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RESUMO

A lignina é a fracdo de maior recalcitrancia dos materiais lignoceluldsicos, sendo capaz de
inativar ou se ligar inespecificamente as enzimas da hidrolise, reduzindo consideravelmente o
seu rendimento. As ligninases sdo enzimas capazes de degradar ou modificar a estrutura da
lignina, podendo apresentar potencial biotecnolégico quando suplementadas aos coquetéis
enzimaticos. No presente trabalho apresentamos os efeitos das ligninases de Trametes
versicolor e Pleurotus sp. sobre a hidrdlise enzimatica de palha de cana e cavaco de
eucalipto. Observou-se que a laccase de T. versicolor ndo apresentou efeito benéfico a
hidrélise enzimatica de ambos os materiais lignocelulésicos. Em contraste, as enzimas de
Pleurotus sp. aumentaram o rendimento da hidrélise de palha de cana e cavaco,
apresentando potencial para aplicagdo biotecnoldgica.
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INTRODUCAO

A hidrdlise enziméatica da biomassa lignocelulésica pré-tratada é limitada devido a
presenca de lignina que une as hemiceluloses e celuloses e age como uma barreira para as
enzimas lignoceluloliticas, reduzindo a acessibilidade destas para o interior da biomassa
(Moilanen, Kellock et al. 2011). Além disso, a lignina possui um efeito de adsorgédo
inespecifica das enzimas hidroliticas, reduzindo dessa forma a mobilidade, agdo e
reciclabilidade destas, o que resulta em menor rendimento da hidrélise (Palonen, Tjerneld et
al. 2004).

As ligninases sdo enzimas que podem alterar as propriedades da lignina e remové-la
parcialmente da biomassa, podendo facilitar o processo de hidrdlise da biomassa. Podem ser
classificadas como fenol-oxidases (laccase), lignina e manganés-peroxidases e peroxidases
versateis. Dentre essas, as laccases sdo enzimas multi-cobre capazes de oxidar uma ampla
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variedade de compostos fendlicos, utilizando o oxigénio como aceptor de elétrons (Dashtban,
Schraft et al. 2010).

O género Pleurotus compreendem os fungos da podriddo branca da madeira e sdo
conhecidos por causarem uma delignificacdo a partir da secrecdo de manganés-peroxidases e
laccases, juntamente com enzimas envolvidas na producdo de H.O> extracelular (Camarero,
Bockle et al. 1996).

O objetivo do trabalho consistiu em avaliar o efeito de ligninases de Trametes
versicolor ou Pleurotus sp. sobre a hidrolise enzimatica de palha de cana-de-aclcar e
eucalipto.

MATERIAL E METODOS

A palha de cana-de-acucar ou o cavaco de eucalipto foram inicialmente tratados a
184°C em reator hidrotérmico de 20 litros durante 30 minutos com razdo de agua/biomassa de
3,5/1. Apds este periodo, as amostras foram despressurizadas para 0 rompimento das
estruturas da parede celular vegetal. Os cavacos de eucalipto foram gentilmente cedidos pela
International Paper.

As biomassas pré-tratadas foram submetidas a hidrdlise enzimatica em escala de
20 mL com 10% de solidos totais, na temperatura de 50°C e pH 6timo de 5. Utilizou-se o
coquetel enzimatico da Novozymes Cellic CTec3 a 1,5% para palha e 3% para cavaco
(9/100g biomassa). Concomitantemente a adi¢do do coquetel enzimatico, utilizou-se variadas
concentracdes de laccase de Trametes versicolor (10, 20 e 40 U/g massa seca) ou ainda o
extrato enzimatico de Pleurotus sp. (0,259 proteina/g massa seca). Para eliminar o efeito de
adsorcdo de enzimas pela lignina de cada material, soro albumina bovina foi utilizada como
controle a uma concentracdo de proteina final que corresponde a concentracdo proteica
presente em cada grupo de laccase. Ap6s 72 horas, a biomassa residual foi centrifugada e os
acucares presentes no hidrolisado foram quantificados por analisador YSI.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Observou-se na Figura 1 (A) que para a hidrélise com palha pré-tratada, a
suplementacdo com laccase de T. versicolor ndo apresentou efeito quando comparado ao
controle e BSA, independente da concentragcdo testada (10 a 40 U/g massa seca). Em
contraste, a hidrdlise de cavaco pré-tratado suplementada com a laccase de T. versicolor
apresentou valores de 58 a 65% menores em relagéo ao controle (Figura 1B).

