor negro provém do licor de
cozimento (licor branco), que podem ser carbonato de sodio, tiossulfato de sodio, sulfito de
sodio, hidrossulfito de sodio e sulfato de sédio (MIMMS et al., 1993).

Ap6s o recolhimento do licor negro fraco, o proximo passo € evaporar 0 maximo
possivel de agua, até o teor minimo de 60% de sélidos, exigéncia que deve ser seguida para
realizar com seguranca a combustdo do licor. Ao final desse processo, a concentracdo do
conteddo solido do licor permanece em aproximadamente 70-80% e este € entdo denominado
de licor forte. O restante da agua recolhida na caldeira de combustdo produz vapor
proveniente da combustdo de gases, de forma a reduzir o enxofre a sulfeto, proporcionando a
recuperacao dos sais inorganicos (MIMMS et al., 1993).

3.5.2 Lignina kraft

A lignina € separada da madeira por diversos tipos de processos de polpagdo, onde o
maior interesse € de se utilizar a celulose. Portanto, a lignina é o principal constituinte do licor
negro produzido pelas inddstrias de polpa celulésica e papel. Como destino, a lignina é
queimada e, embora sua contribuicdo energética para a industria geradora seja importante,
esse processo contribui para as emissdes de gases de efeito estufa na atmosfera. Ademais,
seus derivados sdo fontes renovaveis de combustiveis e de diversas classes de quimicos
substituintes aos derivados de petréleo (AZADI et al., 2013).

Mundialmente utilizado, o processo kraft de separacdo das fragdes lignocelulosicas
tem como principal vantagem a elevada qualidade fisico-mecénica da polpa celulosica.
Adicionalmente, o eficiente sistema de recuperacdo de reagentes quimicos e de energia

contribui para a sua viabilidade econémica. Dentre as desvantagens, destaca-se o odor
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extremamente desagradavel do licor negro, e também da lignina recuperada, fato que
impossibilita seu uso imediato em outras aplica¢des industriais (MIMMS et al., 1993).

O objetivo do processo kraft é separar quimicamente as fibras da madeira e dissolver
a maior parte de lignina contida nas paredes das fibras e na lamela média. As reacGes da
lignina durante o processo kraft sdo complexas e ndo completamente elucidadas, mas sabe-se
que a lignina ¢ fragmentada em moléculas menores, que ndo agem mais como o “cimento”
sobre a estrutura da madeira. Para tanto, utilizam-se agentes quimicos especificos que
cozinham, sob elevada pressdo e temperatura, o material lignocelulosico. O licor de
cozimento no processo kraft € composto pelo hidréxido de sédio (NaOH) e sulfeto de sddio
(Na,S); estes reagentes sdo eletrolitos e, em solucdo aquosa, dissociam-se formando os ions
OH", HS e S%, que aceleram a remogc&o da lignina. A reagdo quimica que atua entre o licor de
cozimento e os componentes da madeira ocorre em pH em torno de 14,0 (MIMMS et al.,
1993).

3.6 Processos de fragmentacéo da lignina
3.6.1 Processos fisico-quimicos

Embora a lignina como subproduto industrial seja parcialmente degradada, seu peso
molecular ainda é elevado e, devido a sua natureza complexa, a obtencdo de monémeros e
dimeros frutos da sua fragmentacdo é uma tarefa desafiadora (YOSHIKAWA et al., 2013).
Ligninas vém sendo alvo de inimeros processos de reacGes fisico-quimicas com a finalidade
de construir sua estrutura quimica baseada em seus derivados de degradacdo. Além disso,
sempre houve o interesse de utilizar industrialmente esses derivados (DENCE, 1971).

Alguns métodos descritos a seguir foram desenvolvidos a partir da década de 1920
na tentativa de construir uma formula quimica para a lignina, sendo que varios conceitos
permanecem até os dias atuais (FREUDENBERG, 1959). Com o propdsito de entender a
estrutura da lignina, alguns métodos utilizados serdo brevemente descritos.

A conversdo do anel aromatico para estruturas ciclicas ndo fenolicas ocorre com
tratamento com oxidantes, tais como cloro, oxigénio e peroxido de oxigénio. Entretanto, a
conversao do nucleo aromatico é acompanhada pela perda de grupos metoxila, na forma de
metanol. Entretanto, devido a sua elevada reatividade, hd ocorréncia de intermediarios
transitorios, numa série de reacGes que vao além de produtos finais. Em tratamentos

oxidativos, os anéis aromaticos podem ser convertidos para outros derivados de estruturas
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aciclicas; oxidagdes subsequentes transformam essas estruturas ciclicas e aciclicas em
misturas de fragmentos de acido mono e dicarboxilico. Como resultado, lignocelul6sicos
oxidados geralmente contém fragmentos de acido carboxilico ligados as cadeias (LIN;
DENCE, 1992).

Modificacbes da cadeia lateral propandide podem ser feitas com a clivagem de
ligagbes éter (C-O-C) nas posi¢oes a e P. Normalmente esse tipo de reagdo ocorre em
condigdes acidas, formando alcoois correspondentes secundarios, como a-éteres (FENGEL,;
WENEGER, 1989).

Clivagem de ligagdes B-éter nas unidades fendlicas e ndo fendlicas ocorrem em meio
alcalino sob elevada temperatura, que é justamente o que ocorre no processo kraft de
polpacdo. A clivagem de uma ligagdo éter a e B ¢ um passo vital no processo de polpacdo
alcalina e geralmente € a responsavel pela fragmentacao e dissolucéo da lignina. Finalmente, a
adicdo de bissulfeto na solugéo alcalina aumenta a taxa de extensdo da clivagem [-aril nas
unidades fenodlicas (MIMMS et al., 1993).

Em condicbes apropriadas, o lado propanoide da cadeia pode sofrer ruptura em trés
possiveis sitios 1-a, a-p ou B-y, gerando trés possiveis situagdes: sitios de trés, dois ou um
fragmento de carbono, respectivamente. Esse tipo de fragmentacéo pode ocorrer em processos
de branqueamento da polpa e também em processos microbianos. Os principais fragmentos
gerados sdo aldeidos, cetonas e acidos carboxilicos (KIRK; FARREL, 1987).

Outros tipos de modificacdes quimicas sdo reacdes de substituicdo que ocorrem pelo
ataque de um reagente no ndcleo do carbono benzilico. A conversdo de um alcool benzil ou
éter para um grupo sulfénico &cido € essencial na solubilizacdo da lignina no processo sulfito.
Processos como hidrogenagdo podem culminar na eliminag&o de grupos etilenos e carbonila,
0s quais podem contribuir como agente croméforo durante os processos de polpacdo. Como
consequéncia, reacbes que envolvem a formacdo e eliminacdo de grupos funcionais de
multiplas ligagdes podem influenciar significativamente a cor residual na polpa branqueada
ou ndo (KIRK; FARREL, 1987).

Atualmente, outros métodos de producdo de fenois a partir da lignina tém sido
estudados. Solvdlises, incluindo hidrolises, hidrogenolises, pirdlises e oxidagdes alcalinas
podem ser empregadas para obter fenois (ZAKZESKI et al., 2010, PANDEY; KIM, 2011).
Fracionamentos de ligninas com exploséo a vapor em um sistema agua-etanol indicaram que a
solubilidade da lignina aumentou quando fracionada em compostos de baixo peso molecular
(WANG; CHEN, 2013). De modo similar, Yoshikawa et al. (2013) descrevem um novo
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método de obtencdo de fendis derivados da lignina utilizando compostos cataliticos e
autoclavagem da lignina em solucéo contendo &gua e butanol.

Métodos de fracionamento da lignina com solventes também produzem derivados
como mondmeros a oligbmeros (GOSSELINK et al., 2012). Apos processos de fracionamento
com solventes organicos, Li et al. (2012) observaram que fragdes de lignina extraidas com
etilacetato possuiam materiais homogéneos de baixo peso molecular, enquanto que ao utilizar
acetona, a mistura apresentava materiais de médio e alto peso molecular.

Como exemplo de processamentos termoquimicos de despolimerizacao da lignina, 0s
principais métodos estudados sdo a pirélise (termolise), gaseificacdo, hidrogendlise, oxidacdo
quimica e a hidrolise em condigdes supercriticas. O 6leo pirolitico e o syngas sdo o0s produtos
primarios obtidos da pirdlise e gaseificacdo da lignina; neste caso, o principal problema é a
elevada quantidade de carvdo produzida. O tratamento térmico (com pressdo de gas
hidrogénio) que converte em combustiveis os derivados de lignina como fenodis parece ser
promissor (PANDEY; KIM, 2011).

As reacOes aqui apresentadas podem ou ndo representar o que realmente ocorre
durante a fragmentacédo de cada tipo de lignina. Assim sendo, a falta de conhecimento sobre a
estrutura da lignina e de métodos analiticos adequados capazes de caracterizar as ligninas
poliméricas sdo os maiores obstaculos que impedem a valorizacdo da lignina. Sem ddvida,
estes sdo 0s maiores desafios a serem superados de forma a solucionar os problemas

fundamentais que envolvem a caracterizacdo da lignina (LIN; DENCE, 1992).

3.6.2 Processos enzimaticos

Abordagens sobre a biodegradacdo da lignina se iniciaram para decifrar sua estrutura
quimica (FREUDENBERG, 1959). Consequentemente, novas oportunidades surgiram a partir
desse conhecimento que visam a utilizacdo de compostos quimicos aromaticos, derivados de
um polimero de origem renovavel, em substituicdo aos compostos aromaticos derivados de
origem fossil (RIBBONS, 1987).

Na literatura € possivel encontrar muitas sugestfes de processos de desenvolvimento
industrial para a conversdo de residuos lignocelulosicos em produtos comerciais. Todavia,
muitos processos ainda ndo séo viaveis economicamente, particularmente aqueles envolvendo
microrganismos como agentes de bioconversdo (CRAWFORD, 1981). Isso se deve pela
complexidade da transformacéo/degradacdo da biomassa, exigindo a definicdo de uma taxa de

concentragcdo de enzimas para um determinado substrato, considerando também a adsorcéo
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improdutiva (DYK; PLETSCHKE, 2012). Portanto, a compreensdo de processos e reagoes
que envolvem enzimas € de fundamental importancia para a valorizagdo da lignina via
processos bioldgicos.

Processos enzimaticos envolvendo modificacdes de lignina industrial tém recebido
atencdo pelo cunho sustentavel e de custo relativamente menor comparado aos processos
fisico-quimicos. Ainda, o cenario crescente consumidores que procuram produtos saudaveis e
de origem renovavel tem contribuido para alavancar pesquisas nessa area (SENA-MARTINS,
2008). Entretanto, varias barreiras devem ser superadas para que processos dessa natureza
sejam economicamente vidveis (AZADI et al., 2013). Como exemplo, cita-se a ocorréncia de
reacOes indesejaveis, como processos de adsorcdo entre lignina-enzimas, reprimindo reacdes
subsequentes e causando a inutilizacdo das enzimas (LAl et al., 2013).

Apesar das dificuldades, reacdes enzimaticas também podem ser efetivamente
empregadas para a transformacao de lignocelulésicos (HOFRICHTER, 2002). Nesse cenario,
importantes progressos vém sendo obtidos no que diz respeito ao desenvolvimento de
produtos de elevado valor agregado de origem renovavel e ambientalmente sustentavel.
Bioprocessos de conversdo da lignina tém como principal agente as enzimas oxidativas, que
séo produzidas por fungos de podriddo branca (SENA-MARTINS, 2008).

Na indUstria baseada em produtos florestais, varias aplicacdes enzimaticas tém sido
propostas, como biopolpacdo e branqueamento com enzimas (MOLDES; VIDAL, 2011).
Copolimeros, ou polimeros formados por diferentes monémeros, tém sido fabricados
utilizando lignina, cresol e a enzima ‘“horseradish” peroxidase (HRP), que catalisa a
polimerizacdo. Os produtos gerados dessa reacdo podem substituir resinas fendlicas
convencionais, adesivos, agentes ligantes e dispersantes poliméricos.

O tratamento de lignina com polifenoloxidase resultou no aumento de grupos
hidroxila e carbonila, fazendo da lignina um poderoso agente quelante que pode ser usado
para remover metais pesados de efluentes (GOLCALVES; BENAR, 2001). Outras aplicacdes
utilizando lacases incluem a producdo de agentes intermediarios para produzir reagentes
altamente reativos e gerar papéis a prova d’agua e plasticos termosensiveis (HUTTERMAN et
al., 2001).

No que diz respeito a0 uso de microrganismos que possam ser diretamente
empregados na biotransformacdo da biomassa lignoceluldsica, encontram-se os fungos e as
bactérias. Existe uma variedade de microrganismos capazes de degradar ligninas e, dentre
estes, os fungos tém recebido grande atencdo devido ao seu sistema lignocelulolitico (KLEIN;
PASCHKE, 2004).



34

3.7 Aplicacgdes biotecnologicas de fungos ligninoliticos

Embora algumas espéecies do filo Ascomicota sejam capazes de degradar com
eficiéncia materiais lignocelulésicos, os fungos pertencentes ao filo Basidiomicota sdo 0s
mais habeis em removerem a lignina e, por este motivo, sdo o0s mais estudados
(ALEXOPOULOS et al., 1996). Segundo Blanchette (2000), os fungos podem ser
classificados de acordo com a capacidade de degradar os componentes da madeira.

Os fungos de podriddo branca recebem essa denominacdo porque, ao degradarem a
madeira, removem a lignina deixando-a com aspecto quebradico e esbranquicado, devido a
presenca predominante de celulose (BLANCHETTE, 2000). Em resposta ao processo
evolutivo, esses fungos adquiriram a capacidade de degradar madeira de angiospermas a
madeira de gimnospermas. Isso se deve a composi¢do quimica da lignina que, nas folhosas, é
do tipo guaiacila-siringuila, enquanto que nas coniferas a lignina é do tipo guaiacila (LEWIS;
YAMAMOTO, 1990). Por esse motivo, a presenca de fungos de podriddo branca é
praticamente unanime em campos de reflorestamento de eucalipto (ALONSO et al., 2007).

Até a década de 1980, a maioria dos estudos com fungos apodrecedores da madeira
era condicionada a sua durabilidade, principalmente por ser matéria-prima importante na
construcdo civil. Com a definicdo dos mecanismos bioquimicos que envolvem a degradacao
da lignina (TIEN; KIRK, 1983), vérios estudos vém sendo realizados na busca de compostos
de baixo peso molecular gerados da sua fragmentacdo por enzimas ligninoliticas (LARA et
al., 2003; XIONG et al., 2007; ARUN; EYINI, 2011). Nesse panorama, fungos de podridédo
branca sdo muito promissores em processos biotecnoldgicos (LEWIS; YAMAMOTO, 1990;
KLEIN; PASCHKE, 2004; DAVIS; SELLO, 2010; MELO; AZEVEDO, 2008).

Entretanto, o uso de enzimas em larga escala pode se tornar inviavel pelo elevado
valor comercial (KLEIN-MARCUSCHAMER et al.,, 2012). Nesse sentido, processos
biologicos que envolvem o cultivo de microrganismos diretamente no substrato pode ser uma
alternativa econémica e ambientalmente correta (CHEN et al.,, 2012). Sabe-se que a
capacidade de degradacdo da lignina é muito variavel entre espécies e mesmo entre individuos
da mesma espécie (MELO; AZEVEDO, 2008). Por este motivo, pesquisas com
microrganismos coletados de locais ndo explorados devem ser encorajados, investigando a
melhor forma de usufruir ao maximo o potencial desses microrganismos.

Diante desse potencial, encontra-se a lignina, a principal fonte renovavel de compostos
aromaticos, cuja importancia representa um relevante pilar para as biorrefinarias. Atualmente,

os produtos “verdes” ou green based tém ganhado cada vez mais espaco e atencdo econémica
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no cenario mundial. Uma das principais estratégias para obter produtos ou matéria-prima de
origem renovavel € depolimerizar a lignina através de reagGes de oxidagdo enzimatica
(DASHTBAN et al., 2010; PANDEY; KIM, 2011).

Para que modificacbes enzimaticas da lignina ocorram, sabe-se que quatro enzimas
fangicas, as enzimas ligninoliticas ou ligninases, tém elevado potencial: lignina peroxidases
(LiPs), manganés peroxidases (MnPs), peroxidases versateis (VPs) e lacases (Lac)
(POLEGIONI et al, 2015). Lacases usam oxigénio molecular como aceptor de elétrons
enquanto que as peroxidases utilizam peréxido de hidrogénio como substrato (MARTINEZ,
2002). As ligninases clivam partes da lignina, liberando compostos de menor massa molecular
que, por sua vez, induzem a secrecdo de outras enzimas e assim sucessivamente até que o
polimero seja completamente consumido (DASHTBAN et al., 2010).

Contudo, vale ressaltar que poucos fungos sdo habeis em produzirem Lip, MnP e Lac
concomitantemente e a maioria dos fungos ndo produz LiPs. Nerud e Misurcova (1996)
dividiram os fungos de podriddo branca em quatro grupos, baseando-se na producdo de
enzimas: (1) LiP-MnP-Lac; (2) MnP-Lac; (3) LiP-MnP; (4) Lac.

O sucesso para aplicacdes industriais da lignina depende de modificacdes que realcam
a sua reatividade, reduz sua heterogeneidade, melhora propriedades de dispersao entre outras
caracteristicas fisico-quimicas. O uso de enzimas oxidoredutases (lacases e peroxidases) tem
sido considerado como forma de explorar 0 méximo das ligninas na sintese de varios
polimeros funcionais (NYANHONGO et al., 2011).

Algumas espécies de fungos basidiomicetos demonstram potencial biotecnoldgico pela
producdo de ligninases. A primeira espécie a ser estudada pela producdo de ligninases foi
Phanerochaete chrysosporium (TIEN; KIRK, 1983). Apds essa descoberta, outras espécies
tém sido cada vez mais estudadas, as quais podem ser agrupadas em géneros como Trametes,
Pleurotus, Pycnoporus, Ganoderma entre outros (ZHAO et al., 2008; SAAT et al., 2014;
NEGRAO et al., 2014).

A modificacdo de material lignoceluldsico por fungos pode ser feita, basicamente, de
duas formas: cultivo direto dos fungos no substrato ou tratamento com coquetel de enzimas
comerciais, com a concentragcdo bem conhecida. Exemplos de cultivo direto de fungos para
obter um subproduto modificado ou outro diferente do original, citam-se a producdo de
bebidas alcodlicas (vinho, cerveja), combustivel (etanol), comida (pdo, cogumelos) e
medicamentos (penicilina, vitaminas, hormoénios) (KAVANAGH, 2011). Portanto, a

biotransformacdo de um determinado componente vegetal ou lignocelulésico pela agéo direta
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do microrganismo € bastante utilizada desde os primérdios da humanidade e tem sido
comprovada cientificamente ao longo dos anos (SANCHES, 2009).

No presente trabalho, optou-se em avaliar a biotransformacéo da lignina através do
cultivo de fungos basidiomicetos no licor negro. Esta escolha foi baseada na literatura e no
conhecimento adquirido pela rotina do laboratério de Ecologia Aplicada (CENA/USP) e por
trabalhos publicados (FERREIRA et al.,, 2011; DELLAMATRICE; MONTEIRO, 2006;
NEGRAO et al., 2014; NEGRAO et al., 2015). Utilizando esta metodologia, os fungos ficam
em contato direto com o substrato e as ligninases sao secretadas de acordo com a presenca de
determinado derivado da lignina, sendo que a concentracao destes e a atividades das enzimas
variam com o tempo. Por este motivo, alguns ensaios foram realizados levando-se em
consideracdo o tempo de exposicdo do licor negro ao fungo e de que maneira esse fator

influenciou nos eventos de depolimerizacdo da lignina mediada por processos enzimaticos.
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4 MATERIAIS E METODOS

Os ensaios e analises foram realizados no laboratério de Ecologia Aplicada do
CENA/USP, laboratorio de Residuos Sélidos e Compositos do Departamento de
Biotecnologia e Bioprocessos da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas (FCA-UNESP),
Botucatu/SP; Laboratorio Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol (CTBE);
Laboratorio Nacional de Luz Sincotron (LNLS), sendo que os dois Gltimos locais fazem parte

do Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM), Campinas/SP.

