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RESUMO

A agroindustria é fornecedora de biomassa lignoceluldsica até agora ndo satisfatoriamente aproveitada,
sendo responsavel por grande parcela dos chamados rejeitos industriais. A elevada disponibilidade de
fibras lignocelul6sicas abre uma oportunidade para avancgos tecnolégicos que agreguem valor aos
produtos. Por exemplo, a producg&o de alcool a partir dos residuos lignocelulésicos tem sido considerada,
em escala mundial, como uma forma vidvel de producdo de um combustivel que substituiria os
combustiveis derivados de petroleo. Dentre as enzimas ligninoliticas (lacases, lignina peroxidase,
peroxidase dependente de manganés e peroxidase versatil), as lacases parecem ser as enzimas mais aptas
a serem utilizadas em larga escala na transformacéo das fibras lignoceluldsicas gracas a existéncia de
um numero consideravel de microrganismos produtores, a facilidade de producdo destas enzimas através
de cultivos submersos e em estado sdlido, a ampla especificidade de substrato das lacases e a sua
capacidade de utilizar o oxigénio atmosférico como doador de elétrons. As lacases sdo enzimas capazes
de oxidar diferentes aromaticos, fenolicos e ndo-fendlicos, e possuem diversas aplicacfes industriais e
biotecnoldgicas. Neste trabalho, as lacases de Ganoderma lucidum, Pleurotus ostreatus e Pleurotus
pulmonarius foram produzidas em cultivos em estado s6lido utilizando uma mistura de farelo de trigo e
bagaco de cana. Os extratos ricos em lacases foram utilizados no pré-tratamento do bagaco de cana na
presenca e auséncia dos mediadores acetil-acetona, &cido violurico e hidrobenzotriazol visando sua
deslignificagdo e posterior sacarificacdo para a producgdo de acucares fermentesciveis. A sacarificacéo
foi realizada com as enzimas celuloliticas e xilanoliticas comerciais Cellic Ctec2 e Htec2 da Novozymes.
As quantidades de agucares redutores totais liberados na sacarificagdo do bagacgo de cana pré-tratado
com as lacases dos trés fungos foram até 6 vezes superiores aos obtidos na sacarificacdo do bagaco de
cana ndo submetido ao pré-tratamento. Dos 3 mediadores utilizados, o sistema lacase-acido violurico
resultou na maior liberacdo de aglcares redutores na etapa de sacarificacdo. O sistema lacase de P.
ostreatus-acido violarico 0,25 mM possibilitou a obtencdo de 17245 pumoles/mL de agUcares redutores
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a partir do bagaco de cana. Este valor corresponde a um acréscimo de 10 vezes a quantidade de agucares
redutores obtidos a partir do bagaco de cana sem pré-tratamento. Em conclusdo, os dados obtidos
sugerem que apos o pré-tratamento com as lacases, as fracdes hemicelulose e celulose das fibras de
bagaco de cana ficaram mais expostas ao ataque das enzimas hidroliticas resultando em aumento na
liberacdo de aclcares fermentesciveis quando comparados com o bagaco de cana sem pré-tratamento.
Os melhores resultados foram obtidos com a lacase de P. ostreatus em associagdo com o mediador &cido
violdrico.

Palavras-chaves: Bagaco de cana, biomassa, fungos da podriddo branca, pré-tratamento, sacarificacao.

