XI1 Seminario Brasileiro de Tecnologia Enzimatica
ENZITEC 2016

Pré-tratamento bioldgico de bagaco de cana-de-agucar por diferentes
espécies de basidiomicetos visando aumento da eficiéncia na hidrélise
enzimatica

Caroline Hartmann', Roselei C. Fontana, Simone Mendonca?; Félix Gongalves de
Siqueira’ e Marli Camassola®

'Universidade de Caxias do Sul — Instituto de Biotecnologia — Laboratério de Enzimas e Biomassa
Caixa Postal 1352 — 95070-560 Caxias do Sul — RS - E-mail: mcamasso@ucs.br
2Embrapa Agroenergia, Laboratério de Processos Bioquimicos, Asa Norte, Brasilia, DF.

RESUMO

Bagaco de cana-de-acucar (BCA) é um residuo produzido em grande quantidade no Brasil, do qual
pode ser obtido etanol. Nesse processo hd a necessidade de aumentar o rendimento na etapa de
hidrélise enzimatica (HE), dificultada pela barreira fisica causada pela associagdo dos componentes
da biomassa. Pré-tratamentos visam eliminar essa barreira estrutural; entre esses, destaca-se 0 pré-
tratamento biol6gico (PTB) no qual se utilizam microrganismos para desconstruir parcialmente as
estruturas lignoceluldsicas. Avaliou-se o efeito do PTB, por diferentes espécies de basidiomicetos,
sobre o processo de HE. PTB realizados com Pleurotus pulmonarius PS 2001, Trametes sp. 8216 e
Pleurotus albidus 88F-13 promoveram aumento na obtencdo de glicose a partir do BCA. Destacou-se
PTB realizado com Trametes sp. 8216, visto que em 24h de hidrélise de amostra com 21 dias de PTB,
obteve-se quantidade de glicose estatisticamente superior ao controle (respectivamente, 70,9+8,3 e
48,5+2,38mg/g). Demonstrou-se que essas espécies tém potencial de utilizacdo em PTB.

Palavras-chave: biomassa lignocelul6sica, bagaco de cana-de-acUcar, pré-tratamento bioldgico,
basidiomicetos, hidrélise enzimatica, etanol.

INTRODUCAO

O Brasil produz uma grande quantidade de bagaco de cana-de-acucar (BCA), residuo
da extracdo do caldo de cana-de-acUcar nas industrias sucroenergéticas. Este residuo
lignoceluldsico pode ser utilizado na producdo de etanol celuldsico ou de segunda geracao,
sendo esta uma alternativa sustentavel (Lynd et al., 2008; Bussamra et al., 2015).

Contudo, ainda ha desafios a serem superados em todas as etapas do processo para que a
producdo seja economicamente viavel. A etapa de pré-tratamento das biomassas
lignoceluldsicas tem como maior desafio a elaboracdo de mecanismos capazes de desconstruir
a barreira estrutural causada pela lignina e pela recalcitrancia da celulose. Assim, antes da HE
hd a necessidade de realizar-se o pré-tratamento da biomassa vegetal, a fim de expor o0s
polissacarideos estruturais presentes na matriz vegetal a acdo das enzimas hidroliticas (Larran
et al., 2015).

Uma vez que os métodos fisicos, quimicos e fisico-quimicos de pré-tratamentos
requerem maior demanda energética, altos custos de reagentes e tratamento dos efluentes
residuais - além de formarem compostos inibidores das etapas de hidrélise e fermentacdo -
tornam-se ambientalmente desvantajosos. Uma alternativa as esses processos € 0 pré-
tratamento bioldgico, sendo esse um processo sustentavel (Gupta & Verma, 2015). O PTB
consiste na deslignificacdo da biomassa lignocelulésica por enzimas produzidas por
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microrganismos, especialmente fungos filamentosos, desconstruindo parcialmente as
estruturas da lignina, celulose e hemicelulose da parede celular vegetal, facilitando assim a
acdo das enzimas utilizadas na etapa de HE, ndo havendo a necessidade do uso de quimicos
ou altos gastos energéticos (Singh et al., 2008). Os fungos da classe Basidiomycetes sdo
conhecidos como agentes lignoceluloliticos capazes de decompor uma série de compostos
organicos persistentes, tais como a lignina (Tuomela et al., 2000). Deste modo, conhecer a
fisiologia, genoma, proteoma, transcriptoma e metaboloma dos macrofungos descritos como
basidiomicetos gera-se um nicho de estudo muito vasto, visto que estes microrganismos sao
deslignificadores por sua propria natureza biolégica (Alvira et al., 2010). Dentro deste
contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do PTB de BCA, utilizando
basidiomicetos, sobre a etapa de HE.