4.1 Licor negro: origem e preparo

O licor negro fraco foi doado pela empresa Lwarcel S/A, situada no municipio de
Lencdis Paulista/SP, em Fevereiro de 2014. As principais caracteristicas fisico-quimicas do
licor negro foram: licor fraco, com conteido organico entre 15-20%, proveniente do
cozimento alcalino da madeira de Eucalyptus spp. pelo processo kraft, pH 14,0, cor escura,
odor desagradavel (comparavel a ovo podre).

Andlises da composi¢do quimica quantitativa de macro e microelementos foram
realizadas por espectrofotometria de emissdo Otica em plasma induzido (ICP), e
espectrofotometria de absorcdo atbmica (EAA). O objetivo das analises foi conhecer a
concentracdo de certos elementos potencialmente toxicos aos fungos, possibilitando

determinar as concentracdes de licor negro empregadas nos ensaios de biodegradacéo.

4.2 Preparo de meio de cultura contendo licor negro

A solucdo contendo licor negro utilizada nos ensaios de biodegradacdo foi preparada
conforme segue:
v" Licor negro na concentracdo 10%: diluiram-se 100 mL do licor negro em 900
ml de 4gua destilada, 10 g L™ de dextrose. Para o preparo do meio de cultura
s6lido adicionaram-se 12 g L*de 4gar.
v" Licor negro na concentracdo 15%: diluiram-se 150 mL de licor negro em 850
mL de agua destilada, 5 g L™ de dextrose.

Apos as diluicbes, ajustou-se a solu¢do em pH 4,9 - 5,0 com uma solucéo de H,SO,4 3

molar. Apos, adicionou-se dextrose e a solucédo foi autoclavada a 120°C, durante 15 minutos.
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4.3 Coleta, isolamento e preservacao de isolados fuingicos

Coletaram-se exemplares de fungos macroscopicos (basidiomas) de mata nativa e de
areas de reflorestamento de Eucalyptus spp. de quatro municipios paulistas. Durante a coleta,
cada exemplar foi colocado em um saco de papel, protegido de injdrias mecéanicas. No
laboratorio, os exemplares foram organizados numa bancada e cada um recebeu um codigo
com duas ou trés letras, referenciando a cidade ou local da coleta, e dois nimeros que
correspondem a ordem de isolamento apds as coletas, conforme demonstrado na Figura 6.
Isolados “BT” correspondem a coletas feitas na cidade de Botucatu-SP, “BFT” em Bofete,
“ED” na Fazenda Experimental da FCA-UNESP, Botucatu, “Jau” em Jaq, ¢ “ITA” na Estagdo
Experimental da Esalg em Itatinga. Os isolados ED e ITA foram coletados em floresta nativa,
ou floresta ndo plantada, e os demais foram coletados em areas de florestas plantadas de
Eucalyptus spp. recém cortadas.

O método de isolamento dos fungos apds todas as coletas foi feito de duas formas:

A) método direto: quando se utiliza cogumelos carnosos, retirando-se assepticamente
fragmentos do interior do pileo e colocando-os diretamente na superficie do meio de cultura.

B) método indireto: quando se utiliza cogumelos ndo carnosos ou “orelhas de pau”,
obtendo-se uma fracdo do cogumelo. A assepsia é feita em solucdo de hipoclorito de sddio
(1%, 30 segundos), depois em solucdo de alcool 70% (60 minutos), banho em agua destilada
autoclavada, e plagueamento na superficie do meio de cultura.

Os meios de cultura serragem-dextrose-agar (SDA) e batata-dextrose-agar (BDA)
foram utilizados para isolamento e purificacdo dos fungos, respectivamente. O meio BDA é
rotineiramente usado em laboratérios de micologia e, pelo fato de ser muito rico em
carboidratos, foi utilizado ap6s a obtencédo de culturas puras dos fungos. O meio SDA é feito a
base de serragem de Eucalyptus spp. enriquecida (SE) com farelos de soja, milho e carbonato
de célcio (proporcéo 41:1:1:1). O preparo da SE teve a umidade ajustada entre 60-65% e em
seguida foi esterilizada por autoclavagem durante 4 horas (EIRA; MINHONI, 1997).

Para a composi¢do do meio SDA, 80 g de SE sdo fervidos em um litro de &gua
destilada durante 30 min. Para o preparo do meio SDA, filtra-se a agua da fervura, e
adicionam-se 12 g L™ de 4gar e 10 g L™ de dextrose; a esterilizagdo é feita em autoclave
(120°C, 15 min).

Todas as culturas foram consideradas puras apds duas repicagens sucessivas dos

fungos em meio BDA, guando apresentaram crescimento uniforme e livre de contaminantes.
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Apos o isolamento e purificacdo, os fungos foram preservados em &gua destilada esterilizada
(CASTELLANI, 1964).

MAio 2012 =

Figura 6 — Exemplares de basidiomas coletados de mata nativa, com seus
respectivos codigos de identificacdo, que foram utilizados para o

isolamento e obtencdo de culturas puras de fungos basidiomicetos.

4.4 ldentificagdo molecular de isolados

O protocolo de extracdo do DNA dos isolados de fungos basidiomicetos foi feito de
acordo com a metodologia de Graser et al. (1999). Inicialmente, os isolados BT-10, BT-21,
BT-25, BT-27, BT-28, BT-31, BT-32, BT-40, Jau-3 e ED-1 foram cultivados em meio
Sabouraud &gar durante uma semana, a 27°C. Para a extragdo do DNA, removeu-se a
superficie do meio contendo micélio livre de meio de cultura. Os passos para a extracdo sao
descritos a seguir:

1. Pulverizacdo do micélio em cadinho de porcelana com nitrogénio liquido;
2. Suspensdo do po de micelio obtido em 1 mL do tampéo de extragdo (100 mM Tris-HCI
[pH 8.0], 1.4 M de cloreto de sddio, 30 mM EDTA, 2% CTAB, 2% mercaptoetanol).
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3. Trés ciclos de congelamento e descongelamento.

4. Adicdo 100 pL de proteinase K (concentracdo final 50 pL mL), seguido de incubagéo a
60°C por 90 minutos.

5. Centrifugacdo das amostras por 5 min a 13 000 xg, adicdo de um volume de fenol:
cloroférmio: alcool isoamilico (25:24:1) ao sobrenadante, homogeneizacdo no vortex,
centrifugacao por 15 minutos.

6. Remocao das fases superiores e repeticdo do procedimento quatro vezes; no Ultimo
procedimento adicionou-se 1 volume de cloroférmio.

7. Precipitacdo do DNA com 1/10 volume de acetato de sddio (4,2 molar, pH 5,2) e 1 mL de
alcool isopropilico frio.

8. Incubacdo por 16h (overnight) a -20°C. Ap0s, centrifugacdo da solucdo de DNA por 10
min e remocdo do sobrenadante.

9. Lavagem do DNA em alcool 70% e secagem ao ambiente.

10. Suspensdo do pellet de DNA em 50 puL de 1x de tampé&o Tris-EDTA (10 mM Tris, 1 mM
EDTA, pH 8,0).

11. Adicdo de RNAse (concentracdo final 100 puL mL) por 15 min a 37°C; seguido de
inativacdo da enzima a 65°C por 5 minutos.

12. Conservacdo do DNA a —20°C.

13. Purificagdo das amostras utilizando EXOSAP-IT® (Affymetrix).

14. Preparo da PCR, utilizando goTaq (Promega) em um termociclador Veriti (Applied
Biosystems, com as etapas: inicial de 94°C, 4 minutos; 35 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1
minuto a 55°C, 1 minuto a 72°C. Etapa final de 10 minutos a 72°C.

15. Confirmagdo do DNA amplificado foi feito 1,5% em gel de Agarose.

16. Sequenciamento das amostras pela regido ribossomal nuclear ITS1-5.8s e ITS2, utilizando
0s primers 1TS4 e ITS/5, pelo método Sanger em um 3500 Analyzer (Applied Biosystems),
de acordo com as recomendacdes do fabricante.

17. As sequéncias obtidas foram analisadas pela ferramenta BLAST, utilizando a biblioteca
do NCBI.
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4.5 Preparo do indculo

4.5.1 Int6culo para o meio de cultura sélido

O in6culo utilizado para os meios de culturas sélidos foi preparado a partir do pré-
cultivo dos fungos em placas de Petri contendo meio BDA, incubados a 26°C, durante cinco
dias. A inoculacdo dos meios de cultura foi feita depositando-se um disco de BDA colonizado

(¢ 0,7 cm) no centro da placa de Petri (90 x 15 mm), contendo o meio de cultura.

4.5.2 Inbculo para o meio de cultura liquido

Além da composicdo heterogénea e elevada concentracdo de sais (sodio e potassio), o
licor negro (na forma liquida) ndo favorece o cultivo de fungos basidiomicetos. Para
contornar esse problema, € necessario cultiva-los em um suporte fisico, para sustentar o
micélio, e com agitacdo orbital, para favorecer a sua oxigenagdo. Por este motivo, neste
estudo cultivaram-se os fungos em serragem de Eucalyptus spp. enriquecida (SE) com farelos
(EIRA; MINHONI, 1997).

Para o preparo do indculo, adicionaram-se 2 g de SE e 2 mL de uma solugdo contendo
10% de licor negro em frascos Erlenmeyer de 150 mL de capacidade. Os frascos foram
fechados com tampédo de algoddo e gaze, papel aluminio e autoclavados a 121°C durante
15 min.

A SE foi inoculada com um disco de BDA colonizado, seguindo-se de incubacéo a
30°C durante 14 dias. Apos sete dias, adicionaram-se 2 mL de solugdo contendo 10% de licor,

para manter a umidade do substrato e estimular o metabolismo de enzimas ligninoliticas.

4.6 Selecédo dos fungos

Pelo fato de existirem muitas espécies coletadas e para ndo subestimar o potencial
biotecnoldgico de cada fungo, optou-se em realizar trés etapas de selecdo que consistiram em:
a) cultivo dos isolados em BDA para selecionar fungos de micélio vigoroso e cultivo de
19 isolados em meio SDA em seis temperaturas; b) cultivo de 16 isolados em meio solido

contendo licor negro 10%; c) cultivo de 10 isolados em licor negro em estado liquido.
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4.6.1 Crescimento micelial em meio s6lido em cinco temperaturas

Apbs a purificacdo, a primeira etapa de selecdo consistiu em cultivar os fungos em
placas de Petri (90 x 15 mm), contendo o meio de cultura BDA, a 27°C, durante dez dias. A
avaliacdo deu-se somente pela observacdo do vigor do micélio e velocidade de crescimento no
meio de cultura.

Em sequéncia, 19 isolados foram cultivados em meio SDA, incubando-os a 23, 25, 27,
29 e 34°C. O objetivo desta etapa foi excluir fungos de crescimento lento e de baixo vigor
micelial, além de identificar a melhor temperatura de incubacdo para cada isolado. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com seis repeticdes.

Para as medidas de crescimento micelial, marcaram-se na face externa da base das
placas duas linhas centrais, perpendiculares entre si. O crescimento micelial medido
diariamente acompanhou essas linhas, durante sete dias, ou finalizando as leituras num
periodo menor, até que o micélio colonizasse 80 mm.

Foi calculada a velocidade média de crescimento dos fungos nas placas, para cada
repeticdo, considerando-se as seguintes situacGes: 1) o fungo cresce até atingir 80 mm
(didmetro da placa). A velocidade média é calculada dividindo-se a variagdo de crescimento
(80 mm) pela variacdo do tempo observado (At menor ou igual a sete dias); 2) o fungo cresce
menos que 80 mm no periodo de sete dias, assim a velocidade média é calculada pela razdo
entre a variagdo do crescimento observado em sete dias.

Foi realizada analise estatistica descritiva dos resultados, considerando-se a média das
velocidades maximas de crescimento dos fungos, distinta em cada temperatura utilizada (23,
25, 27, 29 e 34°C). Apos, as médias da velocidade de crescimento micelial das espécies foram
organizadas em ordem decrescente gerando um ranking (1% a 192 posicéo), de acordo com a
temperatura. Neste ranking, cada espécie recebeu um valor numérico respectivo a sua posicédo
em cada temperatura, e a soma de cada valor corresponde & sua posi¢do de acordo com a
temperatura resultou em um namero. Este nimero, por sua vez, é agora independente do fator
temperatura, sendo em seguida organizado de forma crescente, onde as espécies com nimeros
menores receberam as primeiras posi¢Oes; este método traduz que, quanto menores forem
esses valores, mais rapido foi o crescimento micelial de uma espécie na faixa de temperatura
utilizada.

Deve-se considerar que essa ordenacdo € puramente matematica sem levar em
consideracdo técnicas estatisticas de comparagdo de médias, que ndo foi possivel fazer devido

ao volume de dados, pelo experimento ter delineamento fatorial.
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4.6.2 Crescimento micelial em meio sélido contendo licor negro

A segunda etapa de selecdo consistiu do cultivo de 24 isolados. Destes, 16 isolados
foram selecionados no final da etapa anterior e oito isolados foram obtidos posteriormente.
Optou-se estudar adicionalmente esses isolados em meio de cultura por apresentarem boas
caracteristicas fisiologicas, como rapido crescimento micelial em meio de cultura e vigor.

Os ingredientes para 0 meio de cultura estdo descritos na sessdo 4.3. ApoOs a
inoculacdo nas placas de Petri contendo o meio de cultura, os fungos foram incubados a 27°C
durante 14 dias. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco
repeticdes.

A avaliagdo consistiu da medida de crescimento micelial (mm) feita no 142 dia, em
duas posi¢des perpendiculares entre si, tomadas na base externa da placa de Petri com auxilio
de um paquimetro digital. A remocao da cor do meio de cultura foi avaliada pela presenca
(positivo) ou auséncia (negativo) de halo de descoloracdo na area de crescimento ativo do
miceélio.

O crescimento micelial foi analisado estatisticamente pelo modelo linear generalizado,
com distribuicdo de probabilidade gama e funcdo de ligacdo logaritmica, segundo espécies.
As comparaces entre as médias de tratamentos (espécies) foram feitas pelo teste de Tukey-

Kramer.

4.7 Ensaios de biodegradacao do licor negro em meio liquido

Dois ensaios de biodegradacdo do licor negro foram realizados para se verificar a
modificacdo estrutural da lignina, sendo o primeiro ensaio realizado com 10 espécies de

fungos e o segundo ensaio realizado com uma espécie de fungo.

4.7.1 Biodegradacao do licor com espécies de fungos

Nesta fase, os isolados BT-10, BT-21, BT-25, BT-27, BT-28, BT-31, BT-32 BT-40,
ED-1 e Jau-3 foram selecionados pelo crescimento e producdo de halo de descoloragdo no
meio solido contendo 10% de licor negro. Além desse parametro, 0s ensaios de crescimento
micelial contribuiram para definir a temperatura de incubacdo dos fungos no licor negro em
meio liquido. Observou-se que a grande parte dos isolados teve maior velocidade média de

crescimento entre 27 e 29°C.
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O licor negro foi preparado na concentragdo 10% e 100 mL foram fracionados em
frascos de Duran de 200 mL de capacidade, e autoclavados (120°C/15 min). Apos o
resfriamento, a solucéo foi transferida assepticamente para frascos Erlenmeyer contendo a SE
previamente colonizada pelos fungos. Os frascos foram acomodados em uma incubadora de
bancada com agitacdo orbital ajustada em 180 r.p.m. (rotagfes por minuto), a 28°C, durante
14 dias. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em triplicata. O
tratamento controle foi preparado com SE ndo inoculada, mantida nas mesmas condicdes da
SE inoculada.

No final do periodo de incubagdo, o pH das amostras foi aferido; aliquotas de 2 mL do
sobrenadante de cada tratamento foram reservadas em microtubos graduados, e mantidos em
geladeira para posteriores andlises por cromatografia gasosa acoplada a espectrdmetro de
massa (GC/MS). O restante do sobrenadante foi acidificado com solucéo a 3 molar de H,SO4¢
fracionado em tubos de fundo conico para centrifugacéo de 50 mL de capacidade.

As amostras foram mantidas em repouso no escuro, durante trés dias, para a
condensacdo da lignina insoltvel e precipitacdo no fundo do frasco. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas (10 minutos/10.000 r.p.m.). As fracdes de lignina retidas no fundo dos
frascos foram secas em estufa com circulagdo forcada de ar (60°C/48 h), pulverizadas em

almofariz de &gata, e mantidas no escuro em temperatura ambiente.

4.7.2 Biodegradacéo do licor negro por Pycnoporus sanguineus

Apos finalizar o primeiro ensaio de biodegradagdo do licor negro, verificou-se que
todos os 10 isolados se desenvolveram no licor negro pelo aspecto da serragem inoculada, que
possuia micélio bem desenvolvido e com aparéncia viscosa. Entretanto, optou-se em utilizar
somente o isolado Jau-3, pertencente a espécie Pycnoporus sanguineus, para as etapas
posteriores. Esta escolha prevaleceu em virtude da necessidade de reduzir o numero de
amostras para dedicarmos mais tempo com analises laboriosas e estudar mais parametros do
processo biolégico que envolve a fragmentacdo da lignina. No final do ensaio de
biodegradacdo, verificou-se também que o fungo consumiu grande parte da lignina insoltvel
em pH 3,0, comparando-se aos demais tratamentos. Isso significa que o isolado Jau-3 possui
elevada capacidade de degradar a lignina, mesmo estando disponivel em solucéo, condicao
adversa para fungos basidiomicetos. No Brasil, esta espécie é cosmopolita e estudos devem

ser dedicados quanto a sua capacidade de degradacdo da lignina.
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Diante do exposto, conduziram-se dois ensaios de biodegradagéo do licor, utilizando-
se nas concentragdes 10 e 15%. O indculo foi preparado conforme descrito na se¢do 4.5.2 e 0
licor negro conforme descrito na sessdao acima. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado em esquema fatorial, preparado em triplicata. O tratamento controle foi preparado
com SE néo inoculada e avaliado juntamente com frascos contendo licor inoculado.

As condigdes de avaliacdo empregadas foram:

a) ensaio com licor na concentracdo 10%: leitura da atividade das enzimas
ligninoliticas lacase, peroxidase e manganés peroxidase, e recuperacao de lignina entre 0 72 e
132 dias apds a inoculacéo;

b) ensaio com licor na concentracdo 15%: leitura da atividade enzimatica e
recuperacdo da lignina biodegradada entre o 22 e 132 dias. Neste ensaio, avaliou-se também a
producdo de biomassa, durante o crescimento flngico na serragem. Apos a filtragem, a

serragem foi seca em estufa com circulacéo forcada de ar (105°C), até peso constante.

4.8 Atividade enziméatica

Os ensaios de atividade enzimatica conduzidos em licor negro foram feitos utilizando-
se amostras em triplicata. O extrato bruto enzimatico foi obtido apds dupla filtragem em papel
filtro qualitativo, separando-se a serragem inoculada do licor biodegradado ou ndo (controle),
com auxilio de bomba a vacuo.

A atividade da lacase (EC1.10.3.2) foi determinada usando uma mistura contendo
300 pL de tampdo citrato-fosfato 0,05 molar (pH 5,0) 100 L de siringaldazina (0,1%), 60 pL
da solucdo enzimética bruta e 540 pL de &gua ultrapura autoclavada. A oxidacdo da
siringaldazina  foi medida monitorando-se 0 aumento da absorbancia a
525 nm apds 10 minutos de reacdo. Uma unidade de atividade enzimaética foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para oxidar 1 umol de siringaldazina por minuto, utilizando-
se o coeficiente de extincdo molar de 6,5 x 10%mol/cm para a siringaldazina oxidada
(SZKLARZ et al., 1989).

A atividade da peroxidase (EC 1.11.1.7) foi determinada utilizando-se 200 pL de
tampéo citrato-fosfato 0,05M (pH 5,0), 100 uL de solugéo contendo H,0O,, 100 pL de solugédo
contendo siringaldazina, 60 puL da solucdo enzimatica bruta e 540 pL de agua ultrapura
autoclavada. A oxidacdo da siringaldazina foi medida monitorando-se o aumento da
absorbéancia a 460 nm apds 10 minutos de reacdo. Uma unidade de atividade enzimética foi

definida como a quantidade de enzima necessaria para oxidar 1 pmol de siringaldazina por
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minuto, utilizando-se o coeficiente de extincdo molar de 2,94 x 10*mol/cm para a
siringaldazina oxidada.

