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RESUMO
As principais etapas para a producéo de etanol de segunda geracgéo sdo: pré-tratamento
da biomassa lignocelul6sica, hidrdlise enziméatica da biomassa pré-tratada, fermentacéao
dos acucares a etanol e destilagdo. O pré-tratamento tem como objetivo aumentar a
disponibilidade e a digestibilidade enzimatica da celulose, acarretando em uma maior
obtencdo de glicose. Sua efetividade pode ser analisada através da alteracdo da
composic¢do quimica da biomassa pré-tratada e do aumento da concentracdo de glicose
obtida durante a hidrolise enzimatica. Os pré-tratamentos acido (PTA) e hidrotérmico
(PTH), ja utilizados industrialmente, tém como finalidade hidrolisar e solubilizar a
fracdo hemicelul6sica, enquanto o pré-tratamento biolégico (PTB) tem como objetivo
remover a lignina da biomassa. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o PTA,
PTH e PTB da palha de cana-de-acUcar para posterior associacdo entre 0s mesmo. A
associacdo tem como finalidade promover a remocdo combinada da hemicelulose e
lignina, aumentando a disponibilidade da celulose na amostra pré-tratada. Nas
condigdes realizadas no presente trabalho, foi observado que entre o PTA e 0 PTH, o
PTH foi mais eficiente em aumentar a digestibilidade enzimatica da celulose. Ao
avaliarmos amostras de palha corta e moida, resultados comparativos foram obtidos,
tanto em relagdo a composicdo quimica das amostras pré-tratadas, quanto em relacdo a
digestibilidade enziméatica. Com isso, todos 0s experimentos posteriores foram
realizados com a palha cortada e o PTH foi selecionado para associacdo com o PTB. Em
seguida, sete linhagens flangicas foram avaliadas para a promocdo do PTB, através da
quantificacdo da perda massica proporcionada por cada fungo, uma vez que a perda
massica pode ser relacionada a remocao de componentes estruturais da parede celular.
Dentre os fungos avaliados, as linhagens Gloeophyllum trabeum, Phanerochaete
chrysosporium, e Pleurotus ostretus foram selecionados por terem proporcionado perda
massica de 26%; 24,8% e 13,3%, respectivamente. Durante o PTB, P. chrysosporium e
G. trabeum apresentaram maior seletividade para remoc¢do dos polissacarideos do que
para a lignina, enquanto que P. ostreatus apresentou elevada seletividade para remocao
da lignina, em relacdo a celulose. Além disso, a amostra tratada com P. ostreatus
resultou em maior rendimento de glicose na hidrolise enzimatica. Analises de
microscopia confocal de fluorescéncia corroboraram os resultados obtidos, pois foi
possivel observar o aumento dos poros e a maior disponibilidade de celulose nas
amostras tratadas com P. ostreatus. Sendo assim, P. ostreatus foi selecionado a ser
associado ao PTH (PTBH). Ao realizar a associagédo do PTB seguido do PTH (170 °C



por 40 min), foi observado que a remocao da hemicelulose foi potencializada apds a
remocdo da lignina proporcionada pelo PTB. Apds constatar o beneficio da associagao,
um conjunto de experimentos foi avaliado para determinar se, através da associacao
PTBH, seria possivel diminuir a severidade da etapa de PTH, através do uso de
condi¢des mais brandas de tempo e temperatura. Com isso, ao realizar o PTH a 160 °C
por 40 min, apds a realizacdo do PTB, foi possivel obter um rendimento em glicose
equivalente a 78%, sendo superior aos rendimentos obtidos com o PTH realizado
isoladamente por 40 min a 170°C e 160°C, que resultaram em rendimento de 68,3% e
65,7%, respectivamente. Assim, realizar a associacdo do PTB seguido do PTH se
mostrou uma alternativa para a reducdo da severidade do PTH e para aumentar o
rendimento de conversdo de celulose em glicose.

Palavras-chave: Biomassa lignocelulésica, Pré-tratamento bioldgico, Palha de cana-de-

acucar, Pleurous ostreatus, Phanerochaete chrysosporium, Gloeophyllum trabeum.



ABSTRACT
The main steps for the production of second generation ethanol are: pretreatment of
lignocellulosic biomass, enzymatic hydrolysis of pretreated biomass, fermentation of
sugars to ethanol and distillation. The pretreatment aims to increase the availability and
enzymatic digestibility of the cellulose, leading to higher glucose yields. Its
effectiveness can be analyzed by modifications on the chemical composition of the
pretreated biomass and the increase on glucose yields in the enzymatic hydrolysis. The
acid (APT) and hydrothermal (HPT) treatments, already industrially used, aim to
hydrolyze and solubilize the hemicellulosic fraction, while the biological pretreatment
(BPT) goal is to remove the lignin from the biomass. This study had as objective to
evaluate the APT, HPT and BPT of the sugarcane straw for their subsequent
association. The association aims to promote the combined removal of hemicellulose
and lignin, increasing the availability of cellulose in the pretreated sample. Under the
conditions performed in this study, between APT and HPT, the HPT was more efficient
in increasing the enzymatic digestibility of cellulose. When evaluating samples of straw
cut and milled, comparative results were obtained for the chemical composition and
enzymatic digestibility of the pretreated samples. Thus, all subsequent experiments were
performed with cut samples and HPT was selected for association with the BPT. Then,
seven fungal strains were evaluated for the promotion of BPT by quantifying the mass
loss provided by each fungus, as this parameter can be related to the removal of
structural components of the cell wall. Among the evaluated fungi, the strains
Gloeophyllum trabeum, Phanerochaete chrysosporium, and Pleurotus ostretus were
selected because they provided a mass loss of 26%; 24.8% and 13.3%, respectively.
During the BPT, P. chrysosporium and G. trabeum showed higher selectivity for the
removal of polysaccharides than for lignin, while P. ostreatus showed high selectivity
for lignin removal, in comparison to cellulose. In addition, the sample treated with P.
ostreatus resulted in a higher glucose yield in the enzymatic hydrolysis. Analysis of
confocal fluorescence microscopy corroborated the results obtained, as it was possible
to observe an increase of the pores and the greater availability of cellulose in samples
treated with P. ostreatus. Thus, P. ostreatus was selected to be associated with PTH
(BHPT). When performing the association of BPT followed by HPT (170 °C for 40
min), the removal of hemicellulose was potentiated after removal of the lignin provided
by BPT. After establishing the benefit of the association, a set of experiments was

conducted to evaluated if, through the association BHPT, it would be possible to



decrease the severity of the HPT, through the use of milder conditions of time and
temperature. Thus, when HPT was performed at 160 °C for 40 min after BPT, a glucose
yield equivalent to 78% was obtained, being higher than the yields obtained with HPT
carried out alone for 40 min at 170 °C and 160 °C, which resulted in yield of 68.3% and
65.7%, respectively. Thus, the association of BPT followed by HPT was shown to be an
alternative for the reduction of PTH severity and to increase the yield of cellulose to
glucose conversion.

Keywords: Lignocellulosic biomass, Biological pretreatment, Sugarcane straw,

Pleurous ostreatus, Phanerochaete chrysosporium, Gloeophyllum trabeum.
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1. INTRODUCAO

A producdo de etanol celulésico é uma das tecnologias mais pesquisadas
atualmente visando o aproveitamento da biomassa da cana-de-agcucar. A rota de
transformacédo da biomassa em etanol é constituida das seguintes etapas: pré-tratamento
da biomassa, producao de enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas, hidrélise enzimatica
da biomassa pré-tratada, fermentacdo dos acglcares a etanol e destilacdo do produto
final. Entre os obstaculos tecno-econémicos para a implantacdo da tecnologia esta a
etapa de pré-tratamento, que é responsavel por até 33% dos custos de processamento
(YANG; WYMAN, 2008).

O pré-tratamento € uma etapa crucial porque os materiais lignocelul6sicos
nativos sdo altamente resistentes a hidrolise enzimatica. Deste modo, para que ocorra
uma conversao eficiente da biomassa em acgucares, € importante que as propriedades
fisico-quimicas sejam modificadas atraves da etapa de pré-tratamento, ja que a hidrdlise
de substratos nativos leva a menos de 20% de conversdo da celulose em glicose
(HIMMEL et al., 2007a).

Nos ultimos 30 anos, diversos méetodos de pré-tratamento foram desenvolvidos,
incluindo processos fisicos, quimicos, fisico-quimicos e biolégicos (ALVIRA et al.,
2010). Durante a conversdo de biomassa lignoceluldsica, a etapa de pré-tratamento é o
passo considerado limitante, ja que direciona os rendimentos de conversdo e 0s custos
dos produtos finais. Quando se considera pré-tratamentos que visam a remocdo da
fracdo de lignina, métodos fisico-quimicos convencionais, como a explosdo com
amoOnia, requer grande quantidade de energia e gera efluentes tdxicos. Portanto, o pré-
tratamento biol6gico de biomassa é considerado uma alternativa interessante quando
objetiva-se a remocdo de lignina, com menor impacto ambiental e de baixo custo
(WAN; LI, 2012).

O efeito principal de pré-tratamentos bioldgicos é a degradacdo da lignina por
micro-organismos, através da acdo de enzimas extracelulares. As principais vantagens
deste processo sdo 0 baixo custo de capital, pouca demanda de energia, nenhum
requerimento de produtos quimicos, menor formacdo de inibidores de hidrolise e
fermentacdo e condicGes de operacdo ambientais amenas (ALVIRA et al., 2010). No

entanto, 0s processos bioldgicos exigem um tempo de residéncia longo, quando
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comparados com outras técnicas de pré-tratamento, alem de resultarem em biomassas

pré-tratadas que possuem baixas taxas de hidrolise enzimética.

O pre-tratamento hidrotérmico, um dos métodos de pré-tratamento mais
pesquisados, utiliza temperaturas entre 150-240 °C, sendo realizado em suspensao
aquosa em reator pressurizado, com tempos de retencdo de 10-50 minutos. J& o uso de
acidos inorganicos para o pre-tratamento da biomassa € conduzido com acido sulfarico
ou cloridrico, concentrado ou diluido, em temperaturas de 60-220 °C e pressdes de até
10 atm. Os dois pré-tratamentos tem como objetivo a remocdo ou redugdo da
hemicelulose (BENSAH; MENSAH, 2018; KUCHARSKA et al., 2018; ROMERO et
al., 2010) e ambos sdo atualmente os processos implementados em plantas piloto e

comerciais de producéo de etanol de segunda geracdo (LYND et al., 2017).

Nesse contexto, o presente trabalho visa avaliar dois métodos de pré-tratamento
convencionais, 0 acido e o hidrotérmico, e a associagdo destes com o tratamento
bioldgico mediado por fungos. Os pré-tratamentos acido e hidrotérmico sdo promissores
no contexto de uma biorrefinaria, pois levam a separacdo da fracdo hemiceluldsica em
uma corrente liquida, enquanto a lignina e a celulose conservam-se no residuo sélido, o
que permite uma abordagem diversificada. J& o pré-tratamento bioldgico pode levar ao
consumo parcial das fragdes, porém sua associagdo com pré-tratamentos acidos e
hidrotérmicos é uma abordagem promissora. Essa estratégia tem como finalidade
realizar uma etapa de pré-tratamento bioldgico mais curta, que consequentemente levara
a uma menor degradacdo bioldgica da lignina, porém suficiente para facilitar a remoc¢éo
da hemicelulose pelos tratamentos &cidos ou hidrotérmicos e possibilitar sua conducéao
em condicBes mais amenas. Dessa forma, a proposta do presente estudo foi a avaliacdo

comparativa entre os pré-tratamentos e suas associagdes.

A biomassa em que sera realizado os pré-tratamentos sera a palha de cana-de-
acucar, pois apds a lei que condena a préatica da queima das plantacfes de cana-de-
acucar como método facilitador da colheita, a disponibilidade dessa biomassa
aumentou. Deste modo, crescem estudos visando o aproveitamento desse residuo
agroindustrial. Atualmente, a palha esta sendo deixada nas plantagdes com o objetivo de
recompor os nutrientes do solo, além de ser utilizada para cogeracéo de energia. Estudos
relatam aspectos negativos em grandes quantidades de palha presentes no solo das
plantacbes (BORDONAL et al., 2018; CARVALHO et al., 2017). Com isso, a
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disponibilidade se torna ainda maior e um método visando seu aproveitamento se faz

necessario.

Este documento estid dividido em tdpicos para facilitar o entendimento do
assunto abordado. Ele se inicia com uma revisdo bibliogréfica, onde serdo abordados
temas necessarios ao entendimento dos resultados que serdo apresentados. Em seguida,
¢ apresentada toda a metodologia dos experimentos realizados no presente trabalho.
Depois, sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos. Sera discutida a escolha
entre o pré-tratamento acido e hidrotérmico; a sele¢cdo do fungo com potencial a ser
aplicado no tratamento bioldgico; os resultados obtidos apds a realizacdo do pré-
tratamento biologico; a associacdo do tratamento bioldégico com o tratamento
hidrotérmico e a possibilidade de realiza-lo em diferentes condi¢des apds a associacgao.
Por ultimo, serdo apresentadas as conclusbes obtidas a partir dos experimentos
realizados e as perspectivas para a continuacao do trabalho.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

As biomassas lignocelulosicas constituem a maior fonte de carboidratos naturais
do mundo, apresentam grande disponibilidade na natureza e s&o um recurso renovavel.
Por esses motivos, cresce 0 numero de estudos visando o aproveitamento total do seu
potencial energético (KUMAR; SINGH; SINGH, 2008). Existem diferentes tipos de
biomassa lignoceluldsica, entre elas: plantas, madeiras, residuos municipais solidos e
residuos agroindustriais. Neste Gltimo, podemos citar como exemplo a palha de trigo,
palha de arroz, sorgo, o bagaco e a palha de cana-de-aclcar. A parede celular dessas
biomassas vegetais é composta majoritariamente por celulose (38%-50%), hemicelulose
(17%-32%) e lignina (15%-30%) (Figura 1), variando suas quantidades de acordo com
o tipo de material estudado (MCMILLAN, 1994; RITTER, 2008).