MATERIAL E METODOS

Microrganismos: as linhagens de basidiomicetos utilizados foram Pleurotus
pulmonarius PS2001, Trametes sp. 8216, e Pleurotus albidus 88F-13, pertencentes a colecdo
de microrganismos do Laboratdrio de Enzimas e Biomassa da Universidade de Caxias do Sul.
As linhagens foram mantidas em meio de serragem, descrito por Rosa (2013).

PTB: o cultivo dos basidiomicetos, aqui denominado de pré-tratamento bioldgico
(PTB), foi realizado utilizando BCA previamente seco e moido, acrescido de farelo de trigo
2,5% (m/v), carbonato de calcio (CaCO3; 1% (m/v)) e umidade foi ajustada em torno de 70%,
conforme descrito por Tan & Wahab (1997), com modificacdes. A biomassa vegetal (meio de
cultivo) foi acondicionada em sacolas de polietileno com dimensfes de 13x18 cm com um
cilindro (1,5 cm de diametro e 4 cm de comprimento) vedado com gaze e algodao acoplado na
parte superior (aeracdo). Cada sacola de polietileno continha 20 g do meio de cultivo, que
foram esterilizados em autoclave por uma hora. Os tratamentos de BCA (cada sacola)
esterilizados receberam um disco de massa micelial (1,5 cm de diametro) como inoculo.
Cada basidiomiceto foi considerado como um pré-tratamento, realizados com 3 repeticGes
biologicas para cada tempo de amostragem, que foram: 7, 14, 21, 28, 35, 42 e 49 dias.

HE: a hidrolise enzimatica (HE) foi realizada por meio da utilizacdo do complexo
enzimatico de Penicillium echinulatum - composto majoritariamente por endoglicanases,
celobioidrolases e 3-glicosidases - produzido no Laboratério de Enzimas e Biomassa (IB-

UCS). A HE foi conduzida em frascos Duran® de 50 mL, contendo 5% (m/v) de biomassa
pré-tratada biologicamente pelos basiodiomicetos. A carga enzimatica foi de 20 FPU/g de
biomassa seca (FTB), suspensos em tampdo citrato 50 mmol/L com pH ajustado em 4,8, que
foi adicionado até atingir o volume final de 50 mL. Os frascos foram mantidos a 50°C, sob
agitacdo reciproca de 150 rpm, por 24 h. A HE do FTB ocorreu de acordo o tempo de
amostragem do cultivo dos basidiomicetos. Como controle, foi realizada HE de BCA in
natura, sob as mesmas condices. As amostras do hidrolisado para determinacdo de glicose
foram coletadas nos intervalos de tempo: 0, 6, 12 e 24h. O volume de 1 mL foi retirado em
cada tempo de amostragem, centrifugado e congelado para posteriores analises. As HE das
biomassas de bagaco PTB foram realizadas em triplicata

Metodologia analitica: a glicose presente no hidrolisado foi quantificada por kit de
glicose PAP Liquiform, Labtest®, utilizando 2 pL de amostra e 200 pL de reagente.

Anélise estatistica: os dados obtidos foram submetidos ao teste de analise de variancia
(ANOVA) e comparados com teste de médias de Tukey, com intervalo de confianga p<0,05,
usando o programa GraphPadPrism® (GraphPad Software, San Diego, USA).
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RESULTADOS E DISCUSSOES

Os PTB de BCA favoreceram a etapa posterior de HE. Na Figura 1 verifica-se 0s
resultados da HE, onde observou-se a despolimerizacdo da celulose presente nos BCA - ap6s
PTB por P. albidus, Trametes sp e P. pulmonarius - em glicose, em funcdo do tempo de HE.
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Figura 1 — Concentragdo de glicose liberada durante HE de amostras de BCA apds PTB por Pleurotus albidus 88-F13
[A]; Trametes sp. 8216 [B] e Pleurotus pulmonarius PS2001 [C].