A atividade da manganés peroxidase (MnP - EC1.11.1.13) foi determinada avaliando-
se a oxidacao do vermelho de fenol (es10 = 4460 mol cm™) na presenca de manganés de H,05.
A mistura da reac&o foi composta de 100 pL de tamp&o lactato de sédio (0,25 mol L™), 50 pL
de solucdo contendo MnSOy4 (2 umol L™), 50 uL de H,O, em tampéo succinato de sédio
(0,2 molar L?, pH 4,5), 200 pL de albumina bovina (0,5%), 540 pL de &gua ultrapura
autoclavada, 60 pL de extrato enzimatico bruto. A reacéo foi iniciada pela adi¢cdo de 100 pL
de vermelho de fenol (0,1%) e a absorbancia foi medida a 610 nm. Apdés 10 minutos
adicionou-se 40 pL de NaOH (0,1 molar), que paralisa a reacdo. Uma unidade de atividade de
MnP foi definida como a quantidade de enzima necesséria para formar 1 umol de Mn** por
minuto, utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 4,46 x 10*/mol/cm (KUWAHARA et
al., 1984, GLEN et al., 1986).

As atividades das enzimas ligninoliticas lacase, peroxidase e MnP foram expressas em
unidades de enzima por litro de caldo enzimatico (Ul L™). A amostra controle para todas as
atividades enzimaticas foi o extrato bruto enzimatico fervido por 30 minutos.

O célculo da atividade enzimatica foi feito de acordo com a expresséo abaixo:

UIL= AAbs x10°
exRxt

Onde:

UI L: Unidade Internacional (umol min™)
A Abs: absorbancia (Absfina-AbSinicial)-

€: coeficiente de absorgdo molar.

R: quantidade de solugdo da amostra.

t: tempo de reagdo em minutos.

Coeficientes de absorcdo molar:

€525 nm = 65000/mol/cm
€460 nm = 29400/mol/cm

€610 nm = 44600/mol/cm
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4.9 Analises do licor negro biodegradado

4.9.1 Cromatografia em fase gasosa acoplado a detector de espectrometro de massa

As analises dos compostos de baixo peso molecular gerados ap6s a biodegradagdo do
licor negro por cromatografia em fase gasosa acoplado a detector de espectrometro de massa
GC/MS foram realizadas no Laboratério Nacional de Ciéncia Tecnologia do Bioetanol
(CTBE/CNPEM).

A técnica de cromatografia em fase gasosa permite separar uma mistura heterogénea
em componentes individuais, sendo o eluente da separacdo ionizado na fonte de ions do
espectrometro de massas. Na espectrometria de massas, se estuda a matéria pela formacéo de
ions em fase gasosa e posteriormente, sua caracterizacdo pela massa, carga, estrutura ou
propriedades fisico-quimicas (VESSECCHI et al., 2011).

O sobrenadante do licor negro biodegradado ou ndo (amostras controle) foi recolhido
ao final do ensaio de biodegradacdo, antes da acidificacdo. Até o momento das analises, as
amostras foram mantidas refrigeradas a 4°C.

Para a extracdo dos metabdlitos, 100 uL de licor negro biodegradado foi extraido em 1
mL de uma mistura refrigerada (-15°C) de metanol:4gua, conforme Giavalisco et al. (2011).
Em seguida, 100 pL da fase organica foi seco e derivatizado (ROESSNER et al., 2001) e 1 puL
das amostras derivatizadas foram analisadas em um Combi-PAL auto sampler (Agilient
Technologies GmbH, Waldbronn, Germany) acoplado com um cromatografo gasoso (Agilient
7890) e a um espectrémetro de massas Leco Pegasus 2 TOF (LECO, St. Joseph, MI, USA).

Os cromatogramas foram exportados a partir do software Leco Chroma TOF (versao
3.25) para o software R. O pico de retencdo, tempo de alinhamento de retencdo e a biblioteca
de padrdes foram analisados utilizando o software Target Search R-package (CUADROS-
INOSTROZA et al., 2009).

Os metabolitos foram quantificados pelo pico de intensidade de uma massa pré-
selecionada e conhecida. As intensidades dos metabdlitos foram normalizados dividindo-se
pelo peso seco, seguido da soma do cromatograma de ions totais (total ion chromatogram,
TIC), e transformado em escala log 2. A andlise dos dados foi descritiva aplicando-se um
cluster hierarquico, que da uma nocdo sobre as similaridades entres os tratamentos. O TIC é
obtido pela somatéria da intensidade de ions em cada um dos espectros de massa, de uma

série adquirida em funcdo do tempo de retencdo cromatografico (VESSECCHI et al., 2011).
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4.9.2 Demanda Bioquimica de Oxigénio

A DBO representa o potencial de matéria organica biodegradavel nas aguas naturais e
em efluentes industriais. O que se “mede” de fato nesta analise € a concentracao de oxigénio
dissolvido antes e depois do periodo de incubagéo de cinco dias a 20°C, com bactérias.

O oxigénio dissolvido é o elemento principal no metabolismo dos microrganismos
aerobios que habitam as aguas naturais ou os reatores para tratamento bioldgico de esgotos.
Nas aguas naturais, o oxigénio € indispensavel também para outros seres vivos, especialmente
0s peixes, onde a maioria das espécies ndo resiste a concentracdes de oxigénio dissolvido na
4gua inferiores a 4,0 mg L™. Portanto, a DBO é um pardmetro de extrema relevancia na
legislacdo de classificacdo das aguas naturais, bem como na composicdo de indices de
qualidade de aguas (IQAs). No IQA utilizado no Estado de Sdo Paulo pela CETESB, a
concentracdo de oxigénio dissolvido é um pardmetro que recebe uma das maiores
ponderacoes.

A Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) de amostras de licor negro 15%
biodegradado por P. sanguineus durante 14 dias foi realizada analisando-se antes e apos a
recuperacdo da lignina em pH 3,0. Previamente as andlises de DBO, ajustou-se o pH das
amostras sem lignina (acidificadas) para pH 5,0 com uma solucéo de acido citrico 1 molar ou
solugéo de NaOH 0,1 molar.

Utilizou-se semente para DBO composta por culturas microbianas especificas para
prover um amplo espectro de microrganismos, capazes de atuar em diferentes tipos de
efluentes, denominada de “semente”. A quantidade de semente para DBO recomendada pelo
fabricante (Bio-Limp Brasil) foi de 1 mg mL™, e seu preparo constitui a diluicdo em &gua
destilada, seguido de aeracdo por 2 horas, seguido de 15 minutos de repouso. A agua destilada
utilizada para a diluicdo das amostras de licor sem semente foi aerada pelo mesmo tempo.

10 mL das amostras de licor negro dos tratamentos foram diluidos em 422 mL de agua
destilada aerada. O volume total foi transferido para o frasco de DBO, adicionando-se 2 mL
da semente em cada frasco, 5 gotas de inibidor de nitrificagcdo, 2 g de tartarato de amonio e
cinco perolas de NaOH, que ficou localizada num recipiente de borracha, junto ao orificio do
frasco.

Os frascos foram fechados e levados para incubacdo a 20 °C, durante cinco dias,
conforme a norma NBR. As leituras da quantidade de DBO foram tomadas diariamente pelo
medidor de DBO.
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4.9.3 Ensaios de toxicidade com organismos aquaticos

A toxicologia tem como principais objetivos identificar os riscos associados a uma
determinada substancia e determinar, em quais condicdes de exposicdo, esses riscos sdo
induzidos. Os testes de toxicidade sdo ensaios laboratoriais que, quando realizados sob
condigBes experimentais especificas e controlados, podem estimar a toxicidade de
substancias, efluentes industriais e amostras ambientais (aguas ou sedimentos) em organismos
e microrganismos aquaticos e terrestres, células entre outros. Nesses ensaios, organismos-
testes sdo expostos a diferentes concentracdes da substancia (s) e os efeitos toxicos
produzidos sobre eles séo observados e quantificados (COSTA; OLIVI, 2008).

Na interpretacdo dos resultados dos testes de toxicidade é importante lembrar que,
guanto menores forem os valores obtidos, maior sera a toxicidade da amostra. Isso se deve
uma vez que os valores numéricos de toxicidade aguda e cronica, expressos em CLsy (%)
exprimem uma relacdo inversa a toxicidade. Desta forma, os resultados encontrados se
referem a concentracdo da amostra necessaria para afetar 50% dos organismos utilizados nos
testes (COSTA; OLIVI, 2008).

O objetivo deste ensaio € avaliar se o cultivo do basidiomiceto P. sanguineus no licor
negro diminui ou aumenta sua toxicidade a H. attenuata e D. magna. Além disso, espera-se
conhecer se a presenca de lignina (insolivel em pH 3,0) interfere ou ndo na mortalidade dos
organismos aquaticos. A conducdo deste ensaio foi baseada na possibilidade de descarte, em
ambiente aquatico e/ou lagoa de tratamento de efluentes, do sobrenadante que resta apos a
recuperacdo da lignina. O preparo e manutencdo dos organismos testes serdo descritos a
sequir.

Para os ensaios utilizaram-se amostras de licor biodegradado e ndo biodegradado
(controle), antes e apOs a recuperacdo da lignina, constituindo quatro tratamentos. As
amostras foram diluidas nas concentracdes de 3,125%, 6,25%, 12,5% e 25%, utilizando como

controle negativo o meio de cultura.

4.9.3.1 Hydra attenuata

As culturas de H. attenuata foram iniciadas a partir de individuos adultos e cultivados
segundo a metodologia recomendada por Trotier et al. (1997), utilizando-se meio de cultura
para H. attenuata. Este meio é preparado com 0,147 g L™ de CaCl,.2H,0 e 0,11 g L™ de

Tampdo TES (N-tris (hydroximetil) metil 1-2 aminoetanosulfonico), dissolvidos em agua
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destilada e pH 7,0. As culturas foram depositadas em cristalizadores (recipientes circulares de
20 cm de didmetro e 10 cm de altura), contendo 700 mL do meio de cultivo, e incubadas a
22°C, e 12 h de fotoperiodo.

A alimentacdo das culturas de H. attenuata foi conduzida trés vezes por semana com
Artemia salina (camardes brine). Os crustaceos foram obtidos apo6s eclosdo em solugdo
contendo 14 g L™ de NaCl, dissolvidos em &gua destilada, e mantidas sob aeracdo e
iluminacdo continua durante 24 h, a 22°C. Apo6s 2 h do fornecimento do alimento, 0 meio de
cultivo contendo H. attenuata alimentada foi trocado para a retirada do excesso de alimento e
dos exoesqueletos de A. salina regurgitados.

Para cada concentragdo mencionada, conduziu-se o ensaio em placas de poliestireno
contendo trés H. attenuata saudaveis e sem brotos imersas em 4 mL da amostra, em triplicata.
O periodo do teste foi de 96 h de exposicdo, com observacOes realizadas a cada 24 h, com
auxilio de uma lupa (Leica, modelo Zoom 2000). Os efeitos avaliados foram somente de
mortalidade e as estimativas de CLso foram calculadas baseando-se no numero de individuos

mortos.

4.9.3.2 Daphnia magna

A metodologia utilizada para o cultivo de D. magna foi a ABNT NBR 12.713 (2004).
Para a manutencdo das culturas, 30 fémeas foram depositadas em cristalizadores de vidro com
capacidade de um litro, contendo 700 mL de meio de cultivo. Para o preparo de um litro de
meio cultivo utilizaram-se os reagentes descritos na Tabela 1; o pH do meio de cultivo foi
ajustado com solucdes de HCI e NaOH, e em seguida foi submetido a aeracéo durante 48 h.

Tabela 1 - Reagentes utilizados para o preparo de um litro do meio de cultivo para
Daphnia magna.

Solucdo-estoque Reagentes Quantidade (g)
Solugéo 1 CaS0,4.2H20 1,5
KCI 0,2
Solugéo 2 NaHCO3 48
MgSQ,.7H,0 6,1

A alimentagédo de D. magna foi realizada trés vezes por semana com uma suspenséo
da alga R. subcapitata, na concentracéo de 5 x 10° células para cada organismo de D. magna,

e também uma solucdo de fermento bioldgico e racdo para trutas, ambos na concentracdo
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de 5 g L, dissolvidos em agua destilada. As solugdes de fermento e ragdo foram aeradas
previamente durante sete dias ¢ depois filtradas em peneira de 45 um. Durante os periodos de
manutencdo das culturas na semana, retiraram-se filhotes e restos de alimentacao.

Os testes foram realizados utilizando-se grupos de cinco neonatos com 24 h de idade,
colocados em copos de polietileno, contendo 28 mL de amostra diluidas nas concentracfes
mencionadas na sessdo 4.9.3, durante um periodo de 48 h. Para cada concentracéo,
conduziram-se 0s testes em ftriplicata, realizando também o controle negativo, em meio de

cultivo. Apos 48 h observou-se 0 numero de organismos mortos em cada tratamento.

4.10 Recuperacao da lignina do licor negro

No momento da coleta, o licor negro possui pH 14,0. A recuperacdo da lignina pode
ser obtida por diversas metodologias, mas a acidificacdo do licor € um dos métodos mais
utilizados. A precipitagdo da lignina se inicia com a mudanga do pH, momento que ela passa
do estado soltvel para o estado sélido. A partir do pH 9,0 pouca quantidade de lignina sélida
por ser recuperada, entretanto, o pH 3,0 é ideal para se obter maior quantidade de lignina
insoltvel em pH &cido.

Neste estudo, a recuperacdo acida da lignina foi baseada na Patente de Abacherli e
Doppenberg (1998), que propde o aquecimento do licor negro entre 60-70°C, e adigéo gradual
de uma solucdo de acido sulfurico (3 molar), até atingir pH 3,0-2,5.

Apds a precipitacdo, a lignina foi seca em estufa com circulacdo forcada de ar a 60°C
durante 48 h para posteriores analises. O mesmo método de acidificacdo foi utilizado para
recuperar a lignina presente no licor negro biodegradado, porém sem aquecimento.

O teor de cinzas foi determinado a partir de ligninas obtidas em pH 5,0 e 3,0. Para
tanto, pesaram-se 500 g lignina em cadinhos de porcelana (previamente secos em estufa a
60°C durante 12 horas e pesados), levados a mufla, e mantidos numa rampa de trés
temperaturas, que compreenderam: 1 hora a 200°C, 1 h a 400°C e 2 h a 800°C. Apds o
resfriamento, os cadinhos foram transferidos para um dessecador de vidro contendo silica,

permanecendo durante 2 h e em seguida, pesados.
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4.11 Analises da lignina

4.11.1 Cromatografia liquida de gel de filtracéo

As analises de cromatografia liquida de gel de filtracdo (CGF) foram realizadas no
Laboratorio Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol (CTBE), no Centro Nacional de
Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM), Campinas/SP.

O principal objetivo desta analise foi preparar as amostras para posteriores analises
por SAXS, topico que sera detalhado adiante (sessdo 4.11.2). As amostras de lignina
biodegradada (recuperadas apés a biodegradacdo do licor negro pelos fungos) e néo
biodegradada (tratamentos controle) foram submetidas a cromatografia de gel filtracdo para
remover possiveis fragmentos de proteinas produzidas pelos fungos e que permaneceram as
fracGes de lignina apds a recuperacdo acida.

As fragdes de lignina foram preparadas conforme a metodologia a seguir: pesagem (50
mg) em microtubos; solubilizacdo em 1 mL de solucdo de NaOH 0,1 molar; agitacdo durante
37°C em Termo Mixer durante 30 minutos; centrifugacéo (14.000 r.p.m.), durante 5 minutos.
A fracdo soluvel foi injetada na coluna e eluida com NaOH 0,1 molar, na taxa de 0,3 mL min’
! sob temperatura ambiente. As analises foram realizadas empregando-se a coluna de gel
filtracdo Superdex 30 pepgrade (70 cm x 0,6 cm), em um sistema AKTA® equipado com
detector UV (280 nm) e com um sistema de bombas automatizadas.

Durante cromatografia, as primeiras fracdes possuem moléculas de maior massa
molecular, sendo também mais concentradas pela presenca de anéis aromaticos, detectados
pela luz UV. Portanto, as primeiras frac6es recolhidas apds a cromatografia foram utilizadas
para as analises de SAXS. Cada fracdo coletada teve o volume aproximado de 2 mL.

A cromatografia também permitiu obter a massa molar média (MM) de fracdes de
lignina, biodegradada ou n&o. Para a construcdo da curva de calibracdo, as proteinas
ciclosporina (massa molecular = 1202,61 g mol™), riboflavina (376,36 g mol™) e os
compostos fenélicos sal sédico do 4cido dissulfonico (492,46 g mol™), hidroquinona (110,11
g mol™), 4cido cinamico (192,17 g mol™) foram empregados. Os parametros utilizados para o
calculo foram: massa molecular dos compostos quimicos, volume da eluicdo, volume da
coluna e o volume morto da coluna (este ultimo determinado com o composto blue dextran);

o solvente utilizado foi solugdo de NaOH (0,1 molar), com fluxo de 0,5 mL min™, a 20°C.
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4.11.2 Espalhamento de raios-X a baixo angulo

As andlises de espalhamento de raios-X a baixo angulo (small angle X-ray, SAXS)
foram realizadas no Laboratério Nacional de Luz Sincotron (LNLS), localizado no Centro de
Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM), Campinas/SP.

SAXS é uma técnica amplamente usada para caracterizacdo estrutural de
nanoparticulas em solucdo (GLATTER; KRATKY, 1982). Particularmente, a técnica
possibilita 0 acesso a caracteristicas como forma, tamanho e distribuicdo de tamanhos de
macromoléculas em um estado préximo a sua forma natural.

A maior parte dos estudos de caracterizacdo quimica e fisica da lignina ocorre em
solucdo alcalina (pH 12,0), geralmente utilizando-se NaOH como principal solubilizante. Pelo
fato de a lignina ser um polimero de elevada massa molar e muito reativa, é necessario
aguardar um periodo de estabilizacdo da molécula apo6s dissolvé-la em solucdo aquosa,
podendo, em alguns casos, variar em até sete dias (MAZIERO et al., 2012). Nesse sentido, 0
conhecimento do comportamento da lignina em solucéo alcalina garantird maior acuracia dos
dados no momento das anélises. Portanto, a estabiliza¢do da lignina em relacéo ao seu tempo
de solubilizacdo em solucdo de NaOH (pH 12,0), foi estudada utilizando ligninas recuperadas
do licor negro (néo biodegradado) em pH 3,0 e pH 5,0, durante 10 dias.

Para o estudo de estabilizacdo de lignina, prepararam-se as amostras conforme segue:
secagem das ligninas em estufa com circulagdo de ar a 50°C durante trés dias, transferéncia
para dessecadores durante 24 h. Cinco miligramas de lignina foram transferidos para
microtubos graduados de 1,5 mL e diariamente adicionou-se 1 mL de solucao de NaOH 0,1 M
em cada tubo, agitando-os vigorosamente por 1 minuto, ¢ mantidos no escuro. No total,
prepararam-se amostras para serem diluidas durante 10 dias, em duplicata.

As fragdes de ligninas obtidas apos a biodegradagdo do licor negro também foram
analisadas. Contudo, em estudos preliminares com SAXS demonstrou que as ligninas
biodegradadas por fungos estavam ‘“contaminadas” com fragmentos de proteinas, cuja
presenca exerce forte atragdo sobre a mica, um dos componentes do porta-amostra utilizado
na linha SAXS 2. Por este motivo, recorreu-se a técnica de cromatografia liquida de gel
filtragdo que permitiu separar esses “‘contaminantes” das fragdes de lignina biodegradada.

Todas as medidas foram feitas na linha DO2A-SAXS-2 do LNLS/CNPEM. As
amostras foram analisadas em duplicata e as intensidades do espalhamento de raios-X a baixo
angulo foram coletadas usando raios-X monocromatico, com comprimento de onda de A =

1,55 A. Os padrdes de raios-X foram registrados com um detector bidimensional CCD
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(MarResearch, USA). A distancia das amostras ao detector foi ajustada em 1000 mm,
resultando num intervalo de espalhamento de 0,14 nm™ < q < 3,4 nm™, onde q é a magnitude
do vetor de espalhamento, definido como q = 4 sin@ / A (26 é o angulo do espalhamento).