RESUMEN

La agroindustria es un importante proveedor de biomasa lignocelul6sica que hasta ahora no se utiliza
satisfactoriamente, siendo responsable de una gran parte de los denominados residuos industriales. La
alta disponibilidad de fibras lignoceluldsicas abre una gran oportunidad para los avances tecnoldgicos
que agregan valor a los productos agroindustriales. Por ejemplo, la produccién de alcohol a partir de
residuos lignocelulésicos se ha considerado, en todo el mundo, como una forma viable de producir un
combustible que reemplazaria a los combustibles derivados del petrdleo. Entre las enzimas ligninoliticas
(lacasas, lignina peroxidasa, peroxidasa dependiente de manganeso y peroxidasa versatil) , las lacasas
parecen ser las enzimas mas adecuadas para ser utilizadas a gran escala en la transformacion de fibras
lignoceluldsicas gracias a la existencia de un namero considerable de microorganismos productores, a
la facilidad de produccion de estas enzimas a través de cultivos sumergidos y en estado sélido, la amplia
especificidad del sustrato de lacasa y su capacidad para utilizar oxigeno atmosférico como donante de
electrones. Las lacasas son enzimas capaces de oxidar diferentes aromaticos fendlicos y no fenélicos y
tienen varias aplicaciones industriales y biotecnoldgicas. En este trabajo, las lacasas de Ganoderma
lucidum, Pleurotus ostreatus y Pleurotus pulmonarius fueron producidas en cultivos en estado solido
utilizando una mezcla de salvado de trigo y bagazo de cafia de azlcar. Los extractos ricos en lacasa se
utilizaron en el pretratamiento del bagazo de cafia de azlcar en presencia y ausencia de los mediadores
acetil-acetona, &cido violurico e hidrobenzotriazol para su deslignificacion y posterior sacarificacion
para la produccién de azucares fermentables. La sacarificacion se realizé con las enzimas comerciales
celuloliticas y xilanoliticas de Novozymes Cellic Ctec 2 y Htec 2. Las cantidades de azUcares reductores
totales liberados en la sacarificacion del bagazo de cafia de azlcar pretratado con las lacasas de l10os tres
hongos fueron hasta 6 veces superiores a las obtenidas en la sacarificacion del bagazo de cafia de azUcar
no sometido a pretratamiento. De los 3 mediadores utilizados, el sistema lacasa-acido violurico resultd
en la mayor liberacion de azlcares reductores en la etapa de sacarificacion. El sistema de lacasa de P.
ostreatus-acido violurico 0,25 mM permitié obtener 172 + 5 umoles/ mL de azlcares reductores a partir
del bagazo de cafia de azucar. Este valor corresponde a un aumento de 10 veces la cantidad de azlcares
reductores obtenidos del bagazo de cafia de azlcar sin pretratamiento. En conclusén, los datos obtenidos
sugieren que después del pretratamiento con lacasas, las fracciones de hemicelulosa y celulosa de las
fibras de bagazo de cafia de az(car estuvieron mas expuestas al ataque de enzimas hidroliticas resultando
en un aumento en la liberacién de azlcares fermentables en comparacion con el bagazo de cafa de
azlcar sin pretratamiento. Los mejores resultados se obtuvieron con la lacasa de P. ostreatus en
asociacion con el mediador &cido violurico.

Palabras Clave: Bagazo de cafia de azucar, biomasa, hongos de pudricién blanca, pretratamiento,
sacarificacion.