Biomassa lighocelulosica

Célula vegetal

Hemicelulose

Figura 1: Estrutura da biomassa lignocelulésica, destacando a parede celular vegetal composta por
celulose, hemicelulose e lignina. Adaptado de RITTER, 2008.
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2.1.1. CELULOSE
2.1.1.1. ESTRUTURA E COMPOSICAO

A celulose € o componente mais abundante da biomassa vegetal, sendo o
principal polissacarideo estrutural das plantas. Trata-se de um homopolimero linear,
cuja as unidades repetitivas sdo moléculas de celobiose (dimeros de glicose), com
ligagBes glicosidicas B-(1,4), de formula geral (CsH100s), (Figura 2) (SANTOS et al.,
2012). Na celulose existem regiGes com maior organizacdo estrutural, denominadas
regides cristalinas, e com menor organizacdo, chamadas regides amorfas, sendo as
regides cristalinas menos susceptiveis a hidrolise mediada por acidos e enzimas
(IOELOVICH, 20186).

o Oh
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| . P

. on .
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Figura 2: Representacdo da molécula de celulose (SANTOS et al., 2012)

A celulose é a estrutura alvo de diversos estudos que visam o aproveitamento da
biomassa vegetal, pois a partir de sua hidrélise é obtida a glicose, molécula plataforma

para producdo de diversos produtos de interesse industrial.
2.1.1.2. HIDROLISE DA CELULOSE

A hidrolise da celulose para obtencdo de glicose pode ser realizada de duas
maneiras diferentes, através da hidrolise acida ou pela hidrélise enzimatica. A hidrolise
acida da celulose geralmente utiliza acido sulfurico ou cloridrico. O &cido empregado
no processo penetra pela estrutura da celulose rompendo as ligages de hidrogénio, o
que leva ao inchagco da celulose, quebra das ligacbes glicosidicas e liberacdo dos
mondmeros de glicose. A aplicacdo do acido na hidrolise da celulose apresenta algumas
desvantagens, como a toxicidade do &cido, poder de corrosdo, necessidade de
tratamento do efluente, impacto ambiental e a possibilidade de gerar produtos de
desidratacdo da xilose e glicose, que irdo afetar o rendimento global do processo e séo
inibidores do processo fermentativo. Por esses motivos, a hidrélise enzimatica vem se
destacando e sua aplicagdo se difundindo dentre os processos de conversdao do material
lignocelulosico (DE SOUZA et al., 2016).
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A hidrolise enzimatica da celulose depende principalmente do sinergismo de trés
enzimas, dentre elas as endoglucanases (EC 3.2.1.4), as exoglucanases ou
celobioidrolases (EC 3.2.1.91) e a p-glicosidase (EC 3.2.1.21). As endoglucanases
atuam randomicamente nas regides amorfas da celulose, hidrolisando ligacGes
glicosidicas B-(1,4). Sua acdo gera terminais redutores e oligossacarideos que servirdo
como substrato para as celobioidrolases. As celobioidrolases atuam nos terminais
redutores e ndo redutores das cadeias de celulose, liberando celobiose e mais regides
especificas para a atuacdo da endoglucanase, atraves da reducdo da cristalinidade da
celulose. Por ultimo, a B-glicosidase hidrolisa a celobiose e pequenos oligossacarideos,
liberando unidades monoméricas de glicose (Figura 3) (DE SOUZA et al., 2016;
OGEDA,; PETRI, 2010).

. Celulose
Endoglucanase
- - ¢

& )

Celobioidrolase
Celobiose Glicose Glicose

- — ® ©
e

p-glicosidase

Figura 3: Esquema classico demonstrando a hidrélise enzimatica da celulose. Adaptado de OGEDA,;
PETRI, 2010.

Atualmente ja se sabe que além do sinergismo dessas trés enzimas é necessaria a
atuacdo de outras enzimas (Figura 4), como as LPMO (“lytic polysaccharide mono-
oxygenases”). Ainda se sabe pouco sobre a forma de atuacdo dessas enzimas, mas
acredita-se que atuem na celulose cristalina, oxidando as ligaces glicosidicas e gerando
novos terminais para as celulases, aumentando a taxa e velocidade de hidrélise da
celulose (VERMAAS et al., 2015). Para atuar com elevada eficiéncia as LPMO
precisam de um doador de elétrons, podendo ser um agente redutor presente no
substrato ou uma enzima auxiliadora, a celobiose desidrogenase, responsavel por
reduzir e ativar as LPMO (DIMAROGONA; TOPAKAS; CHRISTAKOPOULOS,
2012).
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Figura 4: Esquema mais atualizado demonstrando a hidrolise enzimética da celulose, a agdo em conjunto
das enzimas celuloliticas e das oxidativas. Adaptado de DIMAROGONA; TOPAKAS;
CHRISTAKOPOULOS, 2012.

2.1.2. HEMICELULOSE
2.1.2.1. ESTRUTURA E COMPOSICAO

As hemiceluloses sdo genericamente classificadas como um grupo de polimeros
heterogénios formado pela combinagdo de varios tipos de monossacarideos. E 0
segundo polissacarideo mais abundante na parede celular. As hemiceluloses podem
conter pentoses (xilose e arabinose), hexoses (manose, glicose, galactose) e/ou acidos
urdnicos (acidos glucurénico e galacturénico) (Figura 5), que se ligam uns aos outros
essencialmente por ligagcdes glicosidicas B-(1—4), sendo também possivel encontrar

ligagdes glicosidicas B-(1—3) (SANTOS et al., 2012).

PENTOSES HEXOSES ACIDOS HEXURONICOS
H OH COOH
H QoH H Q0H H OoH
i H o H ol
HCY H HO M HOY H
H OH H OH H OH
f=D=xilose p-D-glucose acidoqi-D-glucurdnico
H oH COOH
OH O0oH H OH
H O0oH
HH H OHH OH OHH H
H H HO 4 H,CO OH
H OH 4 n H OH

a-D-arabinopiranose [i=-D=manose acidoq-D-4-O-metilglucurdnico

o OH OH COOH
OH, OH
OH H HO OH
H Dl—ll-‘ H HOI-Tl H e
H OH
O™ H  OH — H  OH
w-L-arabinosefuranose a-D-galactose Acido=-D-galacturdnico

Figura 5: Monémeros que podem compor a hemicelulose (MORAIS; NASCIMENTO; MELO, 2005).
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A hemicelulose presente na biomassa da cana-de-aclcar é denominada
glucoarabinoxilana, que contem uma cadeia principal de xilana (80%), que é composta
por monémeros de Xilose. Comparada a celulose, a hemicelulose apresenta maior
susceptibilidade a hidrolise mediada por acidos, devido a falta de regides com alto grau
de organizacdo. A dificuldade da utilizacdo industrial da xilose esta relacionada com a
formagdo de furfural e acido acético, durante o processo de hidrdlise acida utilizado
para a sua liberagdo, e o limitado numero de micro-organismos capazes de fermentar as
pentoses liberadas. A partir da hidrolise da hemicelulose e obtencdo dos seus
mondmeros, podem ser produzidos diversos produtos, entre eles: xilitol, butanodiol,

diversos biopolimeros e emulsificantes (CANILHA et al., 2013).
2.1.2.2. HIDROLISE DA HEMICELULOSE

A extracdo da hemicelulose presente nas biomassas lignoceluldsicas geralmente é
realiza pela hidrolise &cida. A hidrdlise acida apresenta elevados rendimentos de
solubilizacdo, mas sua utilizacdo pode gerar compostos inibitérios dos processos
fermentativos subsequentes. A hidrdlise &cida € capaz de clivar a ligacdo glicosidica,
fracionando os polissacarideos em oligossacarideos ou monossacarideos. As ligagoes -
1,4 contidas na xilana sdo susceptiveis ao ataque acido e ao hidrolisa-las sdo liberados
0os mondmeros de xilose (BRIENZO et al., 2016). A hemicelulose também pode ser
hidrolisada por processos hidrotérmicos, através do hidronio (HzO") da &gua na sua
forma gasosa ou liquida. O processo ocorre em condi¢fes acidas, pois o acido acético
liberado apds a clivagem do grupo acetila da cadeia de xilana torna o meio &cido. O
acido acético é liberado através da quebra da ligacdo éster, devido sua instabilidade em
elevadas temperaturas. Em comparacdo com a hidrdlise &cida, 0s processos
hidrotérmicos apresentam como vantagem a ndo utilizacdo de reagentes quimicos. A
fracdo liquida ap6s a hidrdlise acida da hemicelulose apresenta elevada quantidade de
monossacarideos solubilizados, ao contrario da hidrdlise hidrotérmica, que apresenta 0s
acUcares na forma de oligbmeros (BRIENZO et al., 2016; VAZQUEZ et al., 2000).

2.1.3. LIGNINA
2.1.3.1. ESTRUTURA E COMPOSICAO

A lignina é um material polifendlico e um dos principais componentes da parede
celular da planta. Sua biossintese ocorre por meio da desidrogenagdo enzimatica de trés

monodmeros de fenilpropanoides: alcool p-cumarilico, &lcool coniferilico e alcool
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sinapilico, formando ligacbes C-O e C-C, levando a uma estrutura heterogénea e
tridimensional. A partir desses mondmeros sdo formadas as trés unidades de construcéo
da lignina: p- hidroxifenil (H), guaiacil (G) e siringil (S), sendo suas quantidades
variadas dependendo do vegetal analisado (Figura 6) (WONG, 2009).

A Alcodis precursores
OH OH
HyCO OCH,
OH OH
p-cumarilico  Coniferilico Sinapilico
B
Unidades estruturais da lignina
wMARUAA AR
OCHy  HyCO OCHy
0 0 0
p-hidroxifenilo (H)  Guaiacil (G) Siringil (S)

Figura 6: Estruturas dos precursores da lignina. A) Alcodis precursores e B) Unidades estruturais da
lignina. Adaptado de WONG, 2009.

A lignina tem varios grupos funcionais, tais como: hidroxila fendlica, hidroxila
alifatica, alcool benzilico, éter benzilico ndo ciclico, grupamentos carbonila e
grupamentos metoxil. Esses grupos funcionais afetam diretamente a reatividade da
lignina em vérias rea¢des quimicas (KATAHIRA; ELDER; BECKHAM, 2018).

A lignina esta diretamente ligada aos carboidratos da biomassa. Estudos
observaram que esta molécula se liga a hemicelulose através de ligagdes éster entre o
acido carboxilico do acido ferulico e o alcool priméario na posi¢cdo C5 com a arabinose e
esse acido ferdlico se liga ao mondmero da lignina. Isso demonstra um ponto
interessante visando a reducdo da recalcitrancia da lignina, pois pode representar um
alvo de estudos para sua degradacdo (KATAHIRA; ELDER; BECKHAM, 2018).
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2.1.3.2. OXIDACAO DA LIGNINA

Na natureza, apenas alguns tipos de fungos degradam a lignina com alta
eficiéncia, através da sua mineralizacdo ou transformacdo em moléculas menores
sollveis em &gua. Para isso, é necessario que os fungos apresentem diversas enzimas
ligninoliticas, dentre estas as mais pesquisadas sdo: lacase, manganés peroxidase e
lignina peroxidase (MESTER; VARELA,; TIEN, 2004)

A lacase (EC 1.10.3.2) ¢é a principal enzima do sistema ligninolitico fdngico,
presente no metabolismo secundario dos fungos. Estas enzimas sdo capazes de oxidar
compostos fenolicos e arométicos através da reducdo do oxigénio molecular a agua
(POLLEGIONI; TONIN; ROSINI, 2015). Em sua estrutura estdo presentes 4 &tomos de
cobre, T1, T2 e T3 (par de &tomos), sendo o sitio catalitico formado pelos atomos T2 e
T3, os responsaveis pela acdo da enzima. Baseado nos cobres T1 e T3 pode-se separar
as lacases em dois grupos: com alto ou baixo potencial redox, estando diretamente
ligado a eficiéncia catalitica da enzima. Por apresentar menor potencial redox que as
enzimas peroxidases, sua acao € restrita a fracdo fenodlica da lignina (< de 20% dos
polimeros presentes na lignina). As lacases atacam as subunidades fendlicas da lignina,
levando & oxidacdo do carbono o e clivando a ligacdo entre os carbonos o e B. A
especificidade por compostos fenolicos, o acesso restrito a lignina presente na fibra
lignoceluldsica e o baixo potencial redox, podem limitar a acdo de algumas lacases em
oxidar a lignina. Entretanto, compostos ndo fendlicos com alto potencial redox que nédo
sdo diretamente oxidados por lacases podem ser oxidados através desta enzima com o
auxilio de um mediador (Figura 7). Os mediadores sd0 compostos de baixa massa
molecular com maior potencial redox do que a lacase, agindo como um transportador de
elétrons entre a enzima e o substrato (PERALTA et al., 2017).