Somente as amostras de lignina biodegradada por fungos foram analisadas em duas
distancias do porta-amostra até o detector, com o objetivo de aumentar o intervalo do vetor de
espalhamento. Sendo assim, as distancias do porta-amostra até o detector foram ajustadas para
1000 mm e 2000 mm, resultando em um intervalo do vetor de espalhamento variando
de 0,07 nm™ < q < 3,15 nm™.

As curvas experimentais de SAXS foram corrigidas e normalizadas pela intensidade
do feixe incidente, absorcdo das amostras e concentracdo das ligninas. Os ruidos
experimentais (espalhamentos parasitas) foram subtraidos da intensidade total de
espalhamento. As curvas obtidas experimentalmente em diferentes distancias foram
escalonadas e unidas usando o programa Primus do pacote ATSAS (KONAREYV et al., 2003).

Para as medidas de SAXS, o solvente e as ligninas foram injetados dentro da célula do
porta-amostra, contendo duas micas com 1lmm de distancia entre elas, que se mantém
constante a 25°C. Para cada amostra, dois frames de 300 segundos foram registrados para
avaliar o dano da radiacdo sobre a amostra e estabilidade do feixe.

As curvas do espalhamento das amostras foram subtraidas das curvas de espalhamento
da solucao de NaOH utilizada nas dilui¢des. A integragdo dos padrdes de SAXS foi realizada
usando o software Fit2D (HAMMERSLEY, 1997), e as curvas foram normalizadas para a
concentragdo equivalente de lignina. O ajuste das analises e os pardmetros estruturais foram

determinados usando o programa SASFIT (KOHLBRECHER; BRESSLER, 2006).

4.11.3 Espectrometria na regiao do infravermelho

A espectroscopia infravermelho com transformada de Fourier (Fourier Transform
Infrared spectroscopy, FTIR), em modo ATR (Attenuated total reflectance), pode ser aplicada
em varias areas de analises quimica onde elevada sensibilidade é necessaria. Esse tipo de
andlise constitui uma forma répida de verificar as mudancas que ocorrem na estrutura quimica
da lignina, como por exemplo, ap6s agcdo enzimatica de fungos. Além disso, com pequena

quantidade de amostra € possivel obter resultados muito confiaveis.
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As andlises foram realizadas no Departamento de Fisica, Campus da UNESP/Bauru,
em um espectrofotometro Bruker, Modelo Vertex 70 (Alemanha), equipado com cristal de
diamante como a interface entre a amostra e a energia IV. As amostras foram coletadas na
faixa de 3997 a 400 cm™, em modo de reflectancia total atenuada (attenuated total reflectance,
ATR), utilizado com uma resolucéo de 4 cm™.

Fracdes de ligninas biodegradadas pelos isolados BT-21, BT-25, BT-27, BT-28, BT-
31, BT-32, BT-40, ED-1 e por P. sanguineus foram utilizadas. As Figuras dos espectros
foram geradas utilizando o Software Origin8 (OriginLab, Northampton, MA).

Os espectros de absorbancia foram analisados pela técnica de componentes principais
(Principal Component Analysis, PCA). A andlise de PCA é uma técnica estatistica
multivariada que tem como objetivo a reducdo da dimensionalidade, atraves de construcéo de
combinac0es lineares 6timas das varidveis de reflectancia, segundo os comprimentos de onda.
Esta técnica tem como base a maximizagdo da variancia, de modo que essas variaveis
(componentes principais) ndo estejam correlacionadas entre si (JOHNSON; WICHERN,
2007).

Para o estudo da lignina biodegradada pelas espécies, foram feitas seis subdivisdes da
banda total de nimeros de ondas (3997 a 400 cm™), conforme descrita na Tabela 2. As
divisdes das bandas foram feitam baseadas nas assinaturas espectrais relacionadas as ligaces
existentes que identificam a molécula de lignina na regido do infravermelho.

Com o objetivo de verificar o efeito das espécies sobre a biodegradacao da lignina nos
componentes principais (prinl e prin2), foi ajustado um modelo linear generalizado com
distribuicdo de probabilidade gama e fungdo de ligacdo logaritmica. As comparagdes entre as
médias de tratamentos (composto por espécies de fungos) foram feitas pelo teste de Tukey-
Kramer. Foi utilizado o programa estatistico SAS (STATISTICAL ANALYSIS SYSTEM,

v.9, 2015), licenciado pela Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.
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Tabela 2 - Bandas de niimeros de onda (cm™) do espectro de Fourier utilizadas
na técnica de componentes principais para a absorbancia das
amostras de lignina recuperada de licor negro biodegradado.

Banda Numero de ondas (cm™) NUmero de observagdes
1 400,00 a 3.997,94 1893
2 400,00 a 700,00 158
3 800,00 a 1.000,00 106
4 1.000,00 a 1.500,00 262
5 1.600,00 a 2.000,00 211
6 3.000,00 a 3.500,00 262

Com o objetivo de verificar o efeito do tempo da biodegradacéo do licor negro por P.
sanguineus em relacao ao licor ndo biodegradado nos componentes principais (prinl e prin2),
foi ajustado um modelo linear generalizado com distribuicdo de probabilidade gama e fungéo
de ligacdo logaritmica. As comparacfes entre as médias de tratamentos (composto por
espécies de fungos) foram feitas pelo teste de Tukey-Kramer. Foi utilizado o programa
estatistico SAS.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificacdo molecular de isolados de fungos basidiomicetos
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A relacdo dos exemplares de fungos macroscopicos obtidos durante as coletas, e as

espécies identificadas pelo sequenciamento da regido Ribossomal nuclear ITS1 e ITS2 estdo

descritos na Tabela 3.

Tabela 3 - Relacdo de isolados coletados em floresta nativa e areas de
reflorestamento de Eucalyptus spp. de acordo com o local de coleta
(letras) e ordem de isolamento (nUmeros), e identificados* pela
regido Ribossomal nuclear ITS1 e ITS2.

Cadigo Espécie Cadigo Espécie

BT-1 Stereum hirsutum* BT-32 Pleurotus sp.
BT-10 Trametes villosa* BT-33 Pleurotus sp.
BT-11 Pycnoporus sanguineus* | BT-35 Pleurotus sp.
BT-12 Pycnoporus sp. BT-40 Trametes villosa*
BT-13 Pycnoporus sp. BT-42 Pycnoporus sp.
BT-20 Pleurotus sp. BT-48 Lenzites sp.
BT-21 Pleurotus sp. BFT-34 Polyporus sp.
BT-23 Xylaria venosula BFT-35 Lentinus bertieri*
BT-25 Pleurotus djamor* ED-1 Pleurotus sp.
BT-26 Pleurotus ostreatus™* ED-20 Gymmophilus sp.
BT-27 Schyzophyllum commune* | ED-30 Fomes fasciatus*
BT-28 Flammulina velutipes* ED-31 Fomes sp.

BT-29 Ganoderma sp. ITA-2 Né&o determinado
BT-31 Pleurotus sapidus* Jau-3 Pycnoporus sanguineus®

A Figura 7 ilustra a amplificagdo do DNA em gel de Agarose dos isolados de fungos

basidiomicetos coletados de mata nativa e campos de reflorestamento de Eucalyptus spp. Os

demais isolados foram identificados até o nivel de género, através de fotos, com auxilio de

livros especificos de identificagdo macroscopica de fungos.
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Figura 7 — Amplificacdo, em gel de Agarose, do DNA de isolados de
fungos basidiomicetos coletados em mata nativa e campos de
reflorestamento de Eucalyptus spp., na seguinte ordem, da
esquerda para a direita: BT-1 (Stereum hirsutum), BT-10
(Trametes villosa), BT-11 (Pycnoporus sanguineus), BT-23
(Xylaria venosula), BT-25 (Pleurotus djamor), BT-26
(Pleurotus ostreatus), BT-27 (Schyzophyllum commune),
BT-28 (Flamulinna velutipes), BT-40 (Trametes vilosa),
BT-32 (Pleurotus sp.), BT-31 (Pleurotus sapidus), BFT-35
(Lentinus bertieri), Jau-3 (Pycnoporus sanguineus), ED-1
(ndo identificado), ED-30 (Fomes fasciatus), BT-21 (ndo
amplificado).

5.2 Crescimento micelial

5.2.1 Meio de cultura sélido contendo serragem

A velocidade maxima de crescimento micelial de 19 espécies de fungos
basidiomicetos variou de acordo com a temperatura de incubacdo. Com base nas médias das
velocidades méaximas de crescimento em relacdo a temperatura de incubagdo (Tabela 4), a
Tabela 5 foi construida ordenando, de forma decrescente, as médias. Desse modo, a Tabela 5
ilustra o ranking de ordenagdo das médias das velocidades maximas de crescimento micelial.
Tomando como exemplo o isolado BT-10 (T. villosa), verifica-se que seu crescimento
micelial é mais veloz a 23 e 25°C, ocupando as primeiras posi¢@es do ranking; com o aumento
da temperatura, seu crescimento micelial comeca a ficar mais lento, ocupando a 32 posicéo do
ranking a 27 e 34°C, respectivamente.

Considerando o ranking de ordenacdo das medias de velocidade méxima de

crescimento micelial na Tabela 5, a soma desses valores permitiu construir a Tabela 6, que
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indica quais especies ndo tém a velocidade de crescimento micelial afetada na faixa de
temperatura utilizada neste estudo. A velocidade do crescimento micelial dos isolados BT-10,
BT-40, BFT-34, BT-11 e BFT-35 foi aparentemente constante em todas as temperaturas
utilizadas. Entretanto, para a maioria dos fungos, o aumento progressivo da temperatura
resultou em maior velocidade de crescimento micelial, e a faixa de temperatura que permitiu
crescimento micelial mais veloz esta entre 27 e 29°C.

Alguns fungos sdo diretamente influenciados por uma temperatura especifica, que
pode propiciar rapido crescimento micelial, como foi o caso dos isolados BFT-34 e BT-42 a
34°C e do isolado BT-13 a 29°C. Os isolados BT-10, BT-12 e BFT-35 crescem mais
rapidamente a 34°C e os isolados de Pleurotus sp. (BT-20, BT-25, BT-26, BT-31, BT-32) séo
negativamente afetados nesta temperatura. Esses isolados apresentaram micélio ndo vigoroso
e desuniforme, com aparéncia muito diferente de quando é cultivado a 27°C.

Estudos de crescimento micelial em uma ampla faixa de temperatura séo de grande
importancia na aplicacdo biotecnoldgica dos fungos, pois possibilita manusea-los numa
condicdo que proporciona maior taxa de crescimento e coloniza¢do do substrato. De acordo
com Dalsenter et al. (2005), crescimento ndo € apenas uma simples reacdo, mas uma série de
reagdes quimicas que ocorrem coordenadamente em um sistema coberto com esquemas de
controle que podem responder diretamente ao aumento da temperatura.

Muitas reacfes no metabolismo de fungos filamentosos sé&o dependentes da
temperatura e, encontrar a temperatura 6tima de crescimento, é o primeiro passo para ter
sucesso em biotecnologia (PLAZA et al., 2003). A temperatura é o segundo fator mais
importante a ser considerado, que influencia diretamente o crescimento (SCHUBERT et al.,
2010). No geral, 0o aumento da temperatura resulta em rapida producdo de micélio (biomassa),
consequentemente contribuindo para a atividade enzimética de fungos podriddo branca
(WELLS; BODDY, 1995; DONELLY; BODDY, 1997) assim como determinar o progresso
da biodegradacdo dos componentes da madeira (BRISCHKE; RAPP, 2008).

De acordo com os resultados observados, a faixa de temperatura entre 27-29°C
favoreceu crescimento micelial rapido e uniforme entre os isolados, pois possibilitou que 87%
dos fungos crescessem 80 mm em até sete dias. Contudo, os isolados mais promissores para
os estudos subsequentes foram aqueles que cresceram rapidamente em um curto periodo de
tempo, nesse caso, quatro dias.

Os isolados que apresentam rapido crescimento micelial em menor tempo a 27°C
foram BT-10, BT-11, BT-12, BT-40, Jau-3, BFT-34 e BFT-35.



Tabela 4 — Médias das velocidades maximas de crescimento micelial de 19
espécies de fungos cultivados em meio de cultura sélido preparado
com serragem de eucalipto e dextrose, e incubados em cinco

temperaturas
Temperaturas (°C)
Isolados
23 25 27 29 34
Polyporus sp. (BFT-34) 11,4 14,0 16,0 16,5 20,0
L. bertieri (BFT-35) 11,4 13,3 16,5 16,0 20,0
T. villosa (BT-10) 16,0 16,0 16,0 16,0 20,0
P. sanguineus (BT-12) 13,1 13,3 16,0 16,0 20,0
Pycnoporus sp. (BT-42) 11,4 13,3 13,1 16,0 20,0
T. villosa (BT-40) 13,3 16,0 16,5 17,0 18,0
Pycnoporus sp. (BT-11) 13,3 13,3 16,0 16,0 16,5
Pycnoporus sp. (BT-13) 12,6 12,1 13,3 16,0 16,0
P. sanguineus (Jau-3) 12,6 12,1 13,3 16,0 16,0
S. commune (BT-27) 8,9 13,3 13,1 16,0 16,0
P. sapidus (BT-31) 10,1 10,9 12,9 11,4 10,4
Pleurotus sp. (BT-32) 13,3 13,3 13,3 13,7 9,5
Fomes sp. (ED-31) 54 6,7 9,0 9,0 9,3
Pleurotus sp. (BT-20) 13,3 13,3 14,3 14,0 9,2
F. fasciatus (ED-30) 5,3 6,6 8,5 8,9 9,2
P. djamor (BT-25) 9,2 12,5 11,5 8,5 7,7
P. ostreatus (BT-26) 11,4 11,4 11,4 12,1 50
Pleurotus sp. (BT-21) 9,5 12,6 12,1 13,3 4,0

Pleurotus sp. (ED-1) 9,9 10,3 - - 3,3
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Tabela 5 - Ranking de ordenacdo das medias de velocidade méaxima de crescimento
micelial de 19 espécies de fungos relativo a temperatura de incubagdo. As
primeiras posicdes no ranking indicam maiores médias das velocidades de
crescimento micelial.

. Temperaturas (°C)
Ordenacao

1@

209

3¢9

49

50 BT-32 BT-11 BT-42

6° BT-20 BT-12 BT-12

70 | BT-12 BT-20 BT-13
o | Jau-3 | BFT-35 BT-32 BT-13
: \ BT-13

10° BFT-35

11° BT-26 BT-20 BT-31

12° BT-42 BT-32 BT-32

13°¢ BT-31 BT-13 BT-31

14° ED-1 BT-26 BT-20
15¢° | BT-26 | BT-31 ED-30
16° | BT-31 | BT-26 |

17 2 \
18° . ED-30 |

19¢ ED-30 | ED-30 | ED-1 | ED1 | ED-1

Fungos cultivados em meio sélido preparado com serragem de eucalipto e dextrose.
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Tabela 6 — Soma dos valores atribuidos a posicdo no ranking de
ordenacdo das medias de velocidade maxima de
crescimento micelial de 19 espécies de fungos
basidiomicetos

Ordenacao Espécies Soma da ordenacao
1@ T. villosa (BT-10) 12
2° T. villosa (BT-40) 14
39 Polyporus sp. (BFT-34) 19
49 P. sanguineus (BT-11) 23
5¢ L. bertieri (BFT-35) 25
62 Pycnoporus sp. (BT-12) 29
72 Pleurotus sp. (BT-32) 40
8¢ Pleurotus sp. (BT-20) 43
9¢ Pycnoporus sp. (BT-13) 44
10¢ P. sanguineus (Jau-3) 49
11¢ S. commune (BT-27) 59
12¢ Pycnoporus sp. (BT-42) 66
13¢ P. sapidus (BT-31) 68
14° Pleurotus sp. (BT-21) 71
15¢ P. ostreatus (BT-26) 73
162 P. djamor (BT-25) 77
17¢ Fomes sp. ED-31 82
18¢ Pleurotus sp. (ED-1) 88
19¢ F. fasciatus (ED-30) 88

5.2.2. Meio de cultura sélido contendo licor negro

As médias de crescimento micelial e descolora¢do do meio sélido contendo licor negro
estdo descritos na Tabela 7. Somente o isolado ED-20 ndo cresceu no meio licor negro-agar, e
62% dos isolados produziram halo de descoloragdo ao redor das colonias em crescimento,
apos 14 dias de incubacdo. A presenca de halo de descoloracdo indica que ha secrecdo de
enzimas no meio de cultura e, consequentemente, a degradagéo da lignina e cromoforos, que
sdo compostos que contribuem com a coloracdo negra do licor. A presenca de halo estd
ilustrada na Figura 8-A; a Figura 8-B ilustra a variacdo do aspecto miceliano dentre as

espécies.



63

Quatro isolados do género Pleurotus (BT-25, BT-21, ED-1, BT-32) apresentaram as
maiores taxas de crescimento micelial e vigor, sendo também positivos para a produgdo de
halo de descoloracdo ao redor da colonia. Em relacdo aos isolados do género Pycnoporus,
somente Jau-3 e BT-42 foram positivos para a formacdo de halo de descoloracdo no meio
solido.

O agrupamento das espécies foi feito em ordem decrescente, a partir da média do
diametro miceliano desenvolvido no meio de cultura (Tabela 7). A analise estatistica das
médias de crescimento micelial indica a existéncia de oito grupos, sendo que cada grupo é
representado por letras iguais na coluna.

Todos os fungos necessitam de pequenas quantidades de metais para seu metabolismo,
reproducdo e diferenciacdo, sendo que a necessidade nutricional desses elementos é muito
variavel entre as espécies (GRIFFIN, 1993). Quando em elevadas concentracdes, metais
essenciais podem interagir com as células e serem acumulados em resposta a mecanismos
fisico-quimicos. Portanto, elevadas concentracdes de certos componentes, que ora Sao
utilizados como nutrientes, influenciam negativamente o desenvolvimento miceliano (GADD,
1992).

Figura 8 - llustracdo do halo de descoloragdo da espécie Pleurotus sp.
(BT-33) cultivado em meio de cultura solido contendo 10%
de licor negro (A). Aspectos micelianos produzidos por seis
espécies de fungos basidiomicetos em meio contendo 10%
de licor negro, apds 14 dias de incubacéo a 27°C
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Tabela 7 - Diametro médio (desvio padrdo entre parénteses) do crescimento micelial de 16
espécies de fungos basidiomicetos, cultivados em placas de Petri contendo meio
solido preparado com 10% de licor negro e &gar, e reacdo positiva ou negativa
para a formacdo de halo de descoloracdo ao redor das colénias em crescimento,
apos 14 dias de incubacéo a 27°C.

Espécie Diametro Descoloracéo

BT-25 (Pleurotus djamor) 57,84 (3,77) a +
BT-21 (Pleurotus sp.) 51,33 (5,05 a b +
ED-1 (Pleurotus sp.) 50,35 (5,74) a b ¢ +
BT-32 (Pleurotus sp.) 4297 (441) bec d +
BT-27 (Schyzophyllum commune) 4150 (11,51) b c de -
BT-11 (Pycnoporus sanguineus) 4028 (728) bcdef -
BT-31 (Pleurotus sapidus) 38,26 (5,72) de fg +
BT-20 (Pleurotus sp.) 36,52 (4,57) defgh +
BT-26 (Pleurotus ostreatus) 33,35 (3,69) de fgh +
BT-33 (Pleurotus sp.) 31,28 (2,17) fgh +
BT-40 (Trametes villosa) 31,05 (3,88) gh +
BT-12 (Pycnoporus sp.) 29,60 (2,45) h -
BT-28 (Flamulina velutipes) 29,58 (0,39) h -
Jau-3  (P. sanguineus) 29,37 (2,12) h +
BT-29 (Ganoderma sp.) 29,18 (1,38) h -
BT-13 (P. sanguineus) 29,13 (0,39) h

Meédias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si (p<0,05) pelo teste Tukey-Kramer.
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O licor negro kraft possui composi¢do heterogénea, que inclui elevada quantidade de
metais e ndo metais e baixa concentracdo de nitrogénio (CARDOSO et al., 2009). Essa
combinacéo pode ter influenciado o crescimento insatisfatério (micélio sem vigor) da maioria
dos fungos em meio de cultura sélido. Além da presenca de sais, varios compostos presentes
nos extrativos, que sdo uma barreira natural contra o ataque microbiano, também podem ser
deletérios a algumas espécies de fungos (KIRKER et al., 2013).