ABSTRACT

Agroindustry is a major supplier of biomass so far not satisfactorily used, being responsible for a large
portion of the so-called industrial waste. The high availability of lignocellulosic fibers opens up a great
opportunity for technological advances that add value to the products of the agribusiness. For example,
the production of alcohol from lignocellulosic residues has been considered, worldwide, as a viable way
of producing a fuel that would replace petroleum-derived fuels. Among the ligninolytic enzymes
(laccases, lignin peroxidase, manganese peroxidase and versatile peroxidase), laccases seem to be the
most suitable enzymes to be used on large scale in the transformation of lignocellulosic fibers thanks to
the existence of a considerable number of producing microorganisms, to the ease of production of these
enzymes through submerged cultures and in solid state, the broad substrate specificities of the laccases
and their ability to use atmospheric oxygen as an electron donor. Laccases are enzymes capable of
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oxidizing different phenolic and non-phenolic aromatics and have several industrial and
biotechnological applications. In this work, the laccases of Ganoderma lucidum, Pleurotus ostreatus
and Pleurotus pulmonarius were produced in solid state crops using a mixture of wheat bran and
sugarcane bagasse. Laccase-rich extracts were used in the pre-treatment of sugarcane bagasse in the
presence and absence of acetyl-acetone, violuric acid and hydrobenzotriazole mediators in order to
delignify it, thus opening the way for sacharification. Saccharification was performed with commercial
cellulolytic and xylanolitic commercial enzymes Cellic Ctec2 and Htec2 from Novozymes. The amounts
of total reducing sugars released in saccharification of sugarcane bagasse pretreated with the laccases of
the three fungi were up to 6 times higher than those obtained in saccharification of sugarcane bagasse
not subjected to pretreatment. Among the 3 mediators used, the laccase-violuric acid system resulted in
the highest release of reducing sugars in the saccharification stage. The laccase system of P. ostreatus-
0.25 mM violuric acid made it possible to obtain 172 + 5 umoles / mL of reducing sugars from sugarcane
bagasse. This value corresponds to an increase of 10 times the amount of reducing sugars obtained from
sugarcane bagasse without pre-treatment. In conclusion, the data obtained suggest that after pretreatment
with laccases, the hemicellulose and cellulose fractions of the sugarcane bagasse fibers were more
exposed to attack by hydrolytic enzymes resulting in an increase in the release of fermentable sugars
when compared to the sugarcane bagasse without pre-treatment. The best results were obtained with the
laccase of P. ostreatus in association with the mediator violuric acid.

Keywords: Sugarcane bagasse, biomass, white rot fungi, pre-treatment, saccharification.

INTRODUCAO
Lacases (EC.1.10.3.2) sdo cobre oxidases que catalisam a oxidacdo de fendlicos,

aminas aromaticas com concomitante reducéo do O a dgua. Estas enzimas sdo amplamente
distribuidas na natureza e sdo encontradas em fungos, bactérias, plantas e insetos. As lacases
tem vérias fungdes bioldgicas, incluindo degradacdo de polimeros complexos como a lignina e
acido humico, lignificacdo (principalmente as de plantas), detoxificacdo, patogenicidade,
morfogénese, esporulacdo, polimerizacdo de melanina, entre outras (COUTO & HERRERA,
2006).

As lacases mais estudadas sdo as dos fungos basidiomicetos envolvidos na podriddo
branca da madeira. Nestes fungos, as lacases, em associacdo com as peroxidases dependente
de manganés (Mn peroxidases) e as peroxidases capazes de oxidar o modelo de lignina veratril
alcool (lignina peroxidase), estdo envolvidas na degradacdo da lignina, um polimero fendlico
altamente recalcitrante (PERALTA et al., 2017). Lacases flngicas sdo glicoproteinas
extracelulares, com massas moleculares entre 60 e 80 kDae pl entre 3—6. Geralmente ocorrem
como isoenzimas, com estruturas monomeéricas, diméricas ou poliméricas todas mostrando
uma arquitetura tipo beta-barril (KUNAMNENI et al., 2008, PERALTA et al., 2017).

As lacases sdo enzimas com especificidade ampla em relagdo ao substrato, podendo
oxidar diversos compostos fendlicos e ndo fendlicos. Apesar dos substratos fendlicos serem
mais facilmente oxidados, a acdo oxidativa da enzima pode ser estendida a substratos ndo
fendlicos pela inclusdo de mediadores. Mediadores sdo compostos organicos de baixa massa
molecular que primeiro sdo oxidados pela lacase e depois oxidam os compostos ndo fendlicos
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que a lacase sozinha ndo é capaz de oxidar (PERALTA etal., 2017). Mediadores naturais, como
diferentes fendlicos encontrados em plantas e mediadores sintéticos como acetilacetona, acido
violdrico e hidroxibenzotriazol tem sido descritos como potencializadores da acéo oxidativa
da lacase sobre diversas moléculas (RENCORET et al., 2016).