0z Lacase (red) Mediador (Ox) Substrato (Red)

H:0 Lacase (Ox) Mediador (Red) Substrato (Ox)

Figura 7: Mecanismo de agdo da enzima ligninolitica lacase com o auxilio do mediador (PERALTA et al.,
2017)
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A Figura 8 mostra 0 mecanismo de acdo das enzimas lignina peroxidase (LiP)
(EC 1.11.1.14) e manganés peroxidase (MnP) (EC 1.11.1.13), respectivamente; seus
ciclos cataliticos sdo parecidos, apenas diferem quanto ao substrato que podem ser
oxidados. A LiP tem a capacidade de oxidar tanto compostos fendlicos como néo
fenolicos, enquanto que a MnP apenas oxida compostos fendlicos (FARIA, 2010). As
duas enzimas séo ativadas através da sua oxidacdo por H,O, levando a formacéo do
composto | (Cy), que é deficiente de 2 elétrons. A reducdo de C; até a enzima nativa
(Co) ocorre pela abstracdo de 1 elétron a cada etapa e € responsavel pela oxidacdo da
lignina. A LiP apresenta um residuo de triptofano na sua cadeia proteica atuando como
agente de transferéncia de elétrons com o substrato, que ndo pode ter um contato direto
com o grupo heme oxidado da enzima. Por outro lado, a MnP necessita de Mn*? para a
reducdo de C,; a Coy, podendo C; ser reduzido a C; pela oxidacdo direta de estruturas
fenélicas ou de Mn*2. O Mn*? é substrato preferencial para a transferéncia de elétrons,
visto que as MnP ndo possuem o residuo de triptofano presente na LiP, sendo esse a
principal diferenca entre essas enzimas. O Mn*® formado na oxidacéo da molécula da
Mn*2 pode atuar como mediador da MnP e normalmente é estabilizado por quelantes
produzidos pelo préprio fungo, como o &cido oxalico, podendo esse complexo ser
reduzido através da oxidagdo de uma estrutura fendlica (AGUIAR; FERRAZ, 2011).

Ma* 2 20
. Mn** Mn?** _—
/ \ "\ \\~ / /) / \\\
( Cp ) |\ G )
‘ / _ou_ \
S— // \ \ —
/ ¢\
FO* FOH

Figura 8: Mecanismo de acdo das enzimas ligninoliticas lignina peroxidase (A) e manganés peroxidase
(B) (AGUIAR; FERRAZ, 2011)
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2.2.  CANA-DE-ACUCAR

A producdo estimada de cana-de-agUcar para a safra de 2018/2019 é de 615
milhdes de toneladas. Toda essa producdo dara origem a aproximadamente 31 milhdes
de tonelada de aglcar e 32 bilhdes de litros de etanol (CONAB, 2018). Os residuos
dessa producdo sdo denominados bagaco, obtido ap6s a moagem do colmo para
obtencdo do caldo de cana e palha, constituida pelos ponteiros, folhas verdes e secas

apos a colheita da cana-de-agucar (Figura 9).

Folhas verdes e ponteiro

Folhas secas
Colmo &—

Figura 9: llustracdo da cana-de-agUcar evidenciando suas estruturas: colmo, folhas secas, folhas verdes e
ponteiros. Adaptado de Menandro, 2017.

Dentre os residuos da cana-de-agUcar, 0 bagago atualmente vem sendo utilizado
para a geragdo de bioeletricidade, aumentando a receita das usinas que a produzem e
tornando vidvel o seu funcionamento durante a entressafra. Além disso, o bagaco
também pode ser utilizado para a producdo do etanol de segunda geracdo, como
realizado pela empresa brasileira Raizen (CARPIO; SIMONE DE SOUZA, 2017).

Até 2002, antes de realizarem a colheita da cana-de-agucar toda a plantacéo era
queimada para facilitar seu corte. A queimada tinha como objetivo aumentar a
seguranca do trabalhador, o rendimento do corte manual, melhorar o cultivo e 0s novos
plantios de cana-de-aglcar. No entanto, os impactos gerados pelas queimadas eram
inimeros, dentre eles: contribuicdo para o aumento do aquecimento global, reducdo da

biodiversidade animal e vegetal e aumento da incidéncia de doencas respiratorias da
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populagéo ao entorno das plantacbes (RONQUIM, 2010). Por isso, a tradicional pratica
de queimar a area plantada para realizar a colheita manual esta sendo eliminada
gradativamente e a colheita mecanizada vem sendo implementada gradualmente ao
longo da ultima década (Lei do Estado de Sdo Paulo N8 11241 datada de 19/09/2002).
Com isso, a quantidade de palha disponivel para ser utilizada é cada vez maior, seja
para geracdo de bioeletricidade ou outra finalidade (FERREIRA-LEITAO et al., 2010b).

A palha de cana-de-agUcar costumava ser deixada, em sua totalidade, na area
plantada para a recomposi¢do dos nutrientes no solo. No entanto, estudos como 0s
realizados no ambito do projeto SUCRE (Sugarcane Renewable Electricity), realizado
no Laboratério Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol (CTBE) que integra
o0 Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM), visam identificar a
quantidade de palha necessaria a ser deixada no solo (CARVALHO et al., 2017).
Resultados preliminares mostram que dependendo do tipo de solo, ndo remover a palha
pode ser prejudicial & manutencdo da umidade, no reciclo de nutrientes, na propagacao
de pragas e no crescimento da cana-de-agtcar. Assim, vem sendo recomendado o estudo
das caracteristicas do solo e da palha a ser deixada no campo, para determinar a
quantidade de palha que pode ser removida. Deste modo, a disponibilidade de palha
para ser aproveitada para outros fins deve aumentar nos proximos anos (BORDONAL
etal., 2018; CARVALHO et al., 2017; MENANDRO et al., 2017).

2.3.  ETANOL LIGNOCELULOSICO OU DE SEGUNDA GERACAO

O aumento do preco do petroleo durante a crise mundial do petréleo na década
de 70 fez com que os paises buscassem alternativas ao uso dessa matéria-prima para a
producdo de combustiveis. Para diminuir a dependéncia do pais frente a importacdo do
petrleo, o Brasil aumentou a producdo do etanol de primeira geracdo, proveniente da
fermentacdo do caldo extraido da cana-de-aclUcar, como alternativa a gasolina. Apos
alguns anos, foi criado o Programa Nacional do Alcool (PROALCOOL), responsavel
por aumentar os investimentos no cultivo da cana-de-agucar e na construcdo de novas
usinas para a producdo do etanol de primeira geracdo (CRUZ et al., 2015; DE
CARVALHO; ANTUNES; FREIRE, 2016). Mais recentemente, em dezembro de 2017
0 Senado aprovou a lei do projeto RenovaBio, uma politica nacional de biocombustiveis

que tem como um de seus objetivos a expansdo da producdo e uso de biocombustiveis,


http://ctbe.cnpem.br/pt-br/
http://cnpem.br/
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como o bioetanol, impondo metas de utilizagdo a serem cumpridas (LEI N° 13.576,
2017).

Além de ser uma alternativa aos elevados precos do petroleo, o etanol também
apresenta a caracteristica de ser menos poluente que a gasolina, combustivel fossil
derivado do petroleo. Com isso, a utilizagdo do etanol também apresenta uma

importancia ambiental, sendo considerado uma fonte de energia renovavel.

Visando reduzir o conflito entre a industria alimenticia e a de combustiveis pela
utilizacdo da cana-de-acUcar, estudos comecaram a ser realizados para a producdo de
etanol a partir dos residuos da indudstria sucroalcooleira, denominado etanol de segunda
geracdo ou lignocelul6sico. Para se produzir o bioetanol, sdo necessarias quatro
principais etapas: 1) pré-tratamento da biomassa, para tornar a celulose mais disponivel
e acessivel; 2) hidrdlise enzimatica da biomassa pré-tratada, para converter a celulose
em glicose; 3) fermentacdo, utilizacdo de leveduras para metabolizar a glicose em
etanol; e 4) destilagéo, separacéo e purificacdo do etanol (MARGEOT et al., 2009).

Atualmente existem seis empresas que produzem o etanol de segunda geracéo
em escala comercial, Abengoa (EUA), BetaRenewables (Italia), DuPont (EUA), Poet-
DSM (EUA), Granbio e Raizen (Brasil). A maior diferenca entre elas é a matéria-prima
utilizada para a producédo. As brasileiras Granbio e Raizen utilizam os residuos da cana-
de-acgUcar, a palha e o bagaco, respectivamente. A maior dificuldade encontrada por
todas essas empresas € a etapa de pré-tratamento, responsavel por direcionar 0s
rendimentos da producdo (NETO; GUIMARAES; FREIRE, 2018).

2.4. PRE-TRATAMENTO DA BIOMASSA DE CANA-DE-ACUCAR

Durante a producéo do etanol de segunda geracao, um dos gargalos tecnologicos
¢ a etapa de pré-tratamento. Essa etapa € necessaria para reduzir a recalcitrancia da
biomassa vegetal utilizada, aumentando a obtencéo de aclcares fermentaveis durante a
hidrolise enzimatica e a produgdo de etanol. Para a reducdo da recalcitrancia da
biomassa lignocelulésica é necessario que ocorram algumas mudancas estruturais na
amostra, como: redugdo da cristalinidade da celulose, remocéo total ou parcial da
hemicelulose e/ou lignina, aumento da porosidade, entre outros (HIMMEL et al., 2007b;
ISHIZAWA et al., 2007; PARK et al., 2010).
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Um pré-tratamento eficaz deve ter baixo custo operacional com elevada
recuperacdo de solidos, aumentar a disponibilidade e digestibilidade da celulose,
resultar em baixa formacdo de compostos de degradacdo de aglcares C5 e C6, que
baixam o rendimento global do processo e atuam como inibidores das etapas
fermentativas subsequentes. Dependendo das caracteristicas do tratamento, estes podem
ser classificados em pré-tratamento fisico, quimico, fisico/quimico ou biolégico (SUN;
CHENG, 2002).

Como exemplo de pré-tratamento fisico pode-se citar a moagem, ultrassom e
extrusdo; de tratamentos quimicos o &cido, alcalino e liquidos idnicos; de tratamentos
fisico/quimicos o AFEX, explosdo a vapor e hidrotérmico; e de pré-tratamento
bioldgico a utilizacdo de fungos (DA SILVA et al., 2013; KUSTER MORO et al.,
2017a; MACHADO; FERRAZ, 2017; MOUTTA et al., 2013; MOUTTA; FERREIRA-
LEITAO; BON, 2014a).

Todos os pré-tratamentos discutidos na literatura apresentam vantagens e
desvantagens, sendo importante destacar que ndo existe um tratamento universal, ou
seja, que possa ser amplamente aplicado sem avaliacdo prévia do processo e biomassa
utilizada. A Tabela 1 apresenta alguns tipos de pré-tratamentos, suas vantagens e
desvantagens (RASTOGI; SHRIVASTAVA, 2017).
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Tabela 1: ModificagGes proporcionadas na biomassa, vantagens e desvantagens dos pré-tratamentos mais estudados (RASTOGI; SHRIVASTAVA, 2017)

Pré-tratamento

Modificacéo na biomassa
lignocelulosica

Vantagens

Desvantagens

Hidrotérmico

Exploséo a vapor

AFEX

Acido

Alcalino

Bioldgico

Solubilizacéo da hemicelulose

Auto-hidrolise da hemicelulose

Reducéo da cristalinidade da celulose

Solubilizagdo da hemicelulose e lignina

Alteracdo na estrutura da lignina,
reducéo da cristalinidade da celulose e
solubilizagdo parcial da hemicelulose

Degradacéo da lignina através das
enzimas secretadas pelos micro-
organismos

Elevada recuperacdo dos agUcares
Baixa formacao de inibidores
Né&o necessita de reagentes

Baixo impacto ambiental
Elevada concentracao de acucares
Viavel aplicagdo industrial

Aumento da acessibilidade das
enzimas

Baixa formacéo de compostos
inibitérios

Aumento da taxa de hidrélise
Elevada concentracdo de aglcares
na fracdo liquida

Remogdo eficiente da lignina
Aumento da acessibilidade das
enzimas

Reducdo da polimerizacéo e
cristalinidade da celulose

Baixo custo,

Ndo utiliza reagentes quimicos
Baixo gasto energético
CondicGes ambientais

Alta demanda energética
Elevada utilizacdo de agua
Baixa concentracdo de acUcar na fracdo liquida

Formacéo de inibidores
Degradacdo parcial da hemicelulose e lignina,
Elevado custo

Baixa efetividade para amostras com elevado
teor de lignina

Elevado custo com reagentes

Baixa remoc&o da hemicelulose

Elevado gasto energético
Necessidade de reatores resistentes a corrosao
Formacéo de inibidores

Elevado custo ap6s o processo
Nao é eficiente em escala industrial

Baixo rendimento em glicose

Necessidade micro-organismos mais eficientes
para a remocao da lignina

Elevado tempo de processo




32

Dentre os tratamentos mais discutidos na literatura poucos apresentam aplicabilidade
em escala industrial, sendo os tratamentos acido e hidrotérmico normalmente escolhidos a

serem utilizados nas industrias de producéo de etanol de segunda geragéo.