Da-Re e Papinutti (2011) cultivaram fungos basidiomicetos dos géneros Pycnoporus,
Trametes e Phanerochaete em meio de cultura contendo 0,5% de licor negro observaram que
os fungos ndo cresceram apds 30 dias de incubacdo. Subsequentemente, os autores
submeteram o licor negro a dialise, para remover sais e somente dessa forma observaram
crescimento e descoloracao do meio de cultura.

No presente estudo, verificou-se que alguns fungos desenvolveram micélio visivel
apos trés dias de incubagdo no meio de cultura contendo licor negro “in natura” (sem dialise
ou outro tipo de tratamento) na concentracdo 10% (v/v). Isso significa que os fungos
coletados demonstram potencial para aplicacBes biotecnologicas por crescerem em um
substrato de caracteristicas fisico-quimicas muito diferentes de um substrato lignocelulésico
comumente encontrado em florestas.

Em alguns casos, a adicdo de elevada quantidade de acUcar também pode atrasar o
crescimento micelial até que o carboidrato seja completamente consumido. Wu et al. (2005)
observaram que P. ostreatus consumiu mais rapidamente a lignina ao adicionar 1 g L™ de
glicose ao invés de 10 g L™. Nesse caso, a degradacdo da lignina se iniciou ap6s 15 dias de
cultivo do fungo, quando também ocorre a producdo de enzimas ligninoliticas (GALHAUP et
al., 2002).

Baseado nos resultados obtidos no ensaio de crescimento micelial e descoloracdo do
LN em estado solido, os isolados Jau-3, BT-10, BT-40, BT-31, BT-21, ED-1, BT-27, BT-28 e
BT-32 foram selecionados para os ensaios subsequentes de degradacdo do licor em estado
liquido. Embora os isolados BT-27 e BT-28 ndo tenham formado halo de descolora¢do no
licor apds 14 dias, esses fungos foram selecionados para se verificar se em estado liquido seu

comportamento seria idéntico.
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5.3 Andlises do licor negro

Os resultados dos elementos quimicos analisados por espectrometria de forca atdmica
estdo dispostos na Tabela 8. Os teores de potassio e sodio presentes no licor negro “in natura”
foram 55 e 34% maiores em relacdo a lignina precipitada do licor negro em pH 3,0. Essa
observacdo mostra que parte desses sais sdo lixiviados durante o processo de precipitacéo da
lignina. Os teores de ferro e enxofre da lignina precipitada foram, respectivamente, trés e sete
vezes maiores em comparacao aos teores detectados no licor negro. O teor de cinzas totais da
lignina precipitada em pH 3,0 foi 8,3%.

Os teores de metais e outros elementos analisados por espectrofotometria de emisséo
Otica em plasma induzido (ICP) estdo dispostos na Tabela 9. A concentracdo de todos 0s
elementos analisados foi maior na lignina precipitada, resultado da concentracdo desses
elementos na lignina. Os teores de C, H, ¢ N presentes no licor negro “in natura” estdo
descritos na Tabela 10, valores similares ao encontrado por Cardoso et al. (2009).

Os teores e elementos quimicos presentes no licor negro sugerem que certos
componentes encontrados em elevada quantidade podem ser toxicos aos fungos. Embora seja
muito importante para o metabolismo fangico, tais como atividade enzimatica, metabolismo
de carboidratos e no balan¢o i6nico, a quantidade de potéssio detectado no licor negro é muito
elevada a ponto de inibir ou atrasar o crescimento dos fungos (GRIFFIN, 1993), como foi
observado no meio sélido. Outros elementos como o sddio, por exemplo, também interferem
e fragilizam o desenvolvimento dos fungos no licor negro, mas que podem ser removidos
através de dialise para o cultivo de fungos (Da-RE; PAPINUTTI 2011).

Diante dessa observacdo, um dos maiores desafios deste projeto foi cultivar fungos em
concentracdes de licor negro acima de 15%, com o objetivo de recuperar maior quantidade de
lignina biotransformada. Pela metodologia aqui utilizada, ndo foi possivel cultivar os fungos

concentragdes de licor negro kraft acima dessa concentracao.
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Tabela 8 - Teores de elementos quimicos presentes no licor negro e na lignina precipitada
em pH 3,0 e analisados por espectrometria de forca atbmica
Elementos analisados
K Ca Mg Na S Cu Fe Mn 2Zn
Licor negro (mg/L) 1975 42 18 39688 5675 0,38 3,25 8,38 0,50
Lignina (mg/Kg) 875 39 12 25913 39151 0,25 7,38 0,50 0,75

Matéria-prima

Tabela 9 - Teores de elementos quimicos presentes no licor negro, antes e ap6s digestdo em
acido sulfarico e na lignina precipitada em pH 3,0, e analisados por
espectrofotometria de emissdo 6tica em plasma induzido (ICP)

Elementos
Composto

As Ba Cd Pb Co Cr Hg Mo  Ni Se

Licor digerido® <212 810 <8 <13 <25 57 <625 5744 <50 <500
Licor ndo digerido® 318 630 <6 102 <20 163 <500 5764 80 <400

Lignina® <1400 3171 <50 <84 <166 1640 <4165 44562 798 <3332

Legenda: a=pg Kgt, b=pgL™*

Tabela 10 - Teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio presente no licor negro

Elementos quimicos (%)
C H N

Matéria-prima

Licor negro 26,27 5,35 0,11

Dentre os elementos carbono, hidrogénio, oxigénio, enxofre e magnésio, o carbono é o
mais requerido, por ser responsavel pela constituicdo primaria do organismo. Embora os
demais elementos também sejam de vital importancia para o metabolismo flingico, os

mesmos sdo requeridos em menor quantidade (GRIFFIN, 1993).
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5.3.1 Principais aspectos do licor negro biodegradado

A Figura 9 (A-E) ilustra a sequéncia completa do ensaio de biodegradacdo do licor
negro. Na Figura 9 E observa-se uma camada mucilaginosa na serragem inoculada com o
isolado Jau-3, indicando bom desenvolvimento micelial, que ndo é observada na serragem ndo
inoculada (Figura 9 D).

No final do ensaio de biodegradacdo do licor negro, observa-se que o fungo reduziu a
cor do licor, comparado ao licor ndo biodegradado (Figuras 10 A e B). As Figuras 10 Ce D
ilustram o licor negro biodegradado e ndo biodegradado ap6s a precipitacdo &cida da lignina
(fracdo escura no fundo do frasco). As Figuras 10 E e F ilustram a fracdo final de lignina

obtida apos secagem.

Figura 9 - Sequéncia do ensaio de biodegradacdo do licor negro: A =
Serragem de Eucalyptus spp. (SE) inoculada com o isolado
Jau-3, apds 14 dias de incubacdo a 30°C; B-C = inoculacdo do

licor negro; D = SE ndo inoculada (controle); E = SE inoculada
com o isolado Jau-3, ap6s 13 dias

Figura 10 - Licor negro biodegradado por Pycnoporus sanguineus (A) e ndo
biodegradado (B), ap6s 13 dias de incubacdo; (C e D) licor
negro em pH 3,0 ndo biodegradado (C) e biodegradado (D), a
fracdo escura € a lignina precipitada; E e F: pulverizacdo da
fracdo de lignina obtida apds secagem (60°C) e armazenamento,
respectivamente
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Durante o crescimento, os fungos modificaram o pH do licor, principalmente quando
utilizado na concentracdo 10% (Tabela 11). Variagdes no pH do licor negro ocorreram dada
as necessidades individuais do fungo, visto que a mudanca do meio onde cresce é resultado do
seu metabolismo ativo (GRIFFIN, 1993). A andlise estatistica indicou a existéncia de quatro

grupos que nédo diferem estatisticamente entre si.

Tabela 11 - Médias (desvio padréo entre parénteses), do pH de licor
negro na concentracdo 10%, ap6s 14 dias de
biodegradacdo a 28°C, por nove espécies de fungos
basidiomicetos

Espécies Media
F. velutipes (BT-28) 7,00 (0,19) a
S. commune (BT-27) 6,60 (0,44) ab
Pleurotus sp. (BT-21) 6,51 (0,02) bc
Pleurotus sp. (ED-1) 6,07 (0,07) cd
P. sapidus (BT-31) 6,05 (0,23) d
T. villosa (BT-10) 6,04 (0,03) d
P. djamor (BT-25) 5,92 (0,05) d
T. villosa (BT-40) 5,83 (0,03) d
P. sanguineus (Jau-3) 5,51 (0,10) d
Controle 5,74 (0,07) d

Médias seguidas de mesma letra minascula na coluna ndo diferem
entre si (p<0,05) pelo teste de Tukey-Kramer

As espécies utilizadas no ensaio de biodegradacdo do licor negro 10% em estado
liquido cresceram satisfatoriamente, com excecdo do isolado BT-21. O licor negro que
recebeu este isolado teve aparéncia viscosa e com 0 mesmo odor caracteristico da solu¢éo no
inicio do ensaio. Quanto aos outros tratamentos, apos trés dias da inoculagdo, uma redugédo
gradativa do odor desagradavel do licor pode ser sentida e, ap6s 14 dias, percebeu-se um odor
levemente adocicado.

Durante os ensaios de biodegradacao do licor negro, pela espécie P. sanguineus, nas
concentragfes 10 e 15%, o pH das amostras foi aferido apds filtragem e antes das leituras das
atividades enzimaticas. Nas Tabelas 12 e 13 encontram-se as médias das medidas de pH

durante de 12 e 13 dias, respectivamente.
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Na Tabela 12, verifica-se que houve diferenca estatistica entre o licor biodegradado
com o licor ndo biodegradado (controle), para todos os periodos avaliados.

Tabela 12 - Médias dirias (desvio padrdo entre parénteses) do pH de licor
negro (concentracdo 10%, biodegradado por Pycnoporus
sanguineus (Jau-3), durante 12 dias de incubacdo a 30°C

Tempo Tratamentos
Dias Fungo Controle
7 5,32 (0,05) aA 6,06 (0,01) bA
8 5,25 (0,05) aA 6,01 (0,01) bA
9 5,21 (0,07) aAB 5,84 (0,01) bB
10 5,17 (0,13) aB 6,03 (0,01) bA
11 5,10 (0,06) aB 6,04 (0,03) bA
12 4,91 (0,03) aC 6,14 (0,02) bA

Meédias seguidas de mesma letra mindscula (maidscula) na linha (coluna)
nédo diferem entre si (p<0,05) pelo teste de Tukey-Kramer

Tabela 13 - Médias diarias (desvio padrdo entre parénteses) do pH de
licor negro na concentracdo 15%, biodegradado por
Pycnoporus sanguineus (Jau-3), durante 13 dias de
incubacdo a 30°C

Tempo Tratamentos
Dias P. sanguineus Controle
5 5,56 (0,01) aA 5,71 (0,06) aA
6 5,37(0,16) bB 5,73 (0,04) bA
9 5,25(0,02) aCD 5,79 (0,06) bA
10 5,23 (0,06) aD 5,84 (0,04) bA
11 513(0,04) aD 5,86 (0,01) bA
12 5,00 (0,04) aE 5,69 (0,01) bA
13 4,99 (0,03) aE 5,70 (0,00) bA

Médias seguidas de mesma letra minuscula (maidscula) na linha (coluna)
ndo diferem entre si (p<0,05) pelo teste de Tukey-Kramer

Na Tabela 13, ndo se observa diferenca estatistica entre os tratamentos com o controle
apenas no primeiro dia de avaliagdo. Entretanto, observa-se reducéo gradual do pH de acordo

com os dias.
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Neste ensaio, avaliou-se também a producdo de biomassa durante o crescimento dos
fungos na serragem, ou inoculo utilizado, conforme descrito na Tabela 14. Nos 52 e 62 dias
houve reducdo gradual da massa da serragem. Nesse caso, além de servir como suporte fisico,
a serragem também foi fonte de nutrientes para o fungo crescer no licor negro. Resultados
similares foram observados por Zou et al. (2015), que verificaram producéo de metanol por F.
velutipes ao suplementarem, com serragem, a lignina em solugdo aquosa. Os autores
verificaram que o fungo ndo se desenvolveu quando foi oferecido lignina como Unico
substrato. No ultimo dia verifica-se que o fungo reduziu a massa da serragem, comparado ao

controle.

Tabela 14 - Médias diérias (desvio padrdo entre parénteses) da serragem
de Eucalyptus spp., inoculada com Pycnoporus sanguineus
(Jau-30), ap6s a deposicdo do licor negro 15%), e a produgédo
de biomassa ou reducdo da massa (g), durante 13 dias de
incubacéo a 30°C

Tempo Tratamentos
Dias Fungo Controle
5 1,21 (0,09) aA 1,48 (0,00) bA
6 1,20 (0,12)  aA 1,47 (0,08)  bA
9 1,29 (0,04) aA 1,45 (0,05) aA
10 1,20 (0,10) aA 1,22 (0,08) aA
11 1,24 (0,02) aA 1,30 (0,06)  aA
12 1,18 (0,07) aA 1,41 (0,00) aA
13 1,08 (0,17) aB 1,31(0,13) bA

Meédias seguidas de mesma letra minGscula (maidscula) na linha (coluna)
ndo diferem entre si (p<0,05) pelo teste de Tukey-Kramer

O licor negro possui elevada quantidade de sais e outros elementos, que podem ser
utilizados pelos fungos, resultando em crescimento micelial. Aliado ao substrato
lignocelulosico, a presenca de alguns elementos, como o zinco, potassio, magnésio, manganés
e cobre contribuiu para o crescimento fungico e producdo de enzimas. Além destes, 0
manganés € um elemento essencial que atua como cofator da enzima manganés peroxidase e
lignina peroxidase, e o cobre faz parte da constituicdo da lacase (HARVEY; THURSTON,

2001), enzimas responsaveis pela degradacdo e consumo energético da serragem.
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Considerando que concentracdes elevadas de nitrogénio estimulam a degradacdo de
polissacarideos enquanto que baixos niveis estimulam a degradacao da lignina, por fungos de
podriddo branca (BLANCHETTE, 1984; KUES; LIU, 2000), a baixa quantidade de
nitrogénio no licor negro contribuiu para a producéo de enzimas ligninoliticas.

No presente estudo, observou-se que os isolados Jau-3, BT-10 e BT-40 consumiram
grande parte da lignina insoltvel em pH 3,0 (aproximadamente 1 g de lignina foi recuperado
do licor negro biodegradado de cada tratamento), enquanto que nos tratamentos que
receberam os isolados BT-21e BT-31, aproximadamente 3 g de lignina foram recuperados.

Além de contribuir para a producdo de enzimas ligninoliticas, o potassio também é
requerido para o balango idnico, e o enxofre é um elemento essencial para a producdo de
aminoacidos e vitaminas; molibdénio é utilizado para o metabolismo do nitrato e producédo de
vitamina B12 (WALKER; WHITE, 2011).

Outros casos de biodegradacdo do licor negro séo descritos na literatura, mas na
maioria dos estudos a concentracdo do licor negro utilizado sempre foi menor do que a
concentracdo empregada neste estudo. Fonseca et al. (2015) observaram reducédo de 20% da
quantidade de lignina presente em licor negro proveniente de pinus, ao cultivarem o
basidiomiceto Phlebia brevispora, isolado de floresta tropical. Os autores verificaram também
que o ajuste do pH entre 4,5 e 4,8 e temperatura de incubacgéo entre 70-75°C foram condicdes
6timas para isolar isoenzimas de lacase. Ortega-Clemente et al. (2009) cultivaram Trametes
versicolor, imobilizado em madeira de carvalho, no licor negro apds tratamento anaerdbio;
apos 90 dias, o tratamento combinado resultou na reducdo de 69% e 54% da cor e da
quantidade de derivados de lignina, respectivamente.

Alguns isolados sdo capazes de crescer no licor negro sem adicao de outros nutrientes,
tais como dextrose e/ou vitaminas e em concentracbes mais elevadas de licor. Lara et al.
(2003) cultivaram Trametes elegans em solucdo contendo 33% de licor negro em pH 6, 7, e
8,0 analisando posteriormente a absorbancia da lignina na faixa entre 200 a 600 nm. Os
autores verificaram que o tratamento fungico reduziu a absor¢do da lignina em 280 nm

principalmente em pH 6,0, resultado da producdo de enzimas ligninoliticas.
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5.3.2 Andlises de metabdlitos produzidos por fungos no licor negro

Os cromatogramas de ions totais obtidos do licor negro biodegradado por fungos,
analisados por GC/MS estdo dispostos nos Apéndices C e D. Encontram-se divisbes com
linhas negras que correspondem aos grupos formados no cluster hierdrquico, conforme
ilustrado na Figura 11. Em sua maioria, agucares e acidos organicos foram os principais
metabolitos detectados. Dentre os acidos organicos, esta o lactato, que € composto de fungéo
mista de &cido carboxilico e alcool; outros acidos dicarbolixilicos incluem o fumarato ou
malato, possivelmente produzidos durante a biodegradagéo da lignina.

O agUcar psicose, considerado raro, foi detectado em todas as amostras de licor ndo
biodegradadas. Contudo, maior quantidade desse acUcar foi detectada no licor biodegradado
pela espécie Trametes versicolor (BT-10 e BT-40). Este caso foi o Unico que mais chamou
atencdo, em que ocorreu aumento da concentragdo de um composto presente no licor
biodegradado em relacdo ao controle.

Para contribuir com o crescimento dos fungos, adicionaram-se 10 g L™ de dextrose. O
tratamento que recebeu o fungo BT-10 consumiu toda a glicose presente em solucdo. Outros
compostos, detectados no tratamento controle, e totalmente consumidos por alguns fungos
foram o citrato (BT-27, BT-31, BT-32), e o pantotenato (BT-10, BT-40, Jau-3, BT-25, BT-32,
ED-1).

O método de cluster hierarquico ilustra a formacdo de grupos de acordo com 0s
metabolitos presentes no licor negro. Com o propdsito de melhor compreender a formacéo
dos grupos, observam-se quatro linhas de corte no cluster, baseando-se na altura da raiz. Todo
agrupamento formado abaixo da linha de corte é respeitado. Tomando como exemplo a nota
de corte 3 (na posicdo 8), detectam-se cinco formacdes: grupo 1 (BT-31 e Cla), grupo 2
(BT-10 e BT-40), grupo 3 (C2, Jau-3*, Jau-3*, BT-21), grupo 4 (Clc, BT-25, BT-31, BT-27,
BT-28), grupo 5 (BT-32, ED-1). Na nota de corte 1 e 2 observa-se a formacéo de 11 e 7
grupos, respectivamente. Na nota de corte 2, chamamos a atencéo para a formacao do grupo
contendo Jau-3 e seu respectivo controle, BT-10 e BT-40 que pertencem a mesma espécie e
duas espécies de Pleurotus (BT-32 e ED-1).
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Figura 11 - Cluster hierarquico dos metabolitos detectados por GC/MS e produzidos por fungos basidiomicetos no licor negro

(concentracdo 10%) durante o periodo maximo de 17 dias. C1, C2, C3, C4 = amostras controle (licor negro, concentracao
10%, ndo biodegradado). Jau-3* e Jau® = licor negro (concentracdo 10%,) biodegradado por P. sanguineus (Jau-3) ap6s 14 e
17 dias, respectivamente
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A anédlise de metabdlitos € bastante complexa e muito varidvel de acordo com o
periodo de exposi¢do do fungo. Neste estudo, variou-se somente o dia de exposic¢ao do fungo
no licor, que é o caso do tratamento Jau-3° e Jau-3*, amostras obtidas no 142 e 172 dias de
biodegradacao do licor, respectivamente.

Na literatura, raros s@o os trabalhos que indicam analises de licor negro biodegradado
por GC/MS, e a maioria é com bactérias. Raj et al. (2007a; 2007b) verificaram a formac&o de
varios compostos arométicos de baixa massa molecular ao cultivarem espécies de Bacillus sp.
em licor negro. Chandra e Abhishek (2011) também verificaram a presenca de alguns
compostos clorofendlicos gerados apds a degradacdo do licor negro por isolados de
Citrobacter, que por sua vez reduziram 60% da quantidade de lignina presente no licor.

No presente estudo, ndo foram detectados compostos aromaéticos, possivelmente
resultado do método de extragdo dos metabolitos, que pode variar de acordo com a

metodologia.