Por conta da capacidade das lacases oxidar diversos compostos fendlicos e nédo
fenolicos, estas enzimas sdo de grande interesse na area da bioenergia. Elas podem ser utilizadas
para degradar o componente lignina, um polimero fendlico recalcitrante, das fibras
lignocelulésicas de diversos residuos agro-industriais como bagaco de cana, sabugo e casca de
milho e casca de arroz, por exemplo. Dessa forma, as fracdes polissacaridicas (celulose e
hemicelulose) ficam mais acessiveis a hidrdlise enziméatica por celulases e hemicelulases
(sacarificacdo) aumentando a formacdo de monossacarideos fermentesciveis (CASTOLDI et
al., 2014, 2017). Tais monossacarideos podem ser posteriormente fermentados por leveduras e
outros microrganismos gerando combustiveis renovaveis como etanol, butanol, entre outros
(ISIKGOR & BECER, 2015). A reducdo do teor em lignina necessaria para uma posterior
sacarificacdo eficiente recebe o nome de pré-tratamento (Fig. 1). O pré-tratamento pode ser
realizado por métodos fisicos, quimicos e biolégicos (HEAP et al, 2014,
RABEMANOLONTSOA & SAKA, 2016). Métodos biolégicos sdo amigaveis ao ambiente,
pois ndo geram polui¢do mas, até 0 momento, ainda ndo sdo competitivos quando comparados
aos métodos fisicos e quimicos (SINDHU et al., 2016). Os métodos bioldgicos, entretanto, tem
um grande diferencial sobre os métodos fisicos e quimicos: eles ndo geram produtos toxicos ou
inibidores & etapa posterior de fermentacio (ABO et al., 2019, JONSSON &, MARTIN, 2016,
KARIMI & TAHERZADEH, 2016, MAURYA et al., 2015).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do pré-tratamento com lacases
provenientes de trés basidiomicetos ligninoliticos Ganoderma lucidum, Pleurotus ostreatus e
Pleurotus pulmonarius na presenca ou ndo dos mediadores sintéticos acetil-acetona, acido
violurico e hidroxibenzotriazol na posterior sacarificagdo enzimatica utilizando celulases e

hemicelulases comerciais.
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Figura 1. O pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica é necessario para a desconstrucdo da fibra
lignocelulésica e facilitacdo da etapa posterior de sacarificacdo
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Fonte: CASTOLDI et al., 2017 com modificacdes

FUNDAMENTACAO TEORICA

A biomassa vegetal num contexto biotecnolégico pode ser definida como sendo toda
a matéria organica produzida pela fotossintese. A biomassa pode ser utilizada como fonte de
alimento, combustivel, fibras, materiais de construcdo, entre varias outras aplicacdes.
Quimicamente, a biomassa consiste de diferentes carboidratos especialmente celulose,
hemicelulose (termo que engloba diversos polissacarideos incluindo xilanas, mananas,
glicanas, etc), outros polissacarideos (principalmente amido e pectina), e a lignina, uma
complexa estrutura polifendlica recalcitrante. A agroindustria é grande fornecedora de
biomassa até agora ndo satisfatoriamente aproveitada, sendo responsavel por grande parcela
dos chamados rejeitos industriais. A elevada disponibilidade de fibras lignoceluldsicas abre
uma grande oportunidade para avancos tecnoldgicos que agreguem valor aos produtos da
agroindustria. Por exemplo, a producéo de alcool a partir dos residuos lignocelulésicos tem sido
considerada, em escala mundial, como uma forma viavel de producdo de um combustivel que
substituiria os combustiveis derivados de petrleo (ABO et al., 2019). A biomassa
lignoceluldsica é uma fonte potencial de carboidratos poliméricos para fermentacdo, mas a
conversdo destes polimeros em acucares simples fermentaveis ¢é altamente problematica devido
a recalcitrancia da lignina.