O pré-tratamento &cido geralmente utiliza acidos diluidos (1-5%) como &cido sulfrico
ou cloridrico, em elevadas temperaturas por um determinado periodo de tempo (RASTOGI,
SHRIVASTAVA, 2017). Esse tratamento apresenta alta eficiéncia em solubilizar a fracdo
hemicelulésica, hidrolisando os agUcares presentes na biomassa em mondémeros, que podem
vir a ser utilizados para diferentes fins. Por outro lado, produz efluentes toxicos, dependendo
das condicbes do processo gera elevadas concentracbes de inibidores dos processos
fermentativos subsequentes, além de precisar de reatores resistentes a corrosdo, elevando o
custo do processo (DA SILVA et al., 2013)

O pré-tratamento hidrotérmico ndo utiliza reagentes quimicos, apenas agua. O
processo € realizado em elevadas pressdes para que em elevada temperatura a agua se
mantenha no seu estado liquido e promova a autdlise da biomassa lignocelulésica. Esse
tratamento promove a solubilizacdo da hemicelulose, mas diferentemente do &cido, o0s
acucares hidrolisados se encontram na forma de oligossacarideos, apresenta baixa formacéo
de inibidores e ndo necessita de uma etapa de lavagem da biomassa. Como pontos negativos a
sua utilizacdo, este tratamento acarreta em um elevado gasto de energia (AGBOR et al.,
2011).

2.4.1. PRE-TRATAMENTO BIOLOGICO

O pré-tratamento bioldgico utiliza fungos para proporcionar modificacdes na estrutura
da biomassa lignocelul6sica, tais como: remocdo da lignina e reducdo da cristalinidade da
celulose. Devido a estrutura dos materiais lignocelulésicos e da lignina, sabe-se que a
remocdo é realizada por enzimas extracelulares oxidativas, em vez de hidroliticas, para que
ocorra a remogdo da lignina sem reduzir o contetudo de celulose (HATAKKA; HAMMEL,
2011a).

Diversos trabalhos veem sendo desenvolvidos com a utilizagdio de fungos
basidiomicetos, ndo somente para aplicagdo no pré-tratamento de residuos agroindustriais,
mas também com o tratamento de efluentes e remocao de compostos toxicos, como corantes e

pesticidas. Devido a similaridade desses compostos com a estrutura da lignina, os fungos
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utilizam as mesmas enzimas para degrada-los (MARTINS et al., 2003; PEREIRA et al.,
2016).

Os fungos basidiomicetos aplicados no tratamento bioldgico podem ser classificados
em fungos da podriddo branca e da podriddo parda, dependendo do aspecto macroscopico da
degradacédo causada na madeira e do complexo enzimatico secretado (Tabela 2).

Tabela 2: Caracteristicas dos tipos de fungo degradadores de madeira. Adaptado de MARTINEZ et al., 2005

Podridéo branca Podridéo parda
Aspecto da degradacio Madelfa f_lca com a_ cor mais Coloracdo da madeira _flca mais
clara, tmida e macia. escura, seca e quebradica.

Degradagéo dos Compostos da Ce|u|OSE, hemicelulose e Iignina.

. Existindo os seletivos para Celulose e hemicelulose.
biomassa L
lignina.
. Gloeophyllum trabeum
T. versicolor, Irpex lactus, P. . '
Fungos P Laetiporus sulphureus,

chrysosporium, Pleurotus spp. Piptoporus betulinus

Os fungos da podridao branca apresentam aparato enzimético para degradar todos 0s
componentes da biomassa lignocelulésica: celulose, hemicelulose e lignina, existindo fungos
da podriddo branca que sdo mais seletivos para a degradacdo da lignina (MARTINEZ et al.,
2005). Entretanto, os fungos da podriddo parda degradam mais rapidamente a hemicelulose e
a celulose, através da agdo das enzimas hidroliticas secretadas. Apds a decomposicao pelos
fungos da podriddo branca, a madeira decomposta fica com um aspecto de cor mais claro,
devido a remocdo da lignina. Por outro lado, ap6s a decomposicdo pelos fungos de podridao
parda, a madeira fica com a cor mais escura, por causa da remoc¢do da hemicelulose e do
aumento da exposicao da lignina, visto que, a lignina é a responsavel pela cor escurecida das
biomassas (HATAKKA; HAMMEL, 2011a).

A Tabela 3 apresenta alguns fungos utilizados para o pré-tratamento de diferentes
biomassas, dentre o0s quais 0s mais estudados sdo os fungos da podriddo branca
Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus e Ceriporiopsis
subvermispora, visto que, estudos com a utilizacdo de fungos da podriddo parda como
Gloeophyllum trabeum e Serpula lacrymans s&o menos comuns (SALVACHUA et al., 2011;
SINDHU; BINOD; PANDEY, 2016).
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Tabela 3: Fungos aplicados no pré-tratamento biolégico de diferentes biomassas.

Fungo Biomassa Referéncia
Phanerochaete chrysosporium Algodéao (SHI et al., 2009)
Pleurotus ostreatus Palha de trigo (TANIGUCHI et al., 2005)

Ceriporiopsis subvermispora, Postia

Lascas de madeira (GILES et al., 2015)
placenta
Rhodonia placenta, Trametes versicolor Bamboo (MOLLER; MILD, 2019)
P. chrysosporium, P. ostreatus, .
Eucalipto (CASTOLDI et al., 2014)
Trametes sp.
Laetiporus sulphureus, P. ostreatus, C. Bagaco de cana-de-

) i (MACHADO; FERRAZ, 2017)
subvermispora acUcar

Ganoderma lobatum, Gloeophyllum )
Palha de trigo (HERMOSILLA et al., 2018)
trabeum

Serpula lacrymans, Coniophora )
Madeira (HOWELL et al., 2009)
puteana, G. trabeum

Devido ao tratamento biologico ser pouco efetivo em aumentar a digestibilidade da
celulose, ndo sendo utilizado como Unico método de pré-tratamento no processamento de
biomassas vegetais, surgem estudos visando sua associagdo com diferentes tratamentos, como
0 &cido, alcalino, explosdo a vapor e hidrotérmico (MA et al., 2010; SHIRKAVAND et al.,
2016; WANG et al., 2012). Wang e colaboradores (2012) associaram o tratamento bioldgico
utilizando o fungo Lenzites betulina com o tratamento hidrotérmico a 200 °C por 30 minutos
aumentando o rendimento de glicose obtido em 2,6 vezes, quando comparado com o
tratamento hidrotérmico isolado. Ao realizar o tratamento hidrotérmico antes do tratamento
bioldgico com C. subvermispora foi observado maior remocéo de lignina pelo fungo e maior
rendimento em glicose obtido apds a hidrolise enzimatica de diferentes biomassas (WAN; LI,
2011). Assim, a estratégia de associar o tratamento biolégico com outro tratamento, como o

hidrotérmico, se mostra promissora e vem sendo abordada na literatura.
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3. JUSTIFICATIVA

O aumento da demanda pelos produtos obtidos a partir da cana-de-agucar faz com que
sua producdo esteja em constante crescimento. Devido a obrigatoriedade da colheita
mecanizada, a palha se tornou um residuo ainda mais disponivel e que necessita ter seu
potencial aproveitado. Estudos relatam que manter a palha em sua totalidade na plantacéo
para recomposicdo do solo pode ser prejudicial, com isso, vem sendo estudado sua aplicacéo
para a producdo de etanol de segunda geracdo. Por conta da sua estrutura, essa biomassa
vegetal apresenta elevada recalcitrancia a agdo enzimatica. Para diminuir essa recalcitrancia e
aumentar o rendimento de conversdo de celulose em glicose durante a hidrélise enzimatica, é
necessaria a etapa de pré-tratamento da biomassa. Atualmente, a maioria das empresas
produtoras de etanol de segunda geracdo utiliza os tratamentos acido ou hidrotérmico, sendo
que esses tratamentos apresentam caracteristicas que elevam o custo do processo. Apesar do
grande nimero de estudos relacionados com pré-tratamento de biomassas lignocelulésicas,
ainda ndo existe um consenso sobre o tratamento que possa ser amplamente utilizado. Por
isso, para viabilizar a utilizacdo desse residuo na producédo de etanol de segunda geracéo e de
todas as fracGes da biomassa no conceito de biorrefinaria, a proposta do presente trabalho é
reduzir a severidade dos processos de pré-tratamento que vém sendo utilizados ao associa-los
ao tratamento bioldgico, um tratamento ambientalmente seguro e com baixo custo para ser

realizado.
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4. OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo realizar a associacdo do pré-tratamento acido

ou hidrotérmico com o tratamento biologico, visando o aumento da disponibilidade e

digestibilidade da celulose presente na biomassa pré-tratada.

4.1.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a efetividade dos tratamentos acido, hidrotérmico e biologico, realizados
separadamente, quanto ao aumento da disponibilidade e digestibilidade da celulose;
Avaliar a composicdo quimica e a obtencédo de glicose a partir das biomassas de palha
de cana-de-agUcar in natura e ap6s os pré-tratamentos;

Avaliar e selecionar os fungos Cladosporium cladosporioides, Cladosporium
sphaerospermu, Gloeophyllum trabeum, Paraconiothyrium estuarinu, Phanerochaete
chrysosporium, Pleurotus ostreatus e Westerdykella dispersa quanto a perda méassica
proporcionada a palha de cana-de-acgucar;

Avaliar as modificagdes estruturais proporcionadas pelos fungos durante o tratamento
bioldgico através da microscopia confocal de fluorescéncia;

Avaliar as atividades enzimaticas das enzimas celuloliticas (FPase ¢ B-glicosidase) e
ligninoliticas (lacase e manganés peroxidase) secretadas pelo fungo durante o pré-
tratamento bioldgico;

Avaliar a efetividade da associacdo do tratamento hidrotérmico com o biolégico;
Avaliar a possibilidade de reduzir o tempo e a temperatura do tratamento hidrotérmico

a0 associa-lo ao tratamento bioldgico.
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5. MATERIAIS E METODOS
5.1. PALHA DE CANA-DE-ACUCAR, MICRO-ORGANISMOS UTILIZADOS E
ETAPAS EXPERIMENTAIS DO TRABALHO

No presente trabalho as amostras de palha de cana-de-agucar utilizadas foram
gentilmente cedidas pelo Complexo Bioenergético Itarumd S.A (Lote 1) e Raizen (Lote 2).
Amostras da palha in natura foram cortadas (aproximadamente 2 cm) ou moidas em moinho

de facas e peneiradas (180 — 850 um) para a realizagcdo dos experimentos de pré-tratamento.

Os fungos Cladosporium cladosporioides, Cladosporium sphaerospermu,
Paraconiothyrium estuarinu, e Westerdykella dispersa foram isolados de manguezais
brasileiros (GHIZELINI et al., 2019) e o fungo Phanerochaete chrysosporium é uma cepa
comercial registrada como ATCC 34541; todas as linhagens foram gentilmente cedidas pelo
professor Andrew Macrae do Laboratério de Biotecnologia Sustentavel e Bioinformatica
Microbiana (Instituto de Microbiologia Paulo de Goés - UFRJ). O fungo Pleurotus ostreatus
foi cedido pela Universidade Federal de Lavras e depositado na Cole¢do de Micro-organismos
de Referéncia em Vigilancia Sanitaria da FIOCRUZ com numero INCQS 40310. O fungo
Gloeophyllum trabeum foi obtido juntamente ao Laboratério de Biotecnologia Ambiental
(Universidad de La Frontera — Chile), estando depositado na Chilean Culture Collection of
Type Strains — CCCT/UFRO da Universidad de La Frontera, Temuco, Chile, sob nimero
CCCT16.04.

A Figura 10 apresenta a sequéncia de experimentos realizados no presente trabalho.
Na primeira etapa foram realizados os pré-tratamentos e a avaliacdo dos diferentes lotes de
palha in natura, além da avaliacdo e selecdo entre os pré-tratamentos acido e hidrotérmico,
quanto a remocdo da fragdo hemicelulésica e 0 aumento da digestibilidade enzimatica da
celulose. Na segunda etapa foram avaliados potenciais fungos a serem aplicados no
tratamento bioldgico, através da perda massica da palha proporcionada pelas linhagens
avaliadas, e realizado o pré-tratamento com os fungos selecionados. Na terceira etapa foi

realizada a associacao do pré-tratamento bioldgico com o tratamento hidrotérmico.
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Figura 10: Esquema demonstrando os experimentos realizados no presente trabalho. PTA, pré-tratamento acido;

——— e —— -

PTH, pré-tratamento hidrotérmico; PTB, pré-tratamento biolégico; PTBH, associagdo do pré-tratamento

biolégico seguido do tratamento hidrotérmico.
5.2. PRE-TRATAMENTOS DA PALHA DE CANA-DE-ACUCAR

No presente estudo foram realizados os tratamentos &cido, bioldgico e hidrotérmico,

além de suas associagoes.
5.2.1. PRE-TRATAMENTO ACIDO

O tratamento acido foi realizado com &cido sulfurico a 2,9% (m/v). Quatro gramas de
palha foram adicionadas em um frasco juntamente com 16 mL de acido sulfarico, a fim de
manter uma proporc¢do de 1:4 (biomassa:acido), e foram autoclavados por 30 minutos a 121

°C. Ap0s, a palha foi lavada com aproximadamente 2 litros de dgua destilada para que seu pH
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se aproximasse do neutro e a fracdo solida foi armazenada para futuras analises (MOUTTA;
FERREIRA-LEITAQO; BON, 2014b).