5.3.3 Atividade enzimética

As atividades das enzimas ligninoliticas produzidas por P. sanguineus (Jau-3) durante
o crescimento no licor negro (concentracdo 10%) foram realizadas entre o0 72 e 132 dias ap6s a
inoculacdo. As leituras das atividades enzimaticas do mesmo fungo, produzidas no licor negro
na concentracao 15%, foram realizadas entre o0 52 e 132 dias.

A atividade enzimaética é determinada através do monitoramento da mudanca de cor
causada pela reacdo entre o iniciador da reacdo (siringaldazina ou vermelho de fenol) e o
extrato enzimatico bruto que contém a enzima especifica (lacase, peroxidase, manganés
peroxidase), apos 10 minutos.

A Figura 12 ilustra a atividade enzimética de P. sanguineus durante o crescimento no
licor negro na concentragdo 10%. No primeiro dia de leitura, detectou-se somente a atividade
da lacase e peroxidase. No 102 dia, o basidiomiceto produziu concomitantemente lacase,
peroxidase e manganés peroxidase (MnP), com atividades similares. Entretanto, neste dia,
detectou-se a maior atividade da MnP (20 Ul L™). As enzimas lacase e peroxidase foram
detectadas com maior atividade no 132 dia de incubagéo.

No ensaio de biodegradacdo do licor na concentracdo 15%, a atividade da lacase e
peroxidase foi menor (Figura 13) quando comparado a atividade enzimatica no licor negro na
concentracdo 10%. Na concentracdo 15%, detectou-se maior atividade da lacase no 92 dia
(5,4 Ul L™, e a atividade da MnP oscilou bastante.
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Leituras das atividades das enzimas ligninoliticas produzidas no licor negro nas duas
concentragdes por P. sanguineus permitem aperfeicoar o processo de biodegradacdo de
lignina. Na literatura praticamente ndo existem trabalhos relatando o cultivo de fungos
diretamente no licor negro, ao menos que se promova a dessalinizacdo (LARA et al., 2003;
DA RE; PAPINUTTI, 2011; CHANDRA et al., 2011).
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Figura 12 - Atividade enzimética de Pycnoporus sanguineus (Jau-3),
cultivado em licor negro na concentracédo de 10%, a 30°C
durante 13 dias.
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Figura 13 - Atividade enzimatica de Pycnoporus sanguineus (Jau-3),
cultivado em licor negro na concentragéo de 15%, a 30°C
durante 13 dias.
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O cultivo dos fungos utilizados no presente estudo foi possivel nas seguintes
condicBes: crescimento prévio do fungo em substrato lignocelulésico com alguma fonte de
nitrogénio em baixa concentracdo (neste estudo utilizou-se indculo preparado em serragem de
eucalipto enriquecido com farelos de soja); ajuste do pH do licor sempre abaixo de 5,0;
temperatura constante, incubacdo sob agitacdo. A inexisténcia de alguns desses parametros
sempre resultou em ndo crescimento fungico. Portanto, realizar ensaios de biodegradacdo do
licor negro ndo é algo trivial, exige conhecimento sobre as necessidades nutricionais e
fisioldgicas de microrganismos.

Saat et al. (2014) estudaram certas caracteristicas fisioldgicas de P. sanguineus quando
cultivado em meio especifico para a producéo de lacases e observaram que o pH e agitacao
sdo dois parametros chave para o obter elevada producdo da lacase. Ao incubar com agitacdo
a 170 r.p.m., os autores observaram maior producao de lacase, devido a maior transferéncia de
oxigénio ao fungo, mas agitacdo excessiva (250 r.p.m.) causa fratura do micélio devido a
intensa forca hidrodindmica com o frasco. No presente estudo, o crescimento fangico em licor
negro também so foi possivel utilizando serragem, pois este tipo de substrato serve como
suporte fisico e, possivelmente como fonte alternativa de nutrientes (ZOU et al., 2015).

Em relacdo ao pardmetro nutricional, a heterogeneidade quimica do licor negro
permite cultivar microrganismos sem a adicdo de elementos tais como fosfato de potassio,
sulfato de cobre, sulfato de manganés, comumente utilizados em meios de cultivo para fungos
(BARRAT et al., 1965). Entretanto, a dextrose contribuiu para o desenvolvimento do fungo
no licor, visto que a adicdo de 10 g L™ favoreceu a producdo de enzimas ligninoliticas no licor
negro na concentracdo 10%. Nesse sentido, a oxidagdo da glicose permite a producdo de
peroxido de hidrogénio, que é responsavel pela atividade da peroxidase (ELISASHVILI;
KACHLISHVILI, 2009).

Cultivado em meio liquido contendo batata-dextrose, o basidiomiceto Pleurotus
ostreatus produziu pellets que foram inoculados no licor negro proveniente de algoddo na
concentragdo 15%, adicionado de dextrose e tiamina e incubado em reator aerado durante 48
dias. No 102 dia, o fungo produziu somente lacase em elevada quantidade (460 Ul L™) dentre
as enzimas ligninoliticas avaliadas pelos autores, quando também verificaram inibi¢cdo da
lacase ao aumentar a concentragcdo do licor (ZHAO et al., 2008). Ortega-Clemente et al.
(2009) cultivaram Trametes versicolor em biorreator durante 90 dias e detectaram a presenca
de MnP e lacase durante todo o periodo do ensaio, sem adicionar outras fontes de carbono

sendo licor negro.
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O uso de fungos basidiomicetos em estudo que visam a degradacdo da lignina é de
grande interesse biotecnoldgico. O Brasil possui grande biodiversidade de fungos
potencialmente Uteis em processos biotecnoldgicos e estudos sobre a capacidade de producéo
de enzimas ligninoliticas desses isolados deve ser sempre encorajada. Como exemplo, Okino
et al. (2000) coletaram 116 espécies de basidiomicetos de floresta tropical e observaram que
aproximadamente 97% dos isolados produziam lacase e peroxidases. Nesse sentido, a busca
por novos isolados que possam ser empregados nas diversas propostas que a biotecnologia

oferece avancgos cientificos e econdmicos para o pais.

5.3.4 Ensaios de toxicidade

Independentemente do tipo da amostra, biodegradada ou ndo, todas se mostraram
altamente toxicas para 0s microrganismos aquaticos Hydra attenuata e Daphnia magna
(Tabela 15).

Tabela 15 - ConcentragOes (%) letais (CLsp) para Hydra attenuata e
Daphnia magna expostas por 96 h e 48h, respectivamente, ao
licor negro, biodegradado por Pycnoporus sanguineus
durante 15 dias, e determinadas pelo Programa PriProbit

Microrganismos

Tratamentos

Hydra Daphnia
Licor biodegradado com lignina® 6,65 12,21
Controle 6,35 11,89
Licor biodegradado sem lignina® 12,31 15,91
Controle” 9,58 12,72

a: licor negro (concentracdo 15%), biodegradado e ndo biodegradado (controle),
antes da recuperagéo da lignina insoltvel em pH 3,0

b: licor negro (concentracdo 15%), biodegradado e respectivo controle, apds a
recuperacdo da lignina insoltvel em pH 3,0

Para a H. attenuata, a exposic¢éo ao licor negro biodegradado com lignina apresentou
toxicidade igual ao controle. O tratamento com licor biodegradado sem lignina reduziu
aproximadamente 50% a toxicidade em relagdo ao tratamento de licor biodegradado com
lignina, e menor toxicidade com relacdo ao seu controle. Para a Daphnia as mesmas amostras

tiveram o mesmo efeito em relacdo a diminuigéo da toxicidade, respectivamente.
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No presente estudo, o licor negro foi exposto ao basidiomiceto P. sanguineus durante
15 dias. Estima-se que os produtos gerados da fragmentacédo da lignina e de outros compostos
presentes no licor (acidos organicos, compostos aromaticos de baixa massa molecular) podem
ter sido a causa da toxicidade aos organismos padronizados. Dependendo do tempo de
biodegradacdo e do organismo testado, compostos intermediérios de degradacdo de baixa
massa molar podem ser mais toxicos do que o componente original, que possui elevada massa
molecular (PESSALA et al., 2009). Apos o tratamento quimico e bioldgico do licor negro,
Paasivirta et al. (2005) estimaram que o estireno e furfural, gerados apos a degradacdo de
carboidratos e da lignina, respectivamente, foram a causa da toxicidade em bioensaios.

A presenga de compostos de elevada massa molecular também pode ser toxica a
organismos (HIGASHI, 1992). Verificamos no presente estudo que o licor negro
biodegradado com lignina foi mais toxico a H. attenuata em comparacdo ao licor sem a
lignina, enquanto que D. magna foi mais tolerante a0 mesmo tipo de amostra.

Entretanto, relatos também apontam que compostos de baixa massa molar oriundos da
degradacdo da lignina por fungos basidiomicetos tém propriedades benéficas na forma de
antioxidantes e protetores celulares (YOSHIOKA et al., 2012, MATSUHISA et al., 2015).
Fungos também podem ser utilizados como bioindicadores de compostos fendlicos toxicos
(GUIRAUD et al., 1994).

Casos de detoxificagcdo de residuos contendo esses tipos de compostos de baixa massa
molecular tém sido relatados com grande sucesso na literatura, utilizando fungos
basidiomicetos. Tratamentos de efluentes de industrias de oOleo de oliva com Pleurotus
ostreatus (MARTIRANI et al., 1995), reducdo da cor e toxicidade de vinhaga de cana-de-
acucar com P. sajor-caju (FERREIRA et al., 2011), reducédo da cor e toxicidade de efluentes
téxteis com linhagens de Pleurotus e com cianobactérias (DELLAMATRICE; MONTEIRO,

2006), sdo alguns exemplos promissores de biorremediacéo.

5.3.5 Demanda bioquimica de oxigénio

A concentragdo da demanda bioquimica de oxigénio (DBO) das amostras de licor
biodegradado com lignina foi aproximadamente 50% menor em comparagao ao Seu respectivo
controle (Tabela 16). Por outro lado, a DBO de amostras de licor biodegradado sem lignina é
aproximadamente 90% mais elevada em relacdo ao licor biodegradado com a presenca de

lignina insolavel em pH 3,0. Uma explicacdo para esses parametros serem tdo elevados deve-
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se a presenca de lignina sollvel e outros compostos organicos gerados apds sua fragmentacéo,
além de metabdlitos do fungo que foram consumidos pelas bactérias inoculadas.
Confrontando esses dados aos resultados observados nos ensaios de toxicidade,
verifica-se que o licor negro biodegradado seria um potencial poluente, se descartado
inapropriadamente em corpos d’agua. Desta forma, sdo necessdrios mais estudos em relacdo a
perda de toxicidade. A elevada concentracdo de DBO € causada pela presenga de compostos
de baixo peso molecular. Entretanto, muitos desses compostos, incluindo fendis substituidos,
aminas, acido benzoico podem induzir a sintese da lacase por algumas espécies de fungos,

que ndo a produzem na auséncia destes indutores (YAROPOLOQV et al., 1994).

Tabela 16 - Leitura da Demanda Bioguimica de Oxigénio (mg/L) de amostras de
licor negro biodegradado por Pycnoporus sanguineus, antes e apos a
recuperacdo da lignina em pH 3,0

Tempo de leituras (dias) -
1 2 3 4 5 Meda
Licor biodegradado com lignina® 932 1398 2447 3146 3728 3262

Tratamento

Controle com lignina® 1049 2447 3612 4893 5825 5708
Licor biodegradado sem lignina® 932 3262 5670 7611 9165 10951
Controle sem lignina” 699 3495 6291 8388 10019 11650

a. Licor biodegradado ou ndo (controle), antes da recuperacao da lignina
b. Licor biodegradado ou ndo (controle) ap6s a recuperacédo da lignina

A reducdo da DBO também depende do tipo de tratamento bioldgico, que pode ser
combinado com outros tipos de tratamentos fisicos ou quimicos. A reducdo da quantidade de
lignina solGvel presente no licor negro, causa da elevada concentracdo de DBO, pode ser
efetivamente reduzida com o cultivo direto de fungos no licor negro (FONSECA et al., 2015).
Ortega-Clemente et al. (2009) observaram reducdo de 32% da demanda quimica de oxigénio
(DQO) apods cultivar no licor negro o basidiomiceto Trametes versicolor, imobilizado em
madeira de carvalho, ap6s tratamento anaerdbio e posteriormente cultivando o fungo em
reator aerobico.

Conforme verificado por Hoa e Man (2006), bactérias redutoras de sulfato reduziram
em torno de 88% da DQO pelo tratamento do licor negro com bactérias redutoras de enxofre.
Reducdo da DBO do licor negro também foi observada apés o cultivo de bactérias no préprio
licor (CHANDRA; ABHISHEK, 2011).
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Nesse sentido, outros parametros devem ser conduzidos para se estimar condigdes que
permitam expor os fungos ao licor negro, tais como concentragdo, tempo, temperatura, pH e,

acima de tudo, a espécie de fungo.

5.4 Analises da lignina modificada por fungos

5.4.1 Cromatografia liquida de gel filtracéo

Baseado nos resultados obtidos descritos na Tabela 17, as menores massas
moleculares médias (MM) de ligninas, obtidas na primeira fracdo apo6s a cromatografia, foram
recuperadas dos tratamentos que receberam os fungos F. velutipes e T. versicolor (BT-28 e
BT-40).

As maiores MM de lignina foram observadas nas fracbes dos tratamentos com T.
villosa (BT-10) e Pleurotus sp. (BT-21). Apo6s a cromatografia, a segunda fracdo de lignina
biodegradada por T. villosa (BT-40) teve a menor MM em relacdo aos demais tratamentos. A
fracdo de lignina recuperada do licor negro, concentracdo 15%, biodegradado por P.
sanguineus teve maior MM em relacdo ao respectivo controle. Processos de despolimerizacéo
de lignina durante a fragmentacdo enzimatica podem gerar compostos de menor massa
molecular. Entretanto, eventos de repolimerizacdo causados por lacases podem gerar
compostos de elevada massa molecular em periodos muito curtos de tempo, sob condicBes
controladas, de 30 minutos (ROCHA et al., 2014) a 24 horas (MATTINEN et al., 2008).

Essa variacdo também pode ser verificada com as MM das amostras de lignina
biodegradada por P. sanguineus ap6s 3, 7, 9, 11 e 14 dias. Nesse caso, fica claro que a lignina
sofreu processos de fragmentacdo, mas sofre repolimerizacdo. Devido a elevada reatividade
da lignina, ndo é possivel prever o que ird acontecer durante sua fragmentacdo que, ora sao
produzidos compostos de baixa massa molar, ora sdo repolimerizados, resultando em elevada
massa molar (ZOU et al., 2015).

Enzimas ligninoliticas, como a lacase, iniciam processos de fragmentacéo da lignina
com a oxidacdo de grupos fendlicos em radicais estaveis, que subsequentemente sofrem
acoplamento de radical-radical através de ligacdes C-C e éter-carbono. Essas novas ligacGes
podem se conectar a fracbes menores e também & moléculas maiores, causando o aumento da
massa molecular. Todo esse processo pode ocorrer sem necessariamente destruir a

constitui¢do principal da composic¢ao aromética (GOUVEIA et al., 2012).
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Tabela 17 - Massa molar média de fracGes de ligninas recuperadas de licor negro
biodegradado por espécies de fungos basidiomicetos, obtidas apos
cromatografia de gel filtracdo utilizando coluna Superdex 30 pepgrade

12 Fracao 2% Fracdo 32 Fracdo
Isolados
mL Da mL Da mL Da
T. villosa (BT-10% 49,8 1111,5 53,7 994,3 55,04 955,2
Pleurotus sp. (BT-21% 50,1 1101,5 51,2 1066,6 - -
P. djamor (BT-25% 50,3 9154 58,2 735,9 - -
F. velutipes (BT-28%) 51,7 881,2 54,2 822,5 58,4 731,1
P. sapidus (BT-31% 49,7 931,7 52,1 872,5 - -
Pleurotus sp. (BT-32% 50,9 900,3 58,7 724,9 63,4 637,6
T. villosa (BT-40% 51,3 892,1 61,5 671,2 62,3 657,8
Pleurotus sp. (ED-1% 48,5 963,4 54,6 813,1 62,6 651,3
P. sanguineus (Jau-3°) 47,4 992,9 50,1 921,4 55,2 804,0
P. sanguineus (Jau-3°) 48,8 954,7 49,9 925,8 57,4 753,2
P. sanguineus (Jau-3%) 48,5 962,8 50,4 913,3 - -
P. sanguineus (Jau-3%) 49,1 946,8 50,1 922,2 - -
P. sanguineus (Jau-3") 47,5 989,4 50,5 910,2 - -
P. sanguineus (Jau-3°) 48,9 951,1 50,5 910,2 54,8 808,4
Ligninah 48,9 1097,1 49,9 925,8 57,4 753,2
Lignina 51,1 8967 547 8099 598 7041
Ligninaj 49,9 926,3 51,8 878,8 65,3 604,9

a = cultivado em licor negro de concentragéo 10% (v/v)

b = cultivado em licor negro de concentragdo 15%

c, d, e, f, g = cultivado em licor negro de concentracdo 10%. Ligninas analisadas apds 3, 7,9, 11 e
14 dias de biodegradacao

h = lignina recuperada de licor negro de concentracdo 10%, ndo biodegradado

i = lignina recuperada de licor negro de concentragdo 15%, ndo biodegradado

j = lignina obtida em pH 3,0, ndo biodegradada e ndo autoclavada

Os perfis cromatograficos das fraces de lignina recuperadas de licor negro 10%,
biodegradado por nove espécies de fungos estdo ilustrados nas Figuras 14 e 15, e o0s
cromatogramas obtidos das fracGes de ligninas biodegradadas por P. sanguineus (Jau-3) estdo
ilustrados na Figura 16.
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Em todas as Figuras, existe a ilustracdo de setas, indicando quais fragdes (12, 22 e 39)
foram analisadas por SAXS, e que possuem massa molecular média calculada e disposta na
Tabela 17.

Na Figura 15, verifica-se certa similaridade nos perfis cromatograficos das ligninas
biodegradadas por T. villosa (BT-10) e P. sanguineus (Jau-3), principalmente sobre a
presenca de dois grandes picos detectados ap6s 90 min de eluigdo. Este pico, entretanto, ndo é
observado nos tratamentos que incluem o isolado ED-1, BT-25 e BT-40 (Figura 14).

Na Figura 16, estdo ilustrados os cromatogramas das ligninas recuperadas de licor
negro (concentracdo 10%), biodegradadas por P. sanguineus (Jau-3). Observa-se
estreitamento do perfil cromatogréfico ilustrado nas Figuras 16 B-C-D, assim como os perfis
das ligninas autoclavadas e da lignina ndo autoclavada, recuperadas em pH 3,0. A Figura 16 F
ilustra as fracdes recolhidas e a analise em triplicata de ligninas biodegradadas por P.
sanguineus, apds 14 dias.

Os resultados indicam claramente que cada espécie degrada ou modifica a lignina
durante seu crescimento em licor negro. O perfil das amostras de lignina biodegradadas é
bastante diferente da lignina ndo biodegradada e ndo autoclavada, havendo, portanto, uma
reducdo de massa molar da lignina durante o processo de esterilizacdo do licor negro.