Para os microrganismos Pleurotus albidus 88-F13 e Pleurotus pulmonarius PS2001,
respectivamente, nos primeiros 35 e 28 dias de PTB, observou-se diminui¢cdo da liberacédo de
glicose em relacdo ao controle. Somente em tempos superiores de PTB houve incremento na
digestibilidade da biomassa (Figura 1 A e C). Provavelmente, nos primeiros dias de PTB estes
microrganismos consumiram o0s polissacarideos acessiveis da biomassa. Ap0s 0 possivel
esgotamento destes acgucares, observou-se o0 pico de atividade de lacases e peroxidases totais
em 35 dias de processo (dados ndo mostrados), o que sugere degradacdo da lignina,
justificando o melhoramento no processo de hidrélise em tempos superiores. De acordo com
Leisola et al. (2012) a lignina € degradada somente apds o esgotamento de nutrientes, 0 que
desencadeia 0 metabolismo secundario do microrganismo. Ja em PTB realizado com
Trametes sp. 8216, observou-se aumento na liberacdo de glicose em relagdo ao controle, desde
os primeiros dias de PTB (Figura 1 B). Para esta espécie, atividades de lacases e peroxidases
totais foram mensuradas a partir de 7 dias de PTB (dados ndo mostrados).

Estas espécies apresentaram altas atividades de lacases e peroxidases totais (dados ndo
mostrados). Estes dados corroboram os obtidos por Salvachda et al. (2011), que realizaram
screening de fungos basidiomicetos a fim de selecionar espécies com potencial de aplicacédo
em pré-tratamento bioldgico de palha de trigo e observaram que as espécies que
apresentaram atividades de lacases mais elevadas, promoviam maiores rendimentos em
acucares fermentesciveis na etapa de hidrélise.

Na Figura 2 é mostrada analise estatistica da liberacdo de glicose em 24h de HE a
partir de amostras PTB por diferentes tempos. Nas HE realizadas com BCA pré-tratado por P.
albidus 88-F13, observou-se que nas amostras pré-tratadas por 42 e 49 dias, a liberacdo de
glicose foi estatisticamente igual ao controle (48,5+2,38 mg/g), respectivamente 45,4426 e
56,7+1,7 mg/g. Porém, observou-se tendéncia de aumento na obtencdo de glicose com o
aumento do tempo de PTB, o que pode indicar a necessidade de testes com amostras pré-
tratadas por maiores periodos de tempo (Figura 2A). A partir de BCA pré-tratado por P.
pulmonarius PS2001 foram obtidas quantidades de glicose estatisticamente superiores ao
controle em amostras com tempos de PTB de 35, 42 e 49 dias (respectivamente, 68,4+0,7,
76,3,£1,6 e 76,5+2,1 mg/g) (Figura 2C). A partir da biomassa pré-tratada por Trametes sp.
8216, observou-se que amostras com tempos de PTB de 21, 28 e 49 dias, liberaram
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quantidades de glicose estatisticamente superiores ao controle (respectivamente, 70,9+8,3,
77,8+5,8 e 77,6+4,2 mg/g) (Figura 2B).
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Figura 2.Concentracdo de glicose liberada apds 24h de HE de amostras de BCA ap6s diferentes tempos de PTB por
Pleurotus albidus 88-F13 [A]; Trametes sp. 8216 [B] e Pleurotus pulmonarius PS2001 [C].

Ressalta-se que diminuir o tempo de processo é um dos fatores que interfere
diretamente na produtividade e no custo final de um produto. Diminuir o tempo do PTB é o
principal desafio para esta area. Desta forma, entre 0S microrganismos que se mostraram
eficientes no PTB, destaca-se 0 da espécie Trametes sp. 8216, visto a partir do 21° dia de
cultivo promoveu maior liberacéo de glicose a partir do BCA em relagdo ao controle.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos demonstram que as espécies P. pulmonarius PS2001, Trametes
sp. 8216 e P. albidus 88F-13 tem potencial de utilizagdo como agentes bioldgicos em PTB de
biomassas vegetais como 0 BCA, visando a obtencdo de acucares fermentesciveis apds HE.
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