5.2.2. PRE-TRATAMENTO HIDROTERMICO

O tratamento hidrotérmico foi realizado em um reator Parr 4848 a 160 ou 170 °C, por
10 ou 40 minutos, 100 rpm e 20 bar inicial em atmosfera de nitrogénio. Foram adicionados ao
reator 10 gramas de palha e 100 mL de &gua destilada, mantendo uma proporcéo de 1:10
(biomassa:agua). Ao terminar, a biomassa foi filtrada e lavada com aproximadamente 2 litros
de agua destilada, para remocdo dos acucares residuais. As fra¢bes liquida e sélida foram
armazenadas para futuras analises (DE SOUSA PAREDES et al., 2015).

5.2.3. PRE-TRATAMENTO BIOLOGICO

Os experimentos de tratamento biologico foram realizados com cada fungo sendo
inoculado separadamente na biomassa e em triplicata. Para isso, o fungo a ser avaliado foi
inoculado no meio Gorbatova (GORBATOVA et al., 2006) com modificacbes (PEREIRA et
al., 2013) (Tabela 4) a 30 °C, 200 rpm por 7 dias. Passado esse tempo, 0 micro-organismo foi
repicado para placas de Petri contendo agar batata dextrose e incubado a 30 °C por 7 dias. Na
sequéncia, plugs de agar contendo o micélio fungico foram retirados, com o auxilio de
ponteiras estéreis, e inoculados em uma concentragdo de 10 mg de micélio/grama de biomassa
em frascos previamente autoclavados contendo 5 g de palha e 25 mL de agua destilada, sendo
incubados a 30 °C por 20 dias, sem agitacdo. Apds este periodo, foram adicionados 25 mL de
tampdo malonato de sédio 0,176 mM, pH 4,5 e homogeneizados por 2 h a 150 rpm para
extragdo das enzimas produzido pelo fungo durante o tratamento. A biomassa foi filtrada, a
fracdo solida foi armazenada para a quantificacdo da perda massica e a fracdo liquida para a
quantificacdo das atividades enzimaticas. Com a adicdo do tampdo os fungos sofrerdo
osmolise, deste modo, se desprendendo da palha e sendo solubilizados. Frascos contendo
palha sem a adicdo do fungo foram submetidos aos mesmos procedimentos para serem

utilizados como controle.
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Tabela 4: Composicdo do meio de cultura liquido Gorbatova com modificagdes (PEREIRA et al., 2013).

Reagente Concentracéo (g/L)
Glicose 10,0
Peptona 3,0
KH,PO, 0,6
K,HPO, 0,4
ZnS0,.7H,0 0,001
FeS0O,.7H,0 0,0005
MnSO, 0,005
MgS0,.7H,0 0,5
CuS0,.7H,0 0,25
5.2.3.1. PERDA DE MASSA MEDIADA PELA AC}AO DOS FUNGOS

DURANTE O TRATAMENTO BIOLOGICO

Apos a filtragdo do contetido do frasco onde se deu o tratamento biol6gico, a palha foi
posta para secar a temperatura ambiente e, de acordo com a Equacdo 1, foi determinada a
perda massica proporcionada pelos fungos durante o tratamento, onde “m,” é a massa inicial
de palha, “m” é a massa de palha apds o PTB e “C” é a massa relacionada a perda massica do
controle sem inoculo fangico pelo mesmo periodo, nas mesmas condi¢des de incubacéo.

mg -(m—C)]

Perda massica (%) = L x 100 (Equacéo 1)

mo

O percentual de remogéo de cada componente foi calculado de acordo com as Equacdes 2 e 3,
onde “a” ¢ o teor do componente apds o balango de massa, “Mm;, natura’ € O teor do
componente na biomassa in natura e “mpyrs_tratada” € 0 teor do componente na biomassa pré-

tratada.

Mpyrg_ X sélido recuperado (% ~
q = pré—tratada p (%) (Equa(;ao 2)
100

ax 100 )

Porcentagem de remog¢io (%) = 100 — ( (Equacéo 3)

Min natura

A seletividade relativa quanto a remoc¢éo de um determinado componente foi calculada
conforme a Equacao 4, onde “M;y, narura” € O teor do componente na biomassa in natura, “a”
teor do componente apds o balango de massa, “Rycelhemlig” € 0 somatorio das remogdes dos
polissacarideos e lignina.

Min natura — a

RZcel,hem,lig

Seletividade relativa = (Equacéo 4)
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5.2.3.2. ENZIMAS EXTRACELULARES SECRETADAS PELOS FUNGOS
DURANTE O TRATAMENTO BIOLOGICO

Apbs a filtracdo do contetdo do frasco onde se deu o tratamento bioldgico, a fragédo
liquida foi utilizada para determinar as atividades das enzimas extracelulares produzidas pelos
fungos durante o tratamento. Foram avaliadas as atividades celuloliticas (celulases totais

(FPase) e B-glicosidase) e ligninoliticas (lacase e manganés peroxidase).

5.2.3.2.1. LIGNINOLITICAS
5.2.3.2.1.1. LACASE

A atividade enzimatica de lacase foi determinada utilizando metodologia descrita por
Niku-Paavola e colaboradores (NIKU-PAAVOLA; RAASKA; ITAVAARA, 1990) com
modificacbes (PEREIRA et al., 2013). Esta metodologia é baseada na oxidacdo do substrato
sintético ABTS (2,2'- azino-bis-etilbentiazolina). Para isso, 100 pL do extrato enzimético
foram adicionados juntamente com 1500 pL de tampéo succinato de sodio pH 4,5 e 400 puL de
ABTS em uma cubeta de espectrofotdmetro e a leitura do ensaio foi realizada com o
comprimento de onda de 420 nm durante 90 segundos. Uma unidade de atividade enzimética
¢ definida como a quantidade de enzima capaz de oxidar 1 umol de ABTS por minuto,

considerando g - para 0 ABTS de 36.000 M-1cm-1.

5.2.3.2.1.2. MANGANES PEROXIDASE

A atividade enzimatica de manganés peroxidase foi determinada segundo metodologia
proposta por Kuwahara e colaboradores (KUWAHARA et al., 1984) com modificacdes
(PEREIRA et al., 2013). Esta metodologia se baseia na oxidagédo do vermelho de fenol na
presenca de manganés e peroxido de hidrogénio. Para isso, 500 uL do extrato enzimético
foram adicionados juntamente com 100 pL de lactato de sodio 0,25M; 200 pL de albumina
bovina 0,5%; 50 uL. de M;SOg; 100 uLde vermelho de fenol 0,1% e 500 uL de peroxido de
hidrogénio 0,075 mM e incubados por 5 minutos a 30 °C. Apds a incubacdo do meio
reacional foi adicionado 40 pL de NaCl 2N e a leitura do ensaio foi realizada com o

comprimento de onda de 610 nm.
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5.2.3.2.2. CELULOLITICAS
5.2.3.22.1. CELULASES TOTAIS (FPASE)

O procedimento seguiu a metodologia descrita pela IUPAC (Unido Internacional de
Quimica Pura e Aplicada) adaptada por Adney e Baker (ADNEY; BAKER, 1996) de maneira
a determinar a atividade da celulase em FPU (filter paper unit) sobre o papel de filtro. A
quantificacdo dos agUcares liberados foi determinada com auxilio do método DNS descrito
por Miller (MILLER, 1959) e adaptado conforme Teixeira e colaboradores (TEIXEIRA et al.,
2012).

Primeiramente, foi preparada uma curva padrdo de glicose. Para isso, foram feitas
diluicdes de 1:1,5; 1:2; 1:3 e 1:5 a partir de uma solucéo de glicose padrdo com concentracao
de 10 mg/mL de tampéo citrato. Adicionou-se 1,0 mL de tampdo citrato em um tubo de
ensaio e aproximadamente 5 minutos depois, adicionou-se 0,5 mL da diluicdo. Para a
determinacdo enzimatica, o substrato utilizado foi uma tira de papel de filtro de 50 mg
Whatman N°1 (1,0 x 6,0cm). As tiras foram enroladas nos tubos de ensaio. As analises foram
feitas em triplicata. As diluigdes da amostra e as da curva padrdo foram entdo encubadas em
banho a 50 °C por 1 hora. Em seguida, adicionou-se 3,0 mL de DNS (Acido
Dianitrosalicilico) e transferiu-se todos os tubos para o banho-maria a 100 °C por 5 minutos.
Ap0s esse tempo, os tubos foram resfriados em banho de gelo com o objetivo de parar a
reacdo. Por fim, diluiu-se 0,2 mL do contelido de cada tubo a 2,5 mL de agua destilada e
realizou-se a leitura em espectrofotdbmetro a 540 nm. A concentracdo de agUcares redutores
equivalentes a glicose foi determinada através da curva padrdo, cujas concentracdes de glicose

eram previamente conhecidas.

Para a atividade de FPase, uma unidade de enzima (FPU) foi baseada na liberacdo de
exatamente 2,0 mg de glicose, seguindo a Equacéo 5 a seguir:

2,0

FPU =
(0,18016 x 0,5 x 60) x [enzima diluida]

unidades/mL (Equacéo 5)
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5.23.22.2. B-GLICOSIDASE

As dosagens da atividade enzimatica de PB-glicosidase foram realizadas conforme
metodologia descrita pela IUPAC por Ghose (GHOSE, 1987), com adaptacfes descritas a
seguir, utilizando como subtrato uma solucgdo de celobiose 15 mmol/L e expressa em unidades
de B-glicosidase (BGU). Primeiramente preparou-se uma solugéo de celobiose 15 mM. Em
seguida, as amostras foram preparadas com 0,5 mL de extrato enzimatico e 0,5 mL de
celobiose, sendo esta Gltima adicionada apds 5 minutos que as diluicbes das solucdes
enzimaticas ficaram em banho-maria. Para o preparo do branco da reacdo, adicionou-se num
tubo de ensaio 0,5 mL de tampéo citrato e 0,5 mL de celobiose. No preparo do branco da
diluicdo, foram adicionados 0,5 mL de tampéo citrato e 0,5 mL da solucdo enzimatica. Todos
0s tubos foram mantidos em banho-maria a 50 °C durante 30 minutos. Logo apds, a reacdo foi
parada colocando-se os tubos em banho-maria a 100 °C por 5 minutos. As amostras foram
resfriadas em banho de gelo e em seguida, lidas no bioanalisador para a quantificacdo da
concentracdo de glicose. Uma unidade de atividade (IU) corresponde a liberacdo de um pmol
de produto por minuto. Os ensaios para determinacdo da atividade enzimatica foram

realizados em triplicata e os resultados obtidos segundo a Equacdo 6 a seguir:

IU _ Diluigio x Fator de correcgdo x Volume total do ensaio (mL) (Equagéo 6)

mL Tempo (min) x Volume da enzima (mL)

Obs.: Fator de correcdo = 5,55(pmol/mL)

5.2.4. ASSOCIACAO ENTRE OS TRATAMENTOS BIOLOGICO E
HIDROTERMICO

As associacOes foram realizadas nas mesmas condi¢fes descritas nos itens 5.2.2. e
5.2.3 para os tratamentos hidrotérmico e bioldgico.

5.3. CARACTERIZACAO QUIMICA DA PALHA DE CANA-DE-ACUCAR IN
NATURA E PRE-TRATADA

A metodologia para a caracteriza¢do quimica da palha in natura e das amostras pré-
tratadas foi realizada de acordo com o procedimento descrito pelo NREL (National
Renewable Energy Laboratory) por Sluiter e colaboradores (SLUITER et al., 2005, 2012).
Nesta etapa, foram determinados 0s seguintes componentes: cinzas, extrativos, carboidratos

estruturais, lignina soltvel e insolGvel em acido.
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5.3.1. DETERMINACAO DE CINZAS TOTAIS

Amostras de 0,5 g de palha foram adicionados em cadinhos de porcelana previamente
pesados apos ficarem na mufla a 575 °C overnight, para determinacdo de seu peso seco. Os
cadinhos contendo a palha retornaram para a mufla a 575 °C por 24 horas para sua calcinacao.
Ap0s isso, foram resfriados em dessecador e a massa de cinzas foi determinada pela diferenca

entre a massa final e a massa inicial dos cadinhos, em peso seco.
5.3.2. DETERMINA(;AO DOS EXTRATIVOS NA BIOMASSA

Para a determinacdo dos extrativos foram utilizados cartuchos de celulose, que foram
previamente pesados. A cada cartucho, foram adicionados 1 g de amostra em peso seco e cada
massa foi devidamente anotada. Os cartuchos foram inseridos no sistema do extrator soxhlet.
A primeira extracdo foi feita utilizando 95 mL de &gua destilada, com um ajuste de
aquecimento que gerasse no minimo 4 a 5 sifona¢fes por hora, durante um periodo de
aproximadamente 6 h. Ao fim da primeira etapa de extracdo, as amostras foram submetidas a
uma segunda extracdo com 95 mL de etanol 95%, novamente por aproximadamente 6 h. Ao
término do periodo de extracdo, o cartucho foi levado para secagem na estufa a 105 °C
overnight, resfriado em dessecador, pesado e determinado o teor dos extrativos. O teor de
extrativos foi determinado pela diferenca entre a massa inicial de amostra e a massa de
amostra ap0s a extracdo. Simultaneamente, uma amostra (em triplicata) passou pelo mesmo
processo de extracdo, e foi seca em estufa a 40 °C até apresentar umidade inferior a 10% para
ser utilizada na etapa de hidrélise acida para a quantificacdo dos carboidratos presente na

biomassa.