Atualmente, compostos de baixa massa molar derivados de lignina sdo de grande
interesse industrial pelas propriedades antioxidantes (GARCIA et al., 2010), os quais podem
ser obtidos, ap6s a cromatografia, a partir da 32 fragdo. Técnicas de cromatografia sdo bastante
eficientes e muito utilizadas para conhecer a distribuicdo da massa molecular de ligninas
(LEISOLA et al., 1983, NEGRAO et al., 2015).
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Figura 14 - Perfis obtidos apds cromatografia de gel filtracdo das fracdes de ligninas obtidas de licor negro (concentragdo 10%) biodegradado
pelas espécies de fungos Pleurotus sp. (BT-21), Pleurotus djamor (BT-25), Pleurotus sapidus (BT-31), Flammulina velutipes (BT-
28), Pleurotus sp. (BT-32), Trametes villosa (BT-40), apds 14 dias de incubagdo a 28°C. As indicacdes de 12 2% e 32 fracdes
correspondem as fracGes que também foram analisadas por SAXS
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Figura 15 — Perfis obtidos apos cromatografia de gel filtracdo das fragdes de ligninas obtidas de licor negro (concentracdo 10%) biodegradado pelas
espécies de fungos Pleurotus sp. (ED-1), Pycnoporus sanguineus (Jau-3), e Trametes villosa (BT-10), apds 14 dias de incubacgéo a 28°C, e
de lignina ndo biodegradada, sendo ndo autoclavada* e autoclavada. As indicacGes de 12 22 e 32 fraghes correspondem as fragdes que

também foram analisadas por SAXS
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Figura 16 - Perfis obtidos ap0s cromatografia de gel filtracdo das fracdes de ligninas obtidas de licor negro (concentracdo 10%) biodegradado por
Pycnoporus sanguineus (Jau-3), apos trés (A), sete (B), nove (C), onze (D) e catorze dias (F) de incubacéo a 30°C, e de ligninas ndo
biodegradadas, autoclavada e ndo autoclavada*. As indicacOes de 12, 22 e 32 fragOes correspondem as fracbes que também foram
analisadas por SAXS
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5.4.2 Espalhamento de raios-X a baixo édngulo

Para a modelagem das ligninas a partir das curvas de SAXS assumimos que 0 sistema
estudado possuia duas populacgdes, consistindo de moléculas isoladas de ligninas de baixa
massa molecular (12 nivel), ¢ um “cluster” molecular formado por agregados fractais (22
nivel), envoltos por um solvente de densidade eletrdnica homogénea.

A Figura 17 representa esquematicamente as duas populacdes de tamanhos diferentes,
presentes em solucdo. Também foi assumido que a forma das moléculas isoladas de lignina é
bem descrita por discos de diferentes larguras e uma distribuicdo radial caracterizada por uma
distribuicdo lognormal.

Na curva de espalhamento, moléculas grandes tém tendéncia de aumento na
intensidade de espalhamento na regido de baixo g (2° nivel) correspondendo a maior presenca
de agregados fractais, ou agregacdo de moléculas, enquanto que o perfil da curva de
espalhamento na regido de alto g corresponde a contribuicdo das ligninas de baixa massa

molecular (1° nivel).

12 nivel
Fra¢Bes menores (R,)

o
B

Intensidade (a.u.)

22 nivel
FragGes maiores (D) 001 4

Diferentes tamanhos de fragbes
Polidispersividade (o) a1

T
1

q(1/nm)
BT-40 " T Fragao

Figura 17 - Representacdo esquematica das duas populagdes de lignina e suas contribuicbes
para o espalhamento de raios-X.

Primeiramente foi realizado um estudo de estabilidade da solucdo de lignina apos
periodos de diluicho em solucdo de NaOH. As andlises indicaram que existe um
comportamento de estabilizagdo molecular entre o sétimo e oitavo dias apos a diluigdo. A
regido inicial das curvas de ligninas proximas ao eixo y, nas Figuras 18 A e B, sdo
proporcionais as massas moleculares dos agregados da lignina. A inclinagdo mostra o

aumento do complexo fractal dessas moléculas.
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Figura 18 - Ajuste dos dados de espalhamento de raios-X a baixo angulo pelo
programa SASfit, apresentando as curvas de ligninas obtidas em
pH 3,0 (A) e pH 5,0 (B), e diluidas ao longo de 10 dias e 8 dias,
respectivamente, em NaOH.

A estabilizacdo é caracterizada pelo aumento da massa molecular, quando algumas
estruturas sofrem condensacéo e repolimerizacdo (CRAWFORD, 1981). Os resultados geram
informacdes sobre o tamanho, forma e ordem fractal da lignina de acordo com o tempo e
diferentes padrdes s@o observados na ordem fractal das ligninas, devido aos eventos quimicos
que ocorrem durante o periodo amostrado. Devido a similaridade entre as curvas das amostras
do sétimo e oitavo dias (Figura 18 B) observa-se que ocorre a estabilizacdo dos agregados

fractais de lignina, conforme também verificado por Maziero et al. (2012).
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Baseando-se nos resultados observados na Tabela 18, a estabilizagdo molecular da
lignina é resultado do aumento da massa molecular, ap6s uma semana de diluicdo. Os valores
de R (raio dos cilindros), ¢ (dispersao em torno do Rg), € Dy (dimensdo fractal), foram
maiores nos ultimos dias de avaliacdo. A polidispersividade também aumentou de acordo com
o tempo de diluicio. O parAmetro y° é a discrepancia relativa entre o ajuste
tedrico/experimental, sendo que o ajuste entre duas curvas idénticas teria um y° igual a 1.

Importante ressaltar que, na lignina obtida em pH 3,0, a estabilizacdo molecular é mais

lenta, quando a estabilizacdo se inicia no oitavo dia.

Tabela 18 - Pardmetros usados no ajuste dos dados obtidos através de espalhamento de raios-
X a baixo angulo de lignina obtida em pH 3,0

LigninapH 3
Contribuics Paramet Dias de diluigéo
ontribuicdes arametros 5 4 5 5 3 9 10
10 nivel Ro 1,22 120 113 128 147 158 154
c 029 033 03 037 037 043 0,46
2° nivel Dm 205 200 200 200 209 29 290
r 288 361 390 418 245 269 4,93
LigninapH 5
S A Dias de diluigéo
ContribuicGes Parametros ] 5 5 7 3
1° nivel Ro 044 052 0,70 0,70 0,73
c 057 053 045 0,60 0,60
2° nivel Dm 266 2,79 280 280 280
¥ 352 295 276 287 280

Apos a verificacdo da influéncia do tempo sobre a estabilidade das amostras de lignina
obtidas em pH 3,0 e 5,0, determinou-se o periodo de sete dias de repouso de ligninas
biodegradadas por fungos. As ligninas analisadas por SAXS foram obtidas a partir dos
primeiros trés picos coletados ap6s a passagem pela coluna Superdex 30®, sendo as amostras
mantidas em repouso, no escuro, apos a cromatografia. Os picos analisados estdo indicados
com setas nos cromatogramas, conforme mencionado anteriormente.

A descricdo dos resultados obtidos das analises por SAXS das ligninas recuperadas

apos a biodegradacao do licor negro, por espécies de fungos, esta disposta na Tabela 19.
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Tabela 19 - Pardmetros obtidos ap6s analises de espalhamento de raios-X a baixo
angulo (SAXS) de fragbes de lignina recuperada de licor negro
biodegradado por fungos basidiomicetos, e obtidas ap06s
cromatografia de gel filtracdo

ContribuicGes

Isolados Fragoes® 1° nivel 2° nivel Ajuste geral®
Rok o L D X
T villosa 1 1,58 0,35 0,72 2,94 5,95
(i3T-10) 2 1,27 0,38 0,73 2,59 3,95
3 041 059 0,53 2,94 4,04
Pleurotus sp. 1 1,31 0,30 0,67 2,83 6,64
(BT-21) 2 1,06 0,28 0,37 2,95 2,46
P. djamor 1 1,46 040 0,80 2,14 7,24
(BT-25) 2 1,48 0,36 0,59 2,21 8,83
. velutipes 1 1,66 034 0,79 1,89 9,08
.(BT-28) 2 1,39 041 0,66 2,39 8,54
3 1,20 040 0,85 1,46 5,29
P. sapidus 1 1,36 0,39 0,12 2,20 8,21
(BT-31) 2 1,40 0,37 045 2,25 7,24
Pleurotus sp. 1 1,59 0,34 0,89 2,10 7,97
(BT-32) 2 1,27 041 0,93 2,26 5,85
3 099 049 118 2,53 5,35
T villosa 1 1,38 0,37 0,68 1,92 6,34
(BT-40) 2 1,40 0,39 0,50 2,51 4,45
3 1,24 0,39 0,67 2,17 5,09
Pleurotus sp. 1 1,40 0,39 0,65 2,13 513
(ED-1) 2 145 0,36 0,85 2,19 5,27
3 1,33 0,37 0,80 1,86 5,28
P.sanguineus 119 037 0,59 2,32 3,13
(Jau-3)

Lignina 1 1,24 032 1,15 1,46 7,51
autoclavada 2 1,06 0,32 0,63 2,16 5,24
3 1,27 0,13 - 1,79 7,88
Lignina ndo 1 1,02 0,19 - 2,77 6,42
autoclavada 2 090 0,32 0,61 2,13 4,88

* fraces coletadas ap0s a purificacdo por GPC pelo sistema AKTA®; "ajuste geral das
curvas obtidas pela analise dos dados de SAXS pelo programa SASFit. R, = raio dos
cilindros; o = dispersdo em torno de Ry; L = largura dos discos, Dy, = dimenséo fractal
dos agregados; X° = ajuste geral

Os parametros relevantes determinados a partir do melhor ajuste foram o raio médio
(Ro), a polidispersividade em torno dos valores de Ry (o), e a largura dos discos (L), todos

relacionados ao 12 nivel.
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As Figuras 19 e 20 ilustram os ajustes dos dados obtidos feitos pelo software SASit.
Analisando os parametros obtidos observamos uma tendéncia na diminuicdo do R, das
ligninas de baixo peso molecular, nas ultimas fracdes coletadas apds a purificacdo, resultado
coerente com o procedimento realizado e comentado nos resultados de cromatografia.

Observa-se que as primeiras fragdes analisadas de lignina biodegradada pelos isolados
BT-28 e Jau-3 tiveram o0s maiores e menores valores de Ry respectivamente. A
polidispersividade (o) aparentemente tende a se manter constante nas diferentes fracbes de
cada amostra, sendo o0 menor valor observado no tratamento com BT-21.

Do 22 nivel, foi possivel obter a dimensdo fractal dos agregados de lignina (Dy). O
raio de giro dos agregados (relacionado ao tamanho) ndo pdde ser obtido, por limitacbes
experimentais. Para a determinagdo confiavel de tal pardmetro seria necessario acessarmos
intervalos menores de g. A qualidade dos ajustes ¢ evidenciada por baixos valores de .

O procedimento de esterilizacdo modificou o tamanho das amostras. Na lignina
autoclavada, a 22 fragdo possuiu moléculas maiores enquanto que a 3? fracdo havia pequenos
fractais. Na lignina ndo autoclavada, obtida em pH 3,0, as duas fragcbes sdo bem distintas,
onde a 1% fracdo € composta de agregados maiores enquanto que a 22 fragdo possui moléculas
menores.

Nas amostras que tiveram as trés fracGes coletadas somente a lignina do tratamento
com BT-10 teve a segunda fragdo com Dy, menores que a primeira fragdo. A 3? fracdo de
ligninas biodegradadas pelos isolados BT-21, BT-25, BT-31 e Jau-3 ndo foram analisadas por
SAXS, devido a baixa concentracdo presente nessas fracbes e, portanto, ndo detectada por
raios-X.

Os resultados obtidos pela técnica de SAXS contribuiram para o entendimento de
mudancas estruturais que ocorrem na lignina durante a exposi¢do de fungos no licor negro e
no tratamento térmico para a esterilizacdo. Na literatura, raros sdo os trabalhos que estudam a
estrutura da lignina por esta técnica.

Vainio et al. (2004) realizaram estudos sobre a estrutura da lignina, onde conseguiram
identificar com relativa acuracia a dimenséo fractal de ligninas sélidas, enquanto que o raio de
giro da lignina se mostrou em formato alongado, quando em solugédo de NaOH. Os autores
verificaram que o tamanho das particulas em solucdo tem aproximadamente o mesmo
tamanho dos poros nos agregados fractais quando a lignina esta solida. Em outro estudo,
Vainio et al. (2008) investigaram caracteristicas reologicas de lignosulfonatos em solucdo
alcalina, indicando que a lignina possuia forma compacta, cuja propriedade contribui a

viscosidade.
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Figura 19 - Curvas de espalhamento obtidas experimentalmente de fragcdes de ligninas biodegradadas pelos fungos Trametes villosa (BT-10),
Pleurotus sp. (BT-21), e Pycnoporus sanguineus (Jau-3), e de ligninas ndo biodegradadas, autoclavada e ndo autoclavada, apés a
cromatografia de gel filtracdo
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Figura 20 - Curvas de espalhamento obtidas experimentalmente de fragdes de ligninas biodegradadas pelos fungos Pleurotus djamor (BT-25), Flammulina
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gel filtragéo




94

5.4.3 Espectroscopia na regido do infravermelho

Na Figura 21, encontram-se 0s espectros de ligninas biodegradadas por oito espécies
de fungos. Na Figura 22, encontram-se 0s espectros de ligninas de duas concentracdes de licor
negro biodegradado por P. sanguineus, e obtidas em diferentes periodos. Na Tabela 20
encontram-se atribuicGes aos picos de absor¢do do infravermelho em ligninas.

Conforme ilustrado na Figura 21, as bandas de absorcdo dos espectros das fracGes de
lignina dos tratamentos com BT-25, BT-27, BT-28 parecem ser similares ao espectro da
lignina ndo autoclavada regido 3400 cm™, que correspondente & presenca de grupos
hidroxilicos. Na regido 1600 cm™, observa-se reducéo de picos de absorcdo nas amostras dos
tratamentos com ED-1, BT-28 e BT-40 que correspondem a vibracdes nos anéis aromaticos
C=0. A regido 1200 cm™ corresponde & presenca de guaiacila, detectada com menor absorcao
na lignina do tratamento com o isolado BT-31.

AN (AN VA

Transmitancia (%0)
1

S e I S B o oo o S e S e S e B I B R E s m e s e B S e e m e p
4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600

Comprimento de onda (cmhl)
BT-32——BT-31 BT-21 ED-1
—BT-27 BT-25 —Lignina*

BT-40 BT-28
Lignina autoclavada

Figura 21 - Comparacdo de espectros da regido do infravermelho (FTIR/ATR), de
ligninas recuperadas de licor negro na concentragdao 10%, biodegradado
por oito espécies de fungos, e de ligninas ndo biodegradadas, nao
autoclavada* e autoclavada.
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Figura 22 - Comparagéo de espectros da regido do infravermelho (FTIR/ATR), de ligninas
recuperadas de licor negro nas concentracbes 15% (A) e 10% (B),
biodegradado por Pycnoporus sanguineus (Jau-3) e de ligninas néo
biodegradadas, autoclavada e ndo autoclavada.
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Tabela 20 — Principais atribui¢des dos picos de absor¢édo do infravermelho em ligninas.

Intensidade (cm™) Assinatura das ligacdes

2800 - 3000 Alongamento de ligacbes C-H

1703 -1718 Alongamento de C=0 néo conjugados

1604 - 1596 Vibragdes de alongamento C-C no esqueleto aromético
1660 - 1640 Vibragdes de anéis aromaticos, alongamentos C=0
1595 e 1505 VibracGes de anéis aromaticos em lignina

1513 - 1507 Vibragdes de alongamento C-C no esqueleto aromético
1458 - 1456 C-H deformacdes nos grupos metil e metileno

1375 C-H deformaces em polissacarideos

1260 C-O vibragbes em guaiacila

1215 - 1208 Alongamento em C-C, C-O, e C=0

1127 - 1109 Deformacéo aromatica C-H no anel siringuila

1047 - 1031 Deformacdo em C-H aromaético

897 Deformagdes em ligacdes C-H

Tabela adaptada de GOUVEIA et al. (2012).

A comparacdo dos espectros das ligninas ndo autoclavada e autoclavada, na Figura 21
e 22, exibe mudancas estruturais causadas pela autoclavagem. Entretanto, ao comparar o
espectro da lignina autoclavada com a lignina nao autoclavada verifica-se que algumas bandas
“reaparecem” ou tém diferentes intensidades. Da mesma forma, os espectros das ligninas
biodegradadas também apresentam modifica¢des, principalmente nos comprimentos de onda
1000 cm™, 1200 cm™ e 1600 cm™. Essas regides indicam deformacdes na estrutura aromatica,
e alongamento de ligacdes C-C, C-O e grupos carbonila (C=0). A presenca deste Ultimo
grupo pode aumentar através de reacdes mediadas por lacases (LAI et al., 2013).

Os resultados obtidos indicam que o fungo P. sanguineus modificou a lignina
principalmente na regido que corresponde aos anéis arométicos. Contudo, verifica-se que
essas mudancgas ocorreram em maior extensdo na lignina proveniente do licor negro na
concentragdo 10%, biodegradado pelo fungo. Por outro lado, para o fungo modificar em
maior extensdo a lignina proveniente do licor na concentragdo 15%, seria necessario
prolongar o periodo de exposicao.

De acordo com os resultados aqui obtidos e também em estudos anteriores (NEGRAO
et al., 2015), o tempo de exposicdo € um pardmetro muito importante a ser considerado,

porque eventos de condensacdo e polimerizacdo podem acontecer em intervalos muito



97

pequenos. A mesma conclusdo também tem sido interpretada por outros autores (GOUVEIA
etal., 2012; ROCHA et al., 2014).

Em relacdo as analises de componentes principais (PCA), para 0 ensaio de
biodegradacdo do licor com fungos, estudou-se apenas o primeiro componente principal
(prinl), que acumulou, no minimo, 93% da variancia. Para o ensaio com licor 15%,
biodegradado por P. sanguineus, o primeiro (prinl) e segundo componente principal (prin2)
foram estudados pelo fato de haver mais um fator de estudo, que foi o tempo.

Analises de componentes principais (PCA), referentes aos espectros de FTIR das
absorbancias das ligninas degradadas por nove espécies de fungos foram realizadas dividindo-
se 0 espectro total (400-3997 cm™) em cinco grupos, possibilitando maior entendimento das
modificacdes que ocorreram na lignina e quais espécies acarretaram maiores modificagdes no
polimero. A divis&o dos grupos foi feita como segue: 1) 400 a 700 cm™; 2) 800-1000 cm™; 3)
1000 a 1500 cm™; 4) 1600 a 2000 cm™; 5) 3000 a 3500 cm™.

Os detalhes das proporcbes de varidncia referentes aos autovalores e valores dos
componentes principais prinl dos espectros de lignina biodegradada por fungos estdo no
Apéndice C; médias, desvio padrao e comparacao de médias estdo descritos no Apéndice D.

A Figura 23 ilustra a analise do primeiro componente principal dos espectros de
ligninas biodegradadas por fungos do comprimento de onda 400 a 3997 cm™. Verifica-se que
a maioria dos tratamentos permanecem agrupados, com excecdo dos tratamentos com P.
sanguineus e pH 3,0. Contudo, baseando-se analise estatistica das médias, tem-se a formacéo
de seis subgrupos, sendo o mais numeroso aquele que inclui os espectros de ligninas
biodegradadas pelos isolados BT-21, BT-27, BT-28, BT-32 e tratamento controle.

Para melhor entendimento dos resultados, preparou-se a Figura 24 com as médias do
prinl e a diferenca significativa entre os tratamentos, dentro dos subgrupos formados em cada
banda (dados numéricos no Apéndice D). NUmeros negativos podem ocorrer porque Sao
combinac0es lineares das reflectancias.

No grupo 2 a regi&o mais importante é préxima a 900 cm™, cujo comprimento de onde
que informa sobre deformacgdes em ligacdes C-H. O grupo 3 (Figura 24 D) compreende a
banda entre 1000 e 1500 cm™, referindo-se & estrutura aromética da lignina, presenca de
carboidratos e grupos metil. Os tratamentos que receberam os fungos BT-31 (P. sapidus) e
Jau-3 (P. sanguineus) diferem entre si e dos demais tratamentos. Essa modificagdo pode ser

observada na Figura 21, pela deformag&o dos picos na regido 1100, 1400 e 1500 cm™.
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A Figura 24 E ilustra as diferencas estatisticas que ocorrem na banda entre 1600-2000
cm™. O tratamento que recebeu o fungo Jau-3 (P. sanguineus) novamente se diferencia
estatisticamente dos demais tratamentos. Essa regido corresponde a presenca de vibracfes do
esqueleto aromatico (1600 cm™), e grupos carbonila e ligacdes ésteres (WANG; CHEN et al.,
201).

A regido de banda entre 3000 a 3500 cm™ (Figura 24 F) indica a presenca de grupos
hidroxila (ZHAO et al., 2008). Nessa regido, encontram-se estaticamente diferentes os
espectros da lignina biodegradada pela espécie Jau-3 (P. sanguineus).