A acdo direta das laccases sobre a lignina é restrita a unidades fendlicas, as quais
representam somente um pequeno percentual do polimero total, fato que limita sua aplicacéo
biotecnoldgica (Rico, Rencoret et al. 2014). Além disso, o resultado da suplementagdo das
laccases a hidrélise enziméatica é dependente do tipo de substrato lignocelulésico. Oliva-
Taravilla e colaboradores (2016) verificaram que oligdmeros formados pela oxidacdo da
laccase em materiais lignocelulésicos podem inibir endoglucanases, celobiohidrolases e
xilanases. Constataram que essa inibicdo das celulases é influenciada pela composicdo e
proporg&o de lignina.
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Em contraste com 0s nossos resultados obtidos, algumas publicagdes mostraram que o
pré-tratamento com laccase aumentou o rendimento da hidrolise de hardwood (Rico, Rencoret
et al. 2014; Rico, Rencoret et al. 2014). Todavia, sdo escassos 0s trabalhos referentes a
suplementacéo de laccase a hidrélise de palha de cana.

A suplementagcdo com BSA (6 mg) aumentou o rendimento da hidrolise com cavaco
em 12% em comparacgdo com o controle, mostrando que ocorreu um maior efeito de adsorcao
nesse tipo de pré-tratado que na palha (Figura 1B).

Na Figura 2A, verificou-se que a hidrolise de palha pré-tratada suplementada com

extrato de Pleurotus sp. mostrou um discreto aumento de 2,5% comparado ao controle. Esse
efeito pode ser maior se utilizarmos uma concentracdo maior do extrato de Pleurotus sp., pois
a laccase de T. versicolor a 10 U possuia 10 vezes mais proteina que o ultimo e apresentou
resultado similar (Figura 1A).
Surpreendentemente, a suplementacdo do extrato de Pleurotus sp. na hidrélise de cavaco de
eucalipto dobrou o rendimento da hidrélise comparado ao controle (Figura 1B). Esses
resultados indicam que Pleurotus sp. possui outras enzimas lignoliticas além da laccase que
estdo agindo sobre a lignina e resultando em um maior rendimento da hidrélise de palha e
cavaco.

A B
60 40
- []Controle ] Laccase [ BSA 1 Controle [ Laccase oo
* 50 2
= 1y e TRS -
% 40 ) \ e =
£ 30 S 20
=
= ©
5 20 - o
© 2 10
= ©
O 104 o)
0 ] 0

Figura 1. Efeito da laccase de T. versicolor a 10, 20 e 40 U/g massa seca e de soro albumina bovina sobre o
rendimento da hidrolise enzimética de palha de cana (A) e cavaco de eucalipto (B). Laccase e BSA estdo
representados de forma crescente de concentracdo no sentido da coluna esquerda para a direita.
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Figura 2. Efeito do extrato de Pleurotus sp. (0,259 proteina/g massa seca) sobre a hidrdlise enzimatica de palha
de cana (A) e cavaco de eucalipto (B).

CONCLUSOES

A laccase de T. versicolor ndo apresentou efeito positivo sobre a hidrolise enzimatica
de palha de cana e reduziu drasticamente o rendimento da hidrélise de cavaco de eucalipto.

O extrato de Pleurotus sp. possui enzimas que auxiliaram na hidrélise da palha de
cana e principalmente na de cavaco de eucalipto. Essas enzimas possivelmente apresentam
potencial biotecnologico na suplementacdo de coquetéis enzimaticos para a hidrolise.
Todavia, estudos mais detalhados devem ser realizados acerca da acdo e caracterizagédo
dessas.
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