5.3.3. DETERMINACAO DA LIGNINA E CARBOIDRATOS ESTRUTURAIS
5.3.3.1. HIDROLISE ACIDA COM H,S0, 72%

Antes de iniciar o procedimento, foi preparada uma solugéo padrao de recuperagéo de
acucares (PRA), a fim de determinar o efeito do acido ao longo do procedimento em
autoclave, sobre solucbes de agucar de concentragdes previamente conhecidas, fazendo uma
estimativa do teor de agUcares que deveria ser recuperado na amostra, para que se pudesse
fazer um fator de correcdo nos calculos procedentes. Para o preparo do PRA, foram pesados
0,15 g de glicose, 0,10 g de xilose, 0,05 g de galactose e 0,05 g de arabinose em balédo

volumétrico de 50 mL e adicionou-se dgua destilada.
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Previamente, a umidade da palha foi determinada utilizando uma balanca Mettler
Toledo HE53 Moisture Analyzer. Amostras de aproximadamente 0,3 g da palha livre de
extrativos e com umidade inferior a 10% foram pesadas e colocadas em tubos de hidrolise.
Foram adicionados 3 mL de H,SO, 72% as amostras nos tubos de hidrélise e foram incubados
e homogeneizados durante uma hora a 30 °C . Ap0s esse periodo, foram adicionados 84 mL
de &gua ultrapura, diluindo a concentracdo do &cido para 4%. Simultaneamente, foram
preparados tubos de hidrolise com PRA em triplicata. Em cada um deles foram adicionados
10 mL de PRA juntamente a 348 uL de H,SO4 72%, para que a concentracdo do cido fosse
igual a das amostras. Os tubos foram autoclavados a presséo de 1 bar (121°C) por uma hora.
Apbs esse periodo, os tubos foram resfriados, e com o auxilio de uma bomba de vacuo as
amostras foram filtradas em cadinhos de Gooch, com seu peso seco previamente determinado.
A fragdo sélida foi lavada com agua destilada até que a agua de lavagem apresentasse
aproximadamente pH 6,5 para posteriormente ser determinado o teor de lignina e cinzas
insolGveis em acido. A fracdo liquida resultante da primeira filtracdo foi neutralizado com
CaCOs; até atingir pH entre 5 e 6. Em seguida foi filtrada em filtro Millex de 0,45 um e
analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), para a determinacdo da

concentracdo dos agucares, e por espectrofotometria, para a determinacdo de lignina soltvel.
5.3.3.2. DETERMINAGAO DA LIGNINA SOLUVEL EM ACIDO

A quantificagdo da lignina solivel em &cido foi realizada através da medida da
absorbancia no espectrofotdmetro UV-Visivel Thermo Scientific Evolution com comprimento
de onda de 240 nm. A leitura foi realizada utilizando o hidrolisado da etapa 5.3.3.1 diluindo-

se 0 mesmo até que a leitura ficasse entre 0,7-1,0 de absorbancia.
5.3.3.3. DETERMINAQAO DA LIGNINA E CINZAS INSOLUVEL EM ACIDO

Os cadinhos de Gooch com o material insoltvel obtidos na filtracdo da hidrolise acida
foram colocados na estufa a 105 °C e, posteriormente, resfriados em dessecador por 15 min e
pesados. Depois, foram colocados na mufla a 575 °C para calcinagdo por 24 horas, resfriados
em dessecador e pesados. O teor de cinzas insolGveis em &cido foi determinado pela diferenca
de massa entre o cadinho pés estufa e p6s mufla. O teor de lignina insolavel em &cido foi

determinado pela diferenca gravimétrica.
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5.4. HIDROLISE ENZIMATICA DA PALHA DE CANA-DE-ACUCAR IN NATURA E
PRE-TRATADA

Foi preparada uma solucdo-mée da mistura enzimatica a ser utilizada na hidrolise
através da diluicdo das enzimas Celluclast 1.5 L e Novozym 188 (Novozymes) em tampéo
citrato de sodio 50 mM, pH 4,8, a fim de adicionar a biomassa volumes dessa mistura que
correspondessem a uma dosagem de FPase de 20 FPU/g de biomassa e uma relagdo de
FPase/B-glicosidase de 1FPU/3BGU. As amostras foram pesadas diretamente em erlenmeyers
de 50 mL com tampa onde foram acrescidas as devidas propor¢des da solucdo mée além de
azida de sodio 0,02%, para evitar o crescimento de micro-organismos, de modo que 0 meio
reacional fosse de 20 g. Com isso, os erlenmeyers foram fechados e incubados em shaker a
200 rpm, aclimatizado a 50 °C, e aliquotas foram retiradas com tempos de reacéo de 0, 1, 2, 4,
6, 24, 48 e 72 h, desde que o volume retirado ndo ultrapassasse 20% do inicial. Cada ponto foi
armazenado em eppendorfs, os quais foram levados a banho-maria a 100 °C por 5 min, com o
objetivo de inativar as enzimas, e em seguida centrifugados para posterior analise do
sobrenadante. As concentracdes de glicose de cada amostra foram determinadas no
bioanalisador, e com base nisso e no volume recuperado, foi estabelecido uma proporcéo de
diluicdo a ser feita para posterior analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia. O
rendimento de conversdo de celulose em glicose foi calculado de acordo com a Equacédo 7,
onde C giicose € @ cONcentragdo de glicose obtida (g/L); f € o fator de conversdo de glicose para
celulose (0,9); m; é a massa total do experimento (g); V é o volume liquido do experimento
(L); Mpiomassa € @ Massa da biomassa no experimento (g); Meeluiose € @ porcentagem de celulose

na biomassa determinada no processo de caracterizagéo.

CglicoseXf

Rendimento (%) = (Equacéo 7)

%meiomassaxmcelulose
5.5. QUANTlFlCAQAO DOS A(;UCARES POR CROMATOGRAFIA Ll’QUlDA DE
ALTA EFICIENCIA

Os dissacarideos e monossacarideos das amostras obtidas nas etapas de caracterizagdo
quimica e hidrélise enzimatica das biomassas in natura e pré-tratadas foram quantificados
utilizando um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) equipado com um
detector de indice de refragdo, utilizando uma coluna Aminex HPX-87P (7,8 mm 1.D. x 30
cm, Bio-Rad, EUA) equipada com uma pré-coluna Carbo-P (Bio-Rad, EUA) e um sistema de

remocdo de cinzas (deashing system, Bio-Rad, EUA). O durante o método isocratico foi
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utilizado como fase mdvel agua deionizada em um fluxo constante de 0,6 mL/min e a
temperatura do forno da coluna a 80 °C. Os resultados foram obtidos através do software
Chromaleon ao comparar os cromatogramas das amostras com a curva analitica contendo
faixas de concentrag¢fes dos agUcares previamente conhecida: 3 a 0,1875 g/L de glicose, 2 a

0,125 g/L de xilose, 1 a 0,0625 g/L de celobiose, arabinose e galactose.
5.6. MICROSCOPIA CONFOCAL DE FLUORESCENCIA

As analises de microscopia confocal de fluorescéncia foram realizadas no Centro de
caracterizacdo em nanotecnologia (CENANO/INT) utilizando o microscopio confocal Zeiss
LSM 710. As amostras foram coradas com safranina (BOND et al., 2008) e vermelho congo
(VERBELEN; KERSTENS, 2000) para a identificag&o da lignina e celulose, respectivamente.
Para isso, as amostras foram coradas com 0,1% de Safranin O por 5 minutos e descoradas
atraves de sucessivas lavagens com etanol 50% a 30 °C por 3 minutos, até o desaparecimento
da coloracgdo da agua de lavagem. Depois a amostra foi corada com 1% de Vermelho Congo e
descorada na mesma condi¢do descrita anteriormente. Apds a etapa de impregnacdo dos
corantes a amostra foi posta a secar em temperatura ambiente por 30 minutos. Apoés, a
amostra foi posta em uma lamina de microscopio e adicionado o reagente Fluoromount-G. As
imagens de microscopia confocal de celulose e lignina foram coletadas nas regides espectrais
de 497-544 nm e 561-603 nm, respectivamente. As amostras foram observadas usando uma
objetiva LD Plano-Neofluar 40x/0,6 Korr M27, com um tamanho de imagem de 1024x1024

pixels. As imagens foram tratadas usando o software Image J.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. ANALISE DA COMPOSICAO QUIMICA E DA LIBERACAO DE GLICOSE
DURANTE A HIDROLISE ENZIMATICA DA PALHA DE CANA-DE-ACUCAR
IN NATURA

Ao longo deste trabalho, foram utilizados dois lotes distintos de palha de cana-de-
acucar, que serdo denominados ao longo do texto de “lote 1” (Complexo Bioenergético
Itarumd S/A ) e “lote 2” (Raizen). De forma a garantir que os resultados obtidos com lotes
distintos de uma mesma matéria-prima sejam comparativos entre si, se faz necessario verificar
algumas caracteristicas dos materiais. 1sso é especialmente importante quando se trabalha
com biomassas vegetais, como a palha de cana-de-aclcar, uma vez que diversos fatores
podem interferir na composicdo e recalcitrancia dessas matérias-primas, dependendo da
localizagéo da plantagéo, tempo de colheita, tipo de solo, entre outros (DE VASCONCELOS,
2015). Para tal, ambos os lotes foram caracterizados quimicamente e ensaios de hidrélise
enzimatica com celulases foram conduzidos, a fim de comparar os percentuais dos principais
componentes estruturais e avaliar a recalcitrancia nativa das biomassas frente a acéo

enzimatica, respectivamente.

A Tabela 5 apresenta a composicdo quimica quanto as porcentagens de glucana,
xilana, galactana, arabinana, lignina soltvel e insollvel, cinzas e extrativos para os dois lotes
de palha de cana-de-agucar utilizados.

Tabela 5: Composicdo quimica de dois diferentes lotes de palha de cana-de-aglcar in natura utilizados no
presente trabalho.

Componente (%) lote 12 lote 2°
Glucana 374+14 315+0,6
Xilana 222+10 19,0+0,3
Galactana 08+01 1,5+0,2
Arabinana 25+0,1 33+05
Lignina soltvel 1,3+0,0 30+0,2

Lignina insoltvel 18,1+22 16,8+0,3
Cinzas 05+0,1 85+0,5

Extrativos 12,7+0,8 144+19

#palha cedida pelo Complexo Bioenergético Itaruma S/A, ° Palha cedida pela empresa Raizen.
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Ao comparar o lote 1 e o lote 2 pode-se observar que os percentuais de hemicelulose
(xilana, galactana e arabinana) e lignina sdo semelhantes entre amostras, enquanto foi
detectada diferenca, acima de 5%, entre os percentuais de celulose quantificados. Os
resultados obtidos para ambos os lotes estdo de acordo com os dados reportados na literatura,
uma vez que ja foram reportados para a palha de cana-de-acUcar teores de celulose variando
de 31 a 44%, de 24 a 31% para a hemicelulose e 16 a 23% para a lignina (HERNANDEZ-
PEREZ; DE ARRUDA; FELIPE, 2016; KUSTER MORO et al., 2017b; PRATTO et al.,
2016; SANTOS et al., 2012).

Como se observou uma diferenca no teor de celulose entre os dois lotes utilizados, um
experimento de hidrdlise enzimatica comparativo de amostras de ambos os lotes foi realizado
(Figura 11).
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Figura 11: Concentracéo de glicose, em g/L, apds 72 horas de hidrélise enzimatica de amostras de palha de cana-
de-acucar in natura provenientes dos lotes 1 e 2, ¢ o rendimento de conversdo de celulose em glicose (A).