A lignina é o segundo polimero organico mais abundante na terra. Ela compreende 20-
35% do peso seco de parede celular de plantas, dependendo da fonte de biomassa. E uma
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macromolécula que contém grupos funcionais, tais como metoxilo, hidroxila fendlica, hidroxila
alcoolica e grupos carbonila que possuem um impacto profundo em sua reatividade. A lignina
é composta por unidades fenilpropanoides, conhecidas como monolignols ou precursores da
lignina, que estdo ligados entre si através de ligagdes carbono-carbono e carbono-oxigénio com
um grau variavel de metoxilacdo.A lignina é de dificil degradacdo porque é um polimero tri-
dimensional interconectado através de diversas ligacdes carbono-carbono e outras ligagdes que
ndo sdo hidrolisaveis em condicdes bioldgicas (Fig. 1). Além disto, a presenca da lignina
associada aos carboidratos nas fibras lignocelulésicas dificulta a degradacdo enzimatica ou
quimica da celulose (ABO et al., 2019; BEIG etal., 2021).

A remocédo da lignina tem sido considerada um pré-requisito para uma utilizacao
eficiente dos carboidratos dos materiais lignocelulésicos. S8 considerados como  pré-
tratamentos da biomassa lignoceluldsica os métodos fisicos e quimicos (JEDRZEJCZYK et
al., 2019) e bioldgicos (SING, 2021) que priorizam a remog&o da lignina (deslignificacéo) sem,
entretanto, causar quebras nos carboidratos estruturais. Pré-tratamentos fisico-quimicos tais
como tratamentos &cidos, tratamentos alcalinos e a explosdo a vapor sdo bastante conhecidos
por melhorar a conversao da biomassa celuldsica em agicares monoméricos. Entretanto, estes
tratamentos requerem grande quantidade de energia e frequentemente geram produtos toxicos,
0 que os tornam ambientalmente indesejaveis. A explosdo a vapor degrada parcialmente e
solubiliza lignina e hemicelulose, devido as condicBes elevadas de pressdo e temperatura
utilizadas no processo. O liquido efluente ou pré-hidrolisado, com hemiceluloses parcialmente
degradadas, é separado da biomassa pré-tratada, e, em seguida, a celulose é enzimaticamente
hidrolisada em glucose a ser fermentado por Saccharomyces cerevisiae em etanol. A fim de ter
um custo competitivo com etanol derivado de grédos, a presenca de acUcares glicose e ndo
glicose na matéria-prima deve ser considerada para se obter um processo de fermentacdo mais
eficiente, bem como o uso integrado da lignina para fornecer calor e eletricidade para 0 processo
ou para obter valiosos co-produtos. Em geral, a adigdo de um catalisador acido, tal como H2SO4
ou SO, € um pré-requisito para aumentar a recuperacdo de agucares hemicelulose na fase
liquida (pré-hidrolisado), e a hidrolise enzimatica das fracdes sélidas, onde a celulose € o
principal polissacarideo. No entanto, este processo também afeta a fragcdo ndo-acucar formando
compostos que contaminam o pré-hidrolisado e pode também ser incorporado na biomassa,
produzindo efeitos adversos sobre 0s processos a jusante. Os compostos inibidores derivados
do pré-tratamento de vapor de explosdo sdo classificados de acordo com sua composicdo
quimica estrutura e incluem 4&cidos fracos, derivados de furano, e fendlica compostos
inorganicos. Varios procedimentos para a remocdo destes compostos tém sido avaliados,
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incluindo as lacases, que tem sido aplicadas na remocdo dos compostos fendlicos quando se
utilizou a explosdo a vapor como pré-tratamento da madeira e do bagaco de cana (QIU &
CHEN, 2012).

Dentre as enzimas ligninoliticas (lacases, lignina peroxidase, peroxidase dependente
de manganés e peroxidase versatil), as lacases parecem ser as enzimas mais aptas a serem
utilizadas em larga escala para a deslignificacdo das biomassas lignocelulésicas. As principais
razdes para esta escolha sdo: 1). a existéncia de um numero consideravel de microrganismos
produtores; 2). a facilidade de producéo destas enzimas através de cultivos submersos e em
estado solido; 3). a ampla especificidade ao substrato das lacases e 4). as lacases utilizam o
oxigénio atmosferico como doador de elétrons.