Os detalhes das proporcOes de varidncia referentes aos autovalores e valores dos
componentes principais prinl e prin2 dos espectros de lignina recuperada de licor negro na
concentracdo 15%, biodegradado por P. sanguineus estdo no Apéndice E; as médias, desvio
padrdo e comparacdo de meédias estdo descritos no Apéndice F a K, cujos valores numéricos
foram utilizados para construir a Figura 25.

E aceito que, para reunir a variancia dos resultados em apenas um componente
principal, este deve incorporar no minimo 93% da variancia. De acordo com os resultados
apresentados no Apéndice E, as bandas que correspondem ao espectro total entre 400-3997
cm™ e 0 grupo 3 ndo incorporam a variancia minima de 93% e, portanto, apresentam-se 0s
resultados do prin2.

Na Figura 25, observam-se diferencas estatisticas entre os dias de avaliacdo dentro de
cada tratamento, mas ndo ocorre diferenca estatistica significativa entre os tratamentos com
fungo e sem fungo. Diferenca significativa s6 foi encontrada no 102 dia de avaliagdo, na
regido entre 1000 e 1500 cm™, que corresponde a vibracdes do esqueleto aromatico.
Possivelmente, neste dia, o fungo conseguiu acessar a lignina para assimilagdo, quando
também foi detectada maior atividade da enzima manganés peroxidase, embora menores
atividades da lacase e peroxidase também tenham sido detectadas. Essa observacdo conduz
que existe a relacdo entre a atividade de uma determinada enzima ligninolitica e a
modificacdo da molécula de lignina, situacdo que merece ser estudada com maior
profundidade e rigor.

As enzimas ligninoliticas produzidas por fungos basidiomicetos podem modificar a
lignina em diferentes formas. Ligninas polimerizadas por lacases podem apresentar maiores
quantidades de ligacGes carbonila (C=0) e maiores intensidades de absor¢cdo na regido de
vibracdo de anéis aromaticos (GOUVEIA et al., 2012; LAI et al., 2013). Entretanto, grupos

carbonila sdo tipicos de impurezas na lignina ou umidade (MATTINEN et al., 2008), e outros
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grupos funcionais também podem ser detectados como novos picos no espectro FTIR, como
as carboxilas (GENG; LI, 2002).

As andlises de PCA dos numeros de onda obtidas de ligninas recuperadas de licor
negro na concentracdo 15%, e inoculado com P. sanguineus mostraram que ndo houve
modificagéo relevante da lignina. Essa situacdo pode ser resultante da elevada concentragdo
de licor negro, curto periodo de exposicéo e baixa quantidade de dextrose (5 g L™). Quando o
mesmo fungo foi cultivado em licor na concentracdo 10% e com maior quantidade de agUcar
(10 g L™) observaram-se mudangas na estrutura quimica da lignina.

Além da modificacdo quimica da lignina propriamente dita, os metabdélitos produzidos
durante o crescimento do fungo podem se ligar aos compostos gerados ap6s a degradacdo da
lignina, cuja absorbancia pode ser igual da lignina. Nesse sentido, mais investigacfes devem
ser feitas para elucidar essas lacunas do conhecimento sobre biodegradacéo da lignina.

A partir do exposto, investigacdes podem ser sugeridas variando alguns parametros,

tais como concentracdo de indculo, do licor e de aglcar, como elementos fatoriais.
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6 CONCLUSOES

Neste estudo, fungos basidiomicetos foram expostos ao licor negro, em duas
concentracgdes, visando a fragmentacdo e/ou modificagdes da estrutura da lignina. Com base

nos resultados, conclui-se que:

e Modificacdes estruturais da lignina podem ocorrer durante a biodegradacéo do licor
negro mediada por fungos. Entretanto, essas modificacdes variam com as espécies de
fungos utilizadas, sendo que as mesmas ndo se desenvolveram em concentracOes de

licor negro acima de 15%.

e A reducdo da massa molecular da lignina, mediada por enzimas ligninoliticas, pode
ocorrer nos estagios iniciais de biodegradacdo do licor negro. Contudo, eventos de
condensacédo e repolimerizacdo atuam sobre a lignina e seus derivados, que podem

sofrer, eventualmente, o aumento da massa molecular da macromolécula.

e Reacdes que reduzem ou contribuem para o aumento da massa molecular da lignina

podem ocorrer em pequenos intervalos de tempo.
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Apéndice A - Quantificacdo de massa** de compostos gerados por fungos basidiomicetos apds periodos de cultivo no licor
negro e analisados por cromatografia em fase gasosa acoplado a detector de espectrometro de massa (GC/MS)

Composto IR* QM** BT-31 C1 BT-40 BT-10 C2 Jau-33 Jau-33 Jau-3# BT-21
Lactato 189530,0 117,0 15,80 15,60 15,90 16,50 17,50 17,50 17,60 15,70 16,71
Glicolato 207470,0 177,0 13,60 13,50 13,60 12,20 15,00 15,30 15,80 12,80 14,42
Glicerol 293000,0 117,0 12,60 13,20 11,90 13,50 13,50 13,10 13,10 12,80 13,47
Glicina 325680,0 174,0 8,10 9,40 8,80 9,30 9,70 9,00 9,80 9,80 10,19
Ortofosfato 333340,0 299,0 13,80 13,10 14,30 15,00 14,50 14,50 14,30 14,90 13,62
Benzoato 348140,0 105,0 12,40 12,10 12,90 13,60 13,40 13,20 13,20 12,70 13,76
C4H404¢ 372020,0 245,0 10,00 8,70 11,90 11,60 11,10 10,90 10,80 11,20 12,83
Malato 442310,0 233,0 11,00 10,60 11,90 12,40 12,50 12,70 12,80 12,10 12,20
Asparagina 550488,0 116,0 11,10 12,80 13,70 11,60 12,40 12,60 12,80 10,70 10,71
Psicose 573730,0 217,0 10,40 7,80 17,70 18,30 11,30 11,80 11,20 11,00 12,42
CeH12064 586290,0 217,0 11,00 13,60 14,20 14,40 13,60 13,70 13,80 13,70 13,02
CeH1206¢ 587810,0 205,0 12,00 10,60 12,60 13,70 13,40 13,60 13,80 13,00 13,46
Citrato 593510,0 273,0 10,10 13,50 8,90 9,50 9,90 9,70 9,60 10,70 11,12
Glicose 599440,0 103,0 16,70 18,60 17,90 NA 17,70 17,90 17,50 18,80 17,96
Pantotenato 624765,0 117,0 15,90 14,90 NA NA 9,70 NA NA 11,90 11,86
ﬁZLcilgroascérbicof 625415,0 157,0 15,80 14,50 6,80 NA 9,10 10,20 10,00 12,50 12,35
Ureidosuccinato 627290,0 257,0 12,60 10,60 6,60 NA 6,90 7,10 7,40 8,00 8,08
Gluconatoh 627390,0 333,0 18,30 16,30 7,60 7,60 10,10 11,20 11,10 13,60 13,51
Estearato! 771680,0 117,0 17,00 17,00 17,40 17,90 17,90 17,80 17,90 17,20 18,16
Acido octanéico 839970,0 117,0 9,80 10,80 10,40 10,80 11,40 11,00 10,80 12,50 11,40

*Indice de retencéo, C1 e C2: sdo amostras de licor nio biodegradado obtidas durante os ensaios. Jau-33 e Jau-34 sdo amostras obtidas apés 14 e
17 dias, respectivamente. A divisdo por linhas negras corresponde a grupos formados pelo cluster hierarquico, pela nota de corte 2 (Figura 5)



Apéndice B - Quantificacdo de massa** de compostos gerados por fungos basidiomicetos ap6s periodos de cultivo no licor
negro e analisados por cromatografia em fase gasosa acoplado a detector de espectrometro de massa (GC/MS)

Composto IR* QM** C3 C4 BT-25 | BT-31 | BT-27 | BT-28 | BT-32 ED-1
Lactato 189530,0 | 117,0 | 16,00 | 16,00 | 1580 | 1540 | 15,76 | 1571 | 14,60 15,30
Glicolato 207470,0 | 177,0 | 13,60 | 13,50 | 13,20 | 12,90 | 13,32 | 13,49 | 12,40 13,00
Glicerol 293000,0 | 117,0 | 12,90 | 12,80 | 13,20 | 11,70 | 12,72 | 13,09 | 11,50 12,80
Glicina 325680,0 | 174,0 | 9,40 9,30 10,40 8,50 8,60 8,43 10,40 9,30
Ortofosfato 333340,0 | 299,0 | 13,20 | 13,40 | 13,10 | 13,90 | 13,90 | 13,26 | 15,50 14,40
Benzoato 348140,0 | 105,0 | 12,10 | 11,90 | 12,20 | 12,30 | 12,47 | 12,40 | 11,70 12,40
C4H404¢ 372020,0 | 245,0 | 8,60 8,60 8,60 9,90 10,02 9,07 8,70 9,00
Malato 442310,0 | 233,0 | 11,10 | 11,00 | 10,80 | 11,00 | 11,28 | 11,17 | 13,00 11,50
Asparagina (3TMS) 550488,0 | 116,0 | 10,60 | 10,40 | 12,80 | 12,90 | 13,21 | 13,11 | 11,90 12,70
Psicose 573730,0 | 217,0 | 7,60 6,40 8,20 8,50 8,67 8,08 7,20 8,70
CeH12064 586290,0 | 217,0 | 12,10 | 12,20 | 13,10 | 13,70 | 13,92 | 13,76 | 14,10 13,50
CeH1206¢ 587810,0 | 205,0 | 9,90 9,90 10,30 | 10,00 | 11,25 | 10,87 | 11,10 10,90
Citrato 593510,0 | 273,0 | 11,00 | 10,80 | 10,90 NA NA 11,15 NA 10,90
Glicose 599440,0 | 103,0 | 19,00 | 19,10 | 19,00 | 19,10 | 19,00 | 19,02 18,40 19,00
Pantotenato 624765,0 | 117,0 | 8,60 8,60 NA 8,70 9,04 9,28 NA NA
Acido dehidroascérbicof 625415,0 | 157,0 | 6,50 7,40 7,70 7,40 NA NA 8,30 8,20
Ureidosuccinato 627290,0 | 257,0 6,30 6,30 NA NA NA 571 NA 5,60
Gluconato®h 627390,0 | 333,0 | 7,20 7,90 8,80 6,70 7,61 7,60 9,20 8,50
Estearatoi 771680,0 | 117,0 | 16,90 | 16,70 | 17,00 | 16,80 | 16,98 | 16,96 | 16,10 17,00
Acido octanéico 839970,0 | 117,0 | 9,50 9,50 10,60 9,80 10,17 9,89 15,60 13,10
Sucrose 841440,0 | 217,0 | 8,70 7,30 9,20 8,40 10,37 NA 17,60 14,70

*Indice de retengao, C1 e C2: sdo amostras de licor nio biodegradado obtidas durante os ensaios. Jau-33 e Jau-34 s3o amostras obtidas apés 14 e
17 dias, respectivamente. A divisdo por linhas negras corresponde a grupos formados pelo cluster hierarquico, pela nota de corte 2 (Figura 5)
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Apéndice C — Proporcdo da variancia referente aos autovalores de ligninas
biodegradadas por espécies de fungos

Componente 5 Proporcéo
1 o Proporc¢éao

Bandas (cm™) principal acumulada
400-3997 Prinl 95,64 95,64
Prin2 4,36 100,00
Prinl 99,45 99,45

400-700 _
Prin2 0,55 100,00
Prinl 99,31 99,31

800-1000 _
Prin2 0,69 100,00
Prinl 98,25 98,25

1000-1500 _
Prin2 1,75 100,00
Prinl 93,24 93,24

1600-2000 _
Prin2 6,76 100,00
Prinl 99,77 99,77

3000-3500

Prin2 0,23 100,00
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Apéndice D - Valores médios do primeiro componente principal (prinl) de ligninas biodegradadas por fungos, segundo espécie de
fungo e nimeros de onda (cm™), de cinco subdivisdes derivada da banda total 400 a 3997 cm™

Prinl Prinl Prinl Prinl Prinl Prinl

Fungo 351 - 3997 400 - 700 800 - 1000 1000 - 1500 1600 - 2000 3000 - 3500
BT-25 | -0,67 (6,87) bc | 041 (0,31) bc| -0,11 (0,29) b| -0,35 (0,36) b | -0,57 (335) bc | 2,52 (1,62) bc
BT-27 | -7,04 (11,81) bed | -2,60 (2,82) bc| -2,05 (2,04) b| -3,64 (355) b | -1,55 (4,09 bc | -2,14 (590) bc
BT-28 | -10,56 (4,02) bcd | -2,17 (1,26) bc| -2,04 (0,96) b| -3,32 (1,51) -3,81 (1,29) bc | -3,17 2,35) bc
BT-31 | -34,45 (8,52) d -8,76 (2,19) ¢ | -6,85 (1,86) b|-11,69 (2,53) c¢ [-11,12 (2,79) c¢ | -14,65 (3,68) ¢
BT-32 | -11,99 (12,32) bcd | -4,21 (2,18) bc| -3,76 (1,34) b| -587 (2,83) b | -3,82 (1,29) bc | -4,34 (5,74) bc
BT-21 | -17,20 (9,87) bed | -4,73 (2,73) bc| -3,28 (3,05) b| -6,14 (2,26) b | -595 (4,50) bc | -6,02 (2,39) bhc
Controle| -17,49 (23,71) bcd | -5,32 (5,17) bc| -4,21 (3,24) b| -6,42 (6,05) b | -6,35 (7,47) ¢ | -564 (13,33) hc
ED-1 | -19,54 (11,51) cd | -4,63 (1,91) bc| -3,97 (1,60) b| -6,49 (3,14) b | -6,29 (390) c¢ | -7,84 (3,63) bhc
BT-40 | -21,77 (1,97) cd | -6,10 (0,37) bc| -5,05 (0,47) b| -8,29 (0,68) b | -6,56 (0,81) ¢ -9,59 (0,82) bc
Jau-3 | 109,38 (3,54) a 36,29 (0,35) a | 29,63 (0,48) a| 42,78 (1,14) a | 37,12 (1,59) a 42,4 (1,15) a
pH3 | 40,14 (83,17) ab | 4,20 (19,97) b | 3,72 (16,29) b| 12,90 (31,26) b | 11,57 (25,57) b | 11,11 (28,77) ab
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Apéndice E — Proporg0es da variancia referentes aos autovalores de
ligninas biodegradadas por P. sanguineus de acordo
com tratamento e tempo

L Componente ) Proporcéo
Bandas (cm™) o Proporcao
principal acumulada
400-3997 Prinl 89,56 89,56
Prin2 10,03 99,60
Prinl 99,43 99,43
400-700
Prin2 0,54 99,97
Prinl 97,60 97,60
800-1000 ]
Prin2 2,36 99,96
Prinl 90,59 90,59
1000-1500 )
Prin2 9.10 99,69
Prinl 95,73 95,73
1600-2000 )
Prin2 4,23 99,95
Prinl 94,56 94,56
3000-3500

Prin2 5,36 99,92




Apéndice F - Médias (desvio padrdo entre parénteses) do primeiro
componente principal (prinl) dos nimeros de ondas para
as bandas entre 400-3997 cm™, referente ao espectro de
FTIR da absorbancia das amostras de ligninas recuperadas
de licor negro concentracdo 15%, biodegradado por

Pycnoporus sanguineus

Tempo (dias) Controle Fungo
5 34,58 (-22,6) aA 33,65 (21,78) aA
6 3,28 (19,42) DbA 0,09 (11,68) aA
9 - -30,90 (17,00 c
10 -12,48 (8,18) bA -3,68 (4,47) DA
11 -4,68 (7,54) DbA -4,70 (4,63) DbA
12 - -3,61 (558) b
13 - -4,60 (5,29) b

Médias seguidas de mesma letra mindscula (maiuscula) na coluna (linha) ndo diferem

entre si (p<0,05) pelo de Teste Tukey-Kramer
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Apéndice G - Meédias (desvio padrdo entre parénteses) do primeiro

componente principal (prinl) dos nimeros de ondas para as
bandas entre 400-700 cm™, referente ao espectro de FTIR
da absorbéncia das amostras de ligninas recuperadas de

licor negro concentracdo 15%, biodegradado por
Pycnoporus sanguineus
Tempo (dias) Controle Fungo
5 23,16 (0,49) aA 22,88 (0,36) aA
6 3,35 (15,25) bA 0,67 (9,22) bA
9 - - -17,16 (0,54) c
10 -8,55 (0,10) cA -3,97 (0,87) bA
11 -3,47 (3,11) bcA -4,66 (1,38) bA
12 - - -3,45 (1,76) b
13 - - -3,98 (1,09) b

Médias seguidas de mesma letra minidscula (maidscula) na coluna (linha) ndo diferem
entre si (p<0,05) pelo de Teste Tukey-Kramer



Apéndice H - Médias (desvio padrdo entre parénteses) do primeiro

componente principal (prinl) dos numeros de ondas
para as bandas entre 800-1000 cm™, referente ao
espectro de FTIR da absorbancia das amostras de
ligninas recuperadas de licor negro concentracdo 15%,
biodegradado por Pycnoporus sanguineus

Tempo (dias) Controle Fungo
5 18,60 (0,40) aA 18,36 (0,39) aA
6 2,09 (12,14) b 0,20 (6,41) b
9 - - -15,03 (0,53) ¢
10 -7,35 (0,02) bA -2,68 (0,63) DbA
11 -3,04 (2,45) DbA -3,06 (0,96) DbA
12 - - -2,35 (1,46) b
13 - - -2,32 (0,51) b

Médias seguidas de mesma letra miniscula (maidscula) na coluna (linha) ndo diferem
entre si (p<0,05) pelo de Teste Tukey-Kramer
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Apéndice | - Medias (desvio padrdo entre parénteses) do primeiro
componente principal (prinl) dos numeros de ondas para
as bandas entre 1000-1500 cm™, referente ao espectro de
FTIR da absorbancia das amostras de ligninas recuperadas
de licor negro concentracdo 15%, biodegradado por

Pycnoporus sanguineus

Tempo (dias) Controle Fungo
5 27,20 (1,32) aA 26,09 (0,82) aA
6 0,26 (12,76) bA -1,00 (3,02) bA
9 - - -29,12 (1,43) ¢
10 -10,90 (0,20) bA -0,90 (1,39) bB
11 -2,20 (4,50) bA -2,17 (2,05) bA
12 - - -0,73 (3,24) b
13 - - -1,73 (2,52) b

Médias seguidas de mesma letra minidscula (maidscula) na coluna (linha) ndo diferem
entre si (p<0,05) pelo de Teste Tukey-Kramer



Apéndice J - Médias (desvio padrdo entre parénteses) do primeiro

componente principal (prinl) dos nimeros de ondas para
as bandas entre 1600-2000 cm™, referente ao espectro de
FTIR da absorbancia das amostras de ligninas
recuperadas de licor negro concentracdo 15%,
biodegradado por Pycnoporus sanguineus

Tempo (dias) Controle Fungo
5 26,16 (0,37) aA 25,69 (0,34) aA
6 5,75 (21,18) bA 1,66 (13,09) bA
9 - -15,39 (0,56) ¢
10 -10,22 (0,51) cA -5,08 (0,08) bcA
11 -7,97 (0,86) bcA -5,38 (0,41) bcA
12 - -5,23 (1,15) bc
13 - -5,42 (0,43) ¢

Médias seguidas de mesma letra mindscula (maitscula) na coluna (linha) ndo diferem
entre si (p<0,05) pelo de Teste Tukey-Kramer
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Apéndice K - Médias (desvio padrdo entre parénteses) do primeiro
componente principal (prinl) dos nimeros de ondas para
as bandas entre 3000-3500 cm™, referente ao espectro de

FTIR da absorbancia das amostras de ligninas
recuperadas de licor negro concentragdo 15%,
biodegradado por Pycnoporus sanguineus
Tempo Controle Fungo
5 23,83 (2,18) aA 22,75 (1,30) aA
6 -3,22 (0,49) bcA -2,50 (6,76) bA
9 - - -35,63 (2,18) ¢
10 -6,37 (1,28) cA 1,35 (0,45) bA
11 451 (6,36) bA -0,30 (2,07) bA
12 - - 1,87 (3,95 b
13 - - -0,05 (2,88) b

Médias seguidas de mesma letra minidscula (maidscula) na coluna (linha) ndo diferem

entre si (p<0,05) pelo de Teste Tukey-Kramer