Como esperado, a concentragdo de glicose liberada a partir do lote 1 (4,1 g/L) foi
maior que do lote 2 (3,0 g/L), uma vez que o contetdo de celulose disponivel no primeiro lote
é maior. No entanto, se compararmos 0s rendimentos de conversdo da celulose em glicose,
observa-se que niveis semelhantes foram atingidos, equivalentes a 19% e 17% para o lote 1 e
2, respectivamente. Desse modo, concluiu-se que, apesar dos teores de glicose serem distintos
entre os dois lotes, a recalcitrancia das amostras frente a agdo enzimatica foi semelhante. Tais
resultados estdo coerentes com outros estudos que reportaram a hidrélise da palha de cana-de-
acucar in natura, visto que a hidrolise de biomassas lignocelulésicas in natura néo
apresentam rendimentos de conversdo de celulose em glicose superiores a 20%, devido a

recalcitrancia da amostra.
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6.2.  AVALIACAO DOS PRE-TRATAMENTOS ACIDO (PTA), HIDROTERMICO
(PTH) E BIOLOGICO (PTB) DA PALHA DE CANA-DE-ACUCAR IN NATURA

No presente trabalho primeiramente foram avaliados os tratamentos acido (PTA),
hidrotérmico (PTH) e biologico (PTB) da palha de cana-de-agucar. O PTA e o PTH tém como
caracteristicas solubilizar a fragdo hemicelulésica, enquanto o PTB tem a como objetivo a
remocdo da lignina presente na biomassa (SILVEIRA et al., 2015). Deste modo, em uma
segunda etapa do trabalho, foi avaliada a associacéo de tais métodos de pré-tratamento, com a
motivacdo de aumentar a disponibilidade e a digestibilidade enzimatica da celulose na palha
pré-tratada, através da remogdo combinada de lignina e hemicelulose. Para isso, primeiro foi
realizado a selecdo entre PTA e PTH. Na sequéncia, foi selecionado um fungo potencial para
ser aplicado no PTB e, em seguida, foi realizada a associacdo do tratamento biolégico com o

método de remocdo de hemicelulose selecionado.
6.2.1. PTAE PTH: SELECAO DO TRATAMENTO MAIS EFICIENTE

O PTA e o PTH foram realizados com amostras de palha de cana-de-agucar do lote 1.
As condicbes de tempo e temperatura do PTH foram baseadas nos estudos de Paredes e
colaboradores (DE SOUSA PAREDES et al., 2015). As condigOes usadas no PTA seguiram o
trabalho de Moutta e colaboradores, tais como: tempo, relacdo sélido:liquido e concentragédo
de &cido (MOUTTA et al., 2012). Deste modo, o presente trabalho conduziu os experimentos
nas mesmas condi¢fes anteriormente reportadas. A avaliacdo desses tratamentos teve como
objetivo selecionar o mais efetivo quanto a remocdo da hemicelulose e aumento da
digestibilidade enzimatica da palha de cana-de-agUcar para sua posterior associacao ao PTB.
Além disso, foram avaliadas duas diferentes granulometrias da palha de cana-de-agUcar,
cortada (aproximadamente 2 cm) e moida (850 - 180 um) (Figura 12), com o intuito de
analisar a possibilidade do tamanho do material de partida interferir na efetividade dos
tratamentos e na hidrélise enzimatica. Para isso, foi realizada a caracterizacdo quimica e a

hidrolise enzimética das amostras pré-tratadas.
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Figura 12: Amostra de palha de cana-de-aguUcar in natura nas duas granulometrias analisadas, A) cortada
(aproximadamente 2 cm) e B) moida (850 - 180 pum)

A Tabela 6 apresenta a composicdo quimica quanto as porcentagens de celulose,

hemicelulose e lignina para as amostras in natura e ap6s o PTA e o PTH das amostras

cortadas e moidas.

Tabela 6: Composicdo quimica para as amostras in natura e ap6s os tratamentos acido (PTA) e hidrotérmico
(PTH) da palha de cana-de-agUcar para as amostras cortadas (C) e moidas (M).

Composi¢ao (%)

Amostra

Celulose  Hemicelulose Lignina
in natura’ 37414 255+13 194+24
PTA-C 553+ 0,4 97+03 308%13
PTA-M 56,4 £0,2 10,0+04 30,1+0,6
PTH-C 55,4+0,9 80+04 304%10
PTH-M 60,9+2,0 81+03 305+19

! Amostra de palha de cana-de-agtcar in natura do lote 1.

Ao comparar a composi¢cdo da amostra in natura com as pré-tratadas pode-se observar
a reducdo do conteudo da fracdo hemiceluldsica, indicando que os dois tratamentos foram
eficientes na remocgdo desta fracdo. Tal resultado ja era esperado, visto que, ambos 0s
tratamentos apresentam como caracteristica hidrolisar a hemicelulose e solubilizar os agucares
provenientes da mesma (TEIXEIRA et al.,, 2014). Para realizar a compara¢do entre 0S
tratamentos e comparéd-los com os ja descritos na literatura, é necessario calcular sua

composicdo baseado na porcentagem de solidos recuperados apds os pré-tratamentos. Como
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tal recuperacdo ndo foi quantificada no presente estudo, nao foi possivel calcular o percentual
de hemicelulose solubilizada pelos pré-tratamentos, sendo encontradas remocdes na literatura
entre 80% e 95% de hemicelulose apés o PTA e o PTH (MOUTTA; FERREIRA-LEITAO;
BON, 2014b; SANTOS et al., 2014). Apenas com a analise composicional ndo é possivel
pressupor qual amostra apresentara a maior liberacdo de glicose durante a hidrolise
enzimatica, devido a influéncia de outros fatores na digestibilidade da celulose. Um estudo
avaliou as modificagdes proporcionadas por diferentes pré-tratamentos da biomassa de palha
de cana-de-agucar; os autores observaram que o PTH foi capaz de reduzir a cristalinidade da
celulose de forma mais efetiva quando comparado com o PTA (CARVALHO et al., 2015).
Como tal analise ndo foi realizada, seria interessante futuramente avaliar a cristalinidade das
amostras pré-tratadas com o objetivo de confirmar se a hipétese proposta por Carvalho se
aplica as nossas condicdes de tratamento.

Vale destacar, que apos avaliar a composi¢do das biomassas pré-tratadas, observou-se
que apenas o teor de celulose foi estatisticamente diferente (p<0,05) entre as amostras
cortadas e moidas submetidas ao mesmo tratamento, sendo os conteudos de hemicelulose e
lignina iguais (p>0,05). Tal fato nos indica que a remocdo da hemicelulose néo € influenciada
pelo tamanho do material de partida nas condi¢Oes estudadas. Assim, ndo haveria a
necessidade de gasto energeético para a moagem da biomassa em granulometria mais fina. Tal
resultado é de extremo interesse do ponto de vista industrial por poder proporcionar uma
economia de energia empregada na moagem (VIDAL et al., 2011). Kim e Lee (2002) (KIM,
2002) relataram que, dependendo do tempo de reacdo, a difusdo do acido pode influenciar na
composicdo da biomassa pré-tratada de forma mais expressiva que a granulometria da
amostra em si. Além disso, 0 mesmo estudo relatou uma relacdo entre o tamanho critico, a
partir do qual a granulometria passa a influenciar nos resultados, com o valor da difusdo do
acido durante o tratamento. Os fendmenos observados por Kim e Lee podem estar
relacionados com os resultados obtidos no presente trabalho, visto que, ndo foram observadas
diferencas composicionais entre o tamanho da amostra, tudo indica que o tamanho de

particula critico ndo foi alcangado.

ApOs constatar que a composicdo quimica das biomassas pré-tratadas foram
semelhantes, a hidrolise enzimatica das amostras foi realizada com o objetivo de avaliar o

aumento da digestibilidade enzimatica da celulose proporcionada pelos tratamentos. Para isso,
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foi quantificada a concentracdo de glicose liberada apos 72 horas de hidrdlise enzimatica das

amostras in natura e ap6s o PTA e o PTH (Figura 13).

25,00 100
21,92 22,73

’ - 90
= 20,00 - - 80 g
L L 70
v 4
o 14,45 v
S 15,00 - s 13,51 - 60 g

bo -

EE o
o 50 o
2 A o
O 10,00 - A L 40 £
z g
o L 30 £
U ﬁ
S 4,13 o
S 500 - A - 20

- 10

0,00 . . . , 0
C W C W
o - > - 2
.\003‘ ?‘P‘ Q“"" ?'«\ Q‘«\

Figura 13: Concentracdo de glicose, em g/L, apds 72 horas de hidrolise enzimética de amostras de palha de cana-
de-aglcar in natura e apds os tratamentos acido (PTA) e hidrotérmico (PTH), para as amostras cortadas (C) e
moidas (M), e o rendimento de conversio de celulose em glicose (A).*Concentragdes de glicose
estatisticamente iguais (p>0,05).

Concentracbes superiores de glicose foram obtidas na hidrélise enzimatica das
amostras pré-tratadas em relacdo a palha in natura. Isso confirma que ambos os tratamentos
foram eficazes em deixar a celulose mais disponivel a acdo enzimatica. Foram obtidos
diferentes rendimentos de conversdo para o PTH e para o PTA, 68% e 45%, respectivamente.
O PTH apresenta caracteristicas semelhantes ao pré-tratamento com explosdo a vapor, assim,
podemos comparar os resultados obtidos por Rocha e colaboradores (2015) (ROCHA et al.,
2015). Os autores obtiveram maiores rendimentos ao comparar o tratamento com explosdo a
vapor ao PTA no bagaco de cana-de-agucar, 71% e 56%, respectivamente, corroborando com
os resultados do presente trabalho. Como apresentado na Tabela 2, a disponibilidade de
celulose entre os tratamentos foi semelhante, entretanto maiores concentracdes de glicose
foram obtidas com o PTH, tal fato esta relacionado ao observado por Carvalho (2015), ao
verificar que o PTH tem a capacidade de promover maior reducéo da cristalinidade da
celulose, quando comparado com o PTA, aumentando a digestibilidade da fragdo celulolitica

e a efetividade das enzimas durante a hidrolise enzimatica.
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A concentracdo de glicose obtida a partir das duas granulometrias do PTH foi
estatisticamente igual (p>0,05). Ao hidrolisar a palha de trigo apds o tratamento “wet
oxidation” realizado com diferentes tamanhos de particulas, foi observado que maiores
concentracdes de glicose foram obtidas a partir de tamanhos de particulas menores. Ao
compararem as amostras com tamanhos de 53-149 um, 250-500 pum e 707-1000 um com a
amostra de referéncia de 2-4 cm, maiores concentraces de glicose foram obtidas nas duas
menores granulometrias analisadas. Entretanto, os autores relataram que tamanhos de
particulas proximos uma das outras ndo alteraram a concentragdo de glicose obtida
(PEDERSEN; MEYER, 2009). Durante o PTH além da solubilizacdo da fracao
hemicelulésica também ocorre a reducdo do tamanho do material (BEHERA et al., 2014).
Podemos observar na Figura 14 que as amostras pré-tratadas visualmente apresentam o
mesmo tamanho, assim, o material a ser hidrolisado apresenta a mesma granulometria, néo

interferindo na obtencéo de glicose.

Figura 14: Amostras de palha de cana-de-agUcar in natura e apés o PTH, cortadas e moidas. A) in natura
cortada; B) in natura moida; C) PTH cortado; D) PTH moido.
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A partir dos resultados obtidos, concluiu-se que o PTH apresentou maior eficiéncia
dentre os dois tratamentos analisados, por isso, foi selecionado a ser associado ao PTB. Em
relacdo a granulometria das amostras, foi observado que, tanto para a composi¢do das
amostras como para a liberacdo de glicose durante a hidrdlise enzimatica, ndo foi observado
diferenca entre as amostras cortadas e moidas, logo, 0os experimentos subsequentes foram

realizados com amostras cortadas.

6.2.2. PTB DA PALHA DE CANA-DE-ACUCAR IN NATURA
6.2.2.1. SELECAO DE POTENCIAIS FUNGOS A SEREM APLICADOS NO
PTB

Nesta etapa do trabalho foram avaliados sete fungos com potencial a serem aplicados no
PTB, entre eles: Cladosporium cladosporioides, C. sphaerospermum, Gloeophyllum trabeum,
Paraconiothyrium estuarinu, Phanerochaete chrysosporium, Pleurotus ostreatus e

Westerdykella dispersa (Figura 15).



56

Pleurotus ostreatus Phanerochaete chrysosporium Gloeophyllum trabeum Paraconiothyrium estuarinum

o

Cladosporium sphaerospermum Westerdykella dispersa

Figura 15: Crescimento dos fungos em placa de Petri contendo o meio Agar batata apds 7 dias de incubagdo.
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A selecdo foi realizada com base na perda de massa da palha de cana-de-agucar
proporcionada pelos fungos ap6s 20 dias de incubacdo. Esta perda massica estd diretamente
relacionada ao consumo dos componentes da biomassa, sendo assim, quanto maior a perda
massica maior a remocdo dos constituintes da amostra. A Tabela 7 apresenta os resultados de
perda massica proporcionada pelos fungos avaliados.

Tabela 7: Perda de massa proporcionada na palha de cana-de-aclcar pelos fungos C. cladosporioides, C.

sphaerospermum, G. trabeum, P. estuarinu, P. chrysosporium, P. ostreatus e W. dispersa apés 20 dias de pré-
tratamento biolégico.

Fungo Perda massica (%0)
Cladosporium cladosporioides 2,7+0,1
Cladosporium sphaerospermum 3,0+£0,9
Gloeophyllum trabeum 26,0+ 3,1
Paraconiothyrium estuarinum 1,7+£1,7
Phanerochaete chrysosporium 248+18
Pleurotus ostreatus 13,3+0,7
Westerdykella dispersa 2,6+0,8

Com base nos resultados apresentados na Tabela 8, as linhagens Cladosporium
cladosporioides, Cladosporium  sphaerospermum, Paraconiothyrium estuarinu e
Westerdykella dispersa ndo foram utilizados nas etapas subsequentes por terem
proporcionado perdas massicas inferiores a 3%, pois resultariam em uma baixa remocéo dos
componentes da biomassa. Por outro lado, Gloeophyllum trabeum, Phanerochaete
chrysosporium e Pleurotus ostreatus foram selecionados para serem utilizados no PTB por
terem proporcionado perdas massicas superiores, equivalentes a 26%; 24,8% e 13,3%,
respectivamente. Diferente de P. chrysosporium e P. ostreatus, os fungos ndo selecionados
para 0 PTB foram avaliados por serem pouco descritos na literatura e por serem utilizados
para estudos de degradacdo de corantes. Corantes apresentam estrutura complexa e devem ser
estaveis, quimica e termicamente. Estas caracteristicas se assemelham a lignina e para sua
degradacéo sdo necessarias enzimas extracelulares oxidativas, tais como as ligninases, que sao
também de interesse para o PTB (MARTINS et al., 2003). Por isso, em um primeiro
momento, a avaliacdo desses fungos se mostrou interessante. Entretanto, esses micro-

organismos pertencem a divisdo dos ascomicetos e os maiores decompositores de material
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vegetal sdo os basidiomicetos, divisdo a qual pertencem os fungos selecionados, G. trabeum,
P. chrysosporium e P. ostreatus (HATAKKA; HAMMEL, 2011b; MARTINEZ et al., 2005).