A capacidade aumentada das lacases na degradacdo da lignina em associagdo com
moléculas mediadores € atualmente visto como grande potencializador da acéo das lacases. A
acdo direta de lacases na lignina é, em principio, limitada as unidades fendlicas que representam
apenas uma pequena porcentagem do total do polimero, o que limita a sua aplicacéo
biotecnoldgica. No entanto, a descoberta de que alguns compostos sintéticos, chamados
mediadores, podem atuar como transportadores de elétrons entre a enzima e o substrato final
(CHRISTOPHER et al., 2014). Estudos j& confirmaram o potencial dos sistemas lacase-
mediador e suas varias aplicacdes na sintese organica (KUNAMNENI et al., 2008), na
modificacdo de polimeros (PRASETYO et al., 2010), na industria florestal (WIDSTEN &
KANDELBAUER, 2008) e na producdo de bioetanol a partir de residuos pré-tratados
(RENCORET etal., 2016). Um mediador é um composto quimico continuamente oxidado pela

enzima de lacase e, subsequentemente, reduzida pela substrato.

Figura 2. Representacdo esquematica da oxidagdo do substrato via lacase-mediador

0O, Lacase (red) Mediador (0x) Substrato (red)

H,O Lacase (ox) Mediador (red) Substrato (ox)

Fonte: Peralta et al., 2017 com modificag6es
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Devido ao seu tamanho, o mediador ndo age como substrato pois ndo pode entrar no
sitio ativo da enzima. O mediador apenas atua como um transportador de elétrons entre a enzima
e 0 substrato ultrapassando assim as barreiras que existem entre eles. A reatividade da lacase
diminui com o0 aumento do tamanho do substrato e essa limitacdo de acessibilidade ao substrato
é superada atraves do uso de mediadores adequados de lacase. No passo inicial da reacdo, o
mediador é oxidado para intermediarios estaveis com elevado potencial redox. Depois, na
sequéncia da cinética da reacao de difusdo controlada, o mediador oxidado difunde para longe
da enzima, e devido ao seu pequeno tamanho é capaz de penetrar nos poros da planta paredes
das células para atingir o substrato alvo. Como resultado, o substrato (lignina, compostos
aromaticos, etc.) € oxidado pelos intermediarios que ndo podem ser oxidados diretamente pela
lacase, enquanto o mediador oxidado € reduzido a sua forma inicial.

METODOLOGIA

A pesquisa realizada foi de natureza quantitativa experimental. Substratos enzimaticos
e mediadores utilizados neste trabalho foram adquiridos da Sigma-Aldrich Brasil. Todos os
demais reagentes utilizados foram de grau analitico. Pleurotus ostreatus e Pleurotus
pulmonarius foram gentilmente cedido pelo Instituto de Botanica de Sdo Paulo. Ganoderma
lucidum foi isolado e identificado pelo Laboratorio de Bioquimica de Microrganismos e de
Alimentos-UEM. Todos os fungos foram mantidos em laboratério atraves de repiques
sucessivos em agar-batata-dextrose, O bagaco de cana utilizado neste trabalho foi obtido do
residuo final do processo de extracdo de sacarose e foi gentilmente cedido pela Usina Santa
Terezinha, Iguatemi, PR. As enzimas comerciais celuloliticas e xilanoliticas Cellic Ctec2 e
Htec2 foram gentilmente cedidas pela Novozymes.

Os fungos foram cultivados em estado sélido utilizando uma mistura de bagacgo de cana
e farelo de trigo como substratos a uma umidade inicial de 80%. Apds 5-6 dias, os cultivos
foram interrompidos adicionando-se 20 mL de &gua destilada a cada frasco. Os frascos foram
agitados a 100 rpm por 30 min. As misturas foram filtradas em gaze e posteriormente
submetidas a centrifugacao (8000 rpm por 10 minutos). Os sobrenadantes foram considerados
como sendo 0s extratos enzimaticos brutos. Os extratos enzimaticos brutos foram avaliados
quanto a atividade de celulase e xilanase, utilizando o método do &cido 3,5 dinitrosalicilico
(MILLER, 1959) e as enzimas ligninoliticas lacase, peroxidase dependente de manganés (Mn

peroxidase) e lignina peroxidase conforme previamente descrito (MOTA et al., 2015).
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Para o pré-tratamento com as lacases, utilizou-se bagacgo de cana seco a 40 °C até atingir
peso constante, triturado e peneirado (50 mesh). Experimentos para avaliar o efeito dos extratos
enzimaticos ricos em lacase sobre o baga¢o-de-cana foram conduzidos em frascos Erlenmeyer
de 250 mL, contendo 5 g do bagago-de-cana. Em um volume de 100 mL de tampé&o citrato 50
mM, pH 5,0, adicionou-se extrato para obtencao de atividade lacase de 2 U/g de bagaco de
cana. Quatro ciclos de pré-tratamento foram realizados. Apds cada ciclo de pré-tratamento (24
h de agitacéo, 120 rpm e 28 °C), as biomassas foram filtradas com auxilio de bomba a vacuo e
a parte insoluvel foi lavada em &gua destilada. Ao final do ultimo ciclo de pré-tratamento, as
biomassas foram secas em estufa a 40 °C até atingir peso constante. Como controles negativos
foram usados extratos brutos previamente fervidos a 100 °C durante 3 minutos. Cada pré
tratamento foi realizado em quadruplicata. Para os controles, o pré-tratamento foi conduzido
utilizando-se extratos enziméticos desnaturados por fervura.

Para os pré-tratamentos com os sistemas lacase-mediador, utilizou-se 0 mesmo
protocolo descrito acima, adicionando-se uma de trés opc¢des de mediadores acetil-acetona,
acido violurico e HBT (hidroxibenzotriazol) em concentra¢fes variando de 0,25 a 1 mM
(concentracéo final)

Para a sacarificacdo, 0, 5 g de bagaco de cana pré-tratado com lacases e bagago de cana
nao tratado foram colocados em frasco Erlenmeyer de 125 mL e um volume de 9 mL de tampéo citrato
de sddio 50 mM pH 5,0 e 1 mL de extrato das enzimas comerciais Novozymes Cellic Ctec 2 e Htec 2,
gentilmente doadas pela empresa Novozymes, na proporc¢éo de 9:1 (v/v). As misturas foram mantidas
sob agitacdo de 120 rpm a 42 °C durante 48 horas. Ao final, avaliou-se os acucares redutores presentes
nas amostras pelo método do &cido 3,5 dinitrosalicilico (MILLER, 1959) e glicose pelo método da
glicose oxidase-peroxidase utilizando kit comercial. Bagaco de cana pré-tratado com extrato enzimatico
desnaturado foi submetido a sacarificagdo utilizando a mesma metodologia.

As analises foram realizadas em quadruplicata para cada amostra. Os resultados foram expressos
como as médias + desvio padrao. A analise estatistica foi realizada por anélise da variancia (ANOVA)
seguida do teste de Tukey utilizando-se o software Graphpad Prism.VERSAO 8.0. O mesmo programa

foi utilizado para a construcdo das figuras.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Completa colonizagéo dos substratos foi obtida nas culturas de G. lucidum, P. ostreatus
e P. pulmonarius apds 5 a 6 dias. Todos os extratos enzimaticos foram avaliados quanto a
atividade das enzimas celulase (como carboximetilcelulase, CMCase), xilanase, lacase, lignina
peroxidase e peroxidase dependente de manganés (Mn peroxidase). Todos 0s extratos
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enzimaticos apresentaram baixas atividades de CMCase (menores de 0,10 U/mL) e xilanase
(menores de 0,40 U/mL). Em relacdo as enzimas ligninoliticas, nas condigdes de cultivo
utilizadas neste trabalho néo foram detectadas as enzimas lignina peroxidase e Mn peroxidase.
Atividades de lacase variaram entre 15 U/mL e 20 U/mL. Para os pré-tratamentos do bagacgo de
cana, utilizou-se quantidades equivalentes de lacase.

As quantidades de agUcares redutores totais liberados na sacarificacdo do bagaco de
cana pré-tratado com as lacases foram até 6 vezes superiores aos obtidos na sacarificacdo do
bagaco de cana ndo submetido ao pré-tratamento. Os pré-tratamentos do bagago de cana com
as lacases dos trés fungos mostrou significancia estatistica (p<0,05, ANOVA) em relagdo a
liberacdo de agUcares redutores na etapa de sacarificacdo quando comparados com o0s valores
obtidos a partir do bagaco de cana ndo pré-tratado (Fig. 3).

Figura 3. Avaliacdo da producdo de agUcares redutores totais na sacarificacdo do bagaco de cana com as
enzimas Ctec2+Htec2. O bagaco de cana foi pré-tratado com diferentes lacases conforme indicado

1204
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Fonte: Propria, 2021

Estudos prévios tém associado o uso de lacases no processo de deslignificagdo.
Exemplos sdo os experimentos onde a lacase de Pleurotus ostreatus foi utilizada com sucesso

no pré-tratamento de bagaco de macd, cascas de batata e casca de café (GIACOBBE et al.,
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2018) e a lacase de Trametes versicolor utilizada com sucesso no pré-tratamento de palha de
trigo (DENG et al., 2019).

Para avaliar se a adicdo de um mediador ao sistema de pre-tratamento seria mais
eficiente que os realizados somente com lacase, trés mediadores foram testados em
concentracdes variando as concentragdes de 0,25 mM a 1,0 mM. Na Fig. 4 apresentamos
apresentamos os melhores resultados obtidos. Dos 3 mediadores, o sistema lacase-acido
violurico resultou na maior liberacao de aclcares redutores na etapa de sacarificacdo. O sistema
lacase de P. ostreatus-acido violurico 0,25 mM possibilitou a obtencéo de 172+5 pmoles/mL
de acUcares redutores a partir do bagaco de cana. Este valor corresponde a um acréscimo de 10

vezes a quantidade de agUcares redutores obtidos a partir do bagago de cana sem pré-tratamento.

Figura 4. Avaliacdo da producdo de acUcares redutores totais na sacarificacdo do bagago de cana com as enzimas
Ctec2+Htec2. O bagaco de cana foi pré-tratado com diferentes sistemas lacase-mediador conforme indicado
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Fonte: Propria, 2021

Os resultados corroboram os pre-tratamentos com diferentes sistemas lacase-mediador
em diferentes residuos lignocelul6sicos (RENCORET et al., 2016; HEAP et al., 2014;
MAURYA et al., 2015; BEZERRA et al., 2016) e abrem oportunidades futuras de otimizac¢ao

do processo para ampliar a producdo de agucares fermentaveis a partir do bagaco de cana
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CONCLUSOES

Os dados obtidos sugerem que o pré-tratamento com as lacases dos fungos
ligninoliticos G. lucidum, P. ostreatus e P. pulmonarius com e sem a presenca de mediadores
acido violurico, acetil-acetona e HBT causou uma deslignificacdo da fibra lignocelulésica
tornando as fracdes hemicelulose e celulose das fibras de bagaco de cana mais expostas ao
ataque das enzimas hidroliticas CTec2+HTec2, resultando em aumento da produgédo de
acucares fermentesciveis. Os melhores resultados foram obtidos utilizando o sistema lacase
de P. ostreatus-acido violUrico. Os desafios estdo associados a obtencdo de grandes
quantidades de enzima e a obtencdo de uma formulacéo estavel da enzima para ampliacdo de

escala do pré-tratamento.
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