6.2.2.2. PTB COM OS FUNGOS SELECIONADOS

O PTB utilizando os fungos G. trabeum e P. chrysosporium foi realizado na palha in
natura do lote 2 e com o fungo P. ostreatus realizado na palha in natura do lote 1. As
amostras pré-tratadas foram submetidas a caracterizacdo quimica para determinar o teor de
carboidratos e lignina presentes nas amostras e o percentual de remo¢do dos componentes
durante o PTB. Para ser possivel determinar o percentual de redugdo de cada componente foi
necessario levar em conta a quantidade de sélidos recuperada ap6s o PTB. A Tabela 8
apresenta os resultados quanto a composicdo das amostras tratadas, a perda massica e o
percentual de remocdo dos componentes proporcionada por cada fungo e a seletividade
relativa para a remocao de cada componente da biomassa. A Figura 16 apresenta um esquema

para facilitar a compreensao dos dados de composicao das amostras pré-tratadas.
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Tabela 8: Composicdo quimica para as amostras pré-tratadas, a perda de massa e o percentual de remoc¢do dos componentes proporcionada pelos fungos Gloeophyllum
trabeum (P.Gt), Phanerochaete chrysosporium (P.Pc) e Pleurotus ostreatus (P.Po) ap6s o PTB e a seletividade relativa de remocéo apresentada pelos fungos.

Composicao Composicao Percentual de Seletividade relativa
P?rda (9/100 g biomassa) (9/100 g palha in natura) remocao (%) (SRel)*

Amostra massica

(%) Cel® Hem® Lig° Cel® Hem® Lig° Cel* Hem® Lig°| Cel® Hem” Lig°
in natura® - 374+14 255+13 194+24: 374+14 255+13 194124 - - - - - -
P.Po 179+0,7 433+03 256+05 189+05 356+02 210+03 155%05 48 176 202 018 044 0,38
in natura? - 3156+06 238+11 198+05 315+06 238%+11 19,8+05 - - - - - -
P.Gt 253+41 305+01 205+x03 192+03  228+0,1 153%0,2 14,3+ 02 27,6 353 27,5 0,38 0,37 0,24
P.Pc 382+16 364+10 279+0,7 190+x04  225+0,7 172+04 118%0,2 28,4 27,3 405 0,38 0,28 0,34

% Celulose; ® Hemicelulose; © Lignina; * Amostra de palha de cana-de-actcar in natura do lote 1; > Amostra de palha de cana-de-agUcar in natura do lote 2.* A seletividade
relativa (SRel) foi calculada baseado nas porcentagens de remocao dos polissacarideos e lignina. P.Gt, palha pré-tratada com o fungo Gloeophyllum trabeum. P.Pc, palha

pré-tratada com o fungo Phanerochaete chrysosporium. P.Po, palha pré-tratada com o fungo Pleurotus ostreatus.



60

A 17,98
Pré-tratamento c/ ? de massa removida
100 g de palha P. ostreatus
in natura* 82,1g 35,6 g de Celulose
. ! i
s de biomassa tratada ——— > | 21,0 g de Hemicelulose
15,5 g de Lignina

37,4 g de Celulose
25,5 g de Hemicelulose
19,4 g de Lignina

43,3 % de Celulose
25,6 % de Hemicelulose
18,9 % de Lignina

38,2 g
. —> d
Pré-tratamentoc/ de massa removida
P. chrysosporium
61,8¢g 22,5 g de Celulose
> . F—— i
de biomassa tratada 17,2gde Ijen;ucelulose
11,8 g de Lignina
36,4 % de Celulose
27,9 % de Hemicelulose
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Figura 16: Esquema determinando a composi¢ao quimica das biomassas pré-tratadas com os fungos Pleurotus ostreatus, Phanerochaete chrysosporium e Gloeophyllum

trabeum.
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Podemos observar que apos os 20 dias de PTB os trés fungos avaliados foram capazes
de reduzir o teor de todos os componentes da biomassa, em diferentes proporcdes. Era
esperado que P. chrysosporium e P. ostreatus removessem de forma seletiva a lignina, visto
que, sdo fungos da podriddo branca e que G. trabeum apresentasse remocdo majoritaria de
hemicelulose, por se tratar de um fungo da podriddo parda (MARTINEZ et al., 2005). Por ter
proporcionado a maior perda méssica apés o PTB, P. chrysosporium promoveu elevada
remocao dos componentes da amostra, mas sem elevada seletividade para a lignina, visto que,
também removeu 28,6% de celulose. O fungo G. trabeum nédo apresentou seletividade para
um determinado componente da amostra, pois removeu 27,7% de celulose, 35,7% de
hemicelulose e 27,6% de lignina. P. ostreatus foi o fungo avaliado a proporcionar a menor
perda massica e, por consequéncia, removeu a menor quantidade dos componentes da palha.
Contudo, foi o fungo que apresentou os resultados mais promissores, mesmo proporcionando
a menor remocdo de lignina (20%), visto que, consumiu apenas 4,9% de celulose, deixando a
amostra pré-tratada com o maior contelldo de celulose entre as analisadas. A diferenca da
efetividade dos fungos durante o PTB foi devido a diferenca das seletividades apresentadas.
Ao comparar o fungo P. chrysosporium com P. ostreatus, que proporcionaram a maior e a
menor remoc¢do de lignina, respectivamente, observa-se que mesmo removendo menor
porcentagem de lignina, P. ostreatus apresentou maior seletividade a este componente. A
diferenca entre esses dois micro-organismos se deu pela seletividade aos polissacarideos,
visto que, P. ostreatus apresentou maior seletividade para a hemicelulose e baixa seletividade
a celulose, enquanto P. chrysosporium ndo apresentou maior seletividade a um composto
especifico. O consumo de todos os componentes da palha pelo P. chrysosporium foi um
resultado inesperado, visto que ele € um fungo de podriddo branca e deveria apresentar
seletividade para a remocdo da lignina da amostra. Tal fato pode ser explicado pela divisdo
dentro dos fungos da podriddo branca. Nela existem o0s chamados “podriddo branca
simultanea” que degradam a celulose, hemicelulose e a lignina de forma relativamente igual, e
os “podridao branca seletivo” que apresentam seletividade para degradar a hemicelulose ¢ a
lignina, causando pouca alteragdo no contetdo de celulose (GOODELL; QIAN; JELLISON,
2008).
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A Figura 17 apresenta as microscopias confocais de fluorescéncia para as amostras in
natura (A), e apés o PTB com P. chrysosporium (B), P. ostreatus (C) e G. trabeum (D)
Estruturas com predominancia da cor vermelha indicam maior quantidade de lignina,
enquanto a cor verde representa a celulose presente na amostra. Assim, a amostra tratada com
P. chrysosporium apresenta maior contetudo de lignina exposto e baixo teor de celulose. Em
contrapartida, P. ostreatus removeu a lignina deixando a celulose exposta, como observado na
regido com verde intenso. Observa-se que os fungos apresentam mecanismos distintos para a
degradacdo da amostra. Enquanto P. ostreatus e P. chrysosporium causam poros na parede
celular da palha para acessar o interior da célula e promoverem sua degradacdo, G. trabeum
modificou as estrutura da parede causando desorganiza¢do com a criacdo de poucos poros.
Observa-se também que P. chrysosporium foi o fungo a consumir mais regides da amostra,
visto que, foram observadas grandes lacunas na estrutura, indicando que todo aquele material

foi removido pelo fungo.
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Figura 17: Microscopia confocal de fluorescéncia da amostra de palha de cana-de-aglcar in natura (A) e apds 0s
PTB com os fungos Phanerochaete chrysosporium (B), Pleurotus ostreatus (C) e Gloeophyllum trabeum (D).

A remocao dos constituintes da palha é realizada através das enzimas secretadas pelos
fungos durante o PTB, que degradam os compostos a substancias de menor massa molecular
para suprir a necessidade nutricional dos fungos durante seu desenvolvimento. Se tratando de
biomassas lignoceluldsicas, as enzimas necessarias para a sua degradacdo sdo as pertencentes
aos complexos celulolitico e ligninolitico. A Tabela 9 apresenta as atividades enzimaticas das
enzimas celuloliticas (FPAse e B-glicosidase) e ligninoliticas (lacase e manganés peroxidase)

secretadas pelos fungos durante o PTB.



64

Tabela 9: Atividade das enzimas celuloliticas (FPase e¢ B-glicosidase) e ligninoliticas (Lacase e Manganés
Peroxidase (MnP)) secretadas pelos fungos Pleurotus ostreatus, Phanerochaete chrysosporium e Gloeophillum
trabeum apds 20 dias de tratamento biologico.

Atividade enzimética . )
Dias  P.ostreatus P.chrysosporium  G. trabeum

(Ulg)
5 0,04 0,23 0,30
10 0,18 0,41 0,48
FPase
15 0,12 0,36 0,75
20 0,02 0,19 0,55
5 0,11 0,15 0,39
10 0,27 0,26 0,57
B-glicosidase
15 0,21 0,20 0,66
20 0,18 0,15 0,57
5 0,17 0 0
10 0,13 0 0
Lacase
15 0,10 0 0
20 0,05 0 0
5 0,05 0,10 0,10
10 0,10 0,11 0,10
MnP
15 0,13 0,13 0,13
20 0,13 0,13 0,20

A degradacdo da celulose é realizada pelas enzimas celuloliticas, assim, pode-se
observar que os fungos que proporcionaram as maiores degradacOes da celulose, P.
chrysosporium e G. trabeum, apresentaram maior atividade de FPase e B-glicosidase, quando
comparados com o fungo P. ostreatus que proporcionou apenas 4% de degradacéo. Para os
trés fungos analisados as atividades de FPase ¢ B-glicosidase apresentaram o0 mesmo padréo,

suas atividades méximas foram detectadas entre 0 10° e o 15° dia de incubag&o. Isso ocorre
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devido aos primeiros dias de tratamento o fungo estar comecando a colonizar a palha, deste
modo, ele comeca a se reproduzir lentamente tendo o0 maximo de atividade apds a colonizacéao
total da palha e as atividades vdo diminuindo devido a reducdo do substrato para sua acao por
causa do consumo para 0 desenvolvimento do fungo. As maiores atividades foram
quantificadas para o fungo da podriddo parda G. trabeum, onde no 15° de cultivo apresentou
0,75 U/g e 0,66 U/g de palha, para FPase e B-glicosidase, respectivamente. Comparando as
atividades maximas quantificadas de FPase e B-glicosidase, observa-se que o fungo P.
ostreatus apresentou atividades 7 vezes menor que G. trabeum, e atividade de FPase cerca de
4 vezes menor que P. chrysosporium. Por isso P. ostreatus foi responsavel por promover a
menor porcentagem de remocdo de celulose. A remocédo da lignina € feita pelas enzimas do
complexo ligninolitico, composto principalmente pelas enzimas lacase e as peroxidases
(manganés peroxidase, lignina peroxidase e versatil peroxidase) (PERALTA et al., 2017), no
presente estudos apenas foram quantificadas as atividades de lacase e manganés peroxidase.
Assim, observa-se que os fungos P. chrysosporium e G. trabeum, ndo apresentaram atividade
de lacase, enquanto que P. ostreatus apresentou atividade maxima no seu 5° dia de PTB de
0,17 U/g de palha e com o decorrer dos dias de cultivo a atividade foi decaindo até 0,05 U/g
de palha, no 20° dia. Ao contrario da enzima lacase, os trés fungos avaliados no PTB
apresentaram atividade de manganés peroxidase, sendo sua atividade crescente com o passar
dos dias de incubacéo. As atividades de MnP foram praticamente iguais para os trés fungos ao
longo do PTB, apenas diferenciando no 20° dia, quando G. trabeum apresentou 0,20 U/G,
enquanto P. ostreatus e P. chrysosporium apresentaram 0,13 U/g de palha. Deste modo
acredita-se que a maior degradacao proporcionada pelo fungo P. chrysosporium esteja ligada
a atividade de lignina peroxidase, visto que apresentou maior remoc¢do da lignina com as
mesmas atividades quantificadas dos outros dois fungos avaliados. A presenca das enzimas
ligninoliticas secretadas pelos fungos avaliados esta de acordo com o descrito na literatura,
visto que esses micro-organismos podem ser distribuidos em grupos de acordo com as
enzimas produzidas. Em sua maioria, é relatado que P. chrysosporium apenas apresenta as
enzimas peroxidases com a auséncia da lacase, enquanto que P. ostreatus apresenta a lacase e
pelo menos uma das peroxidases (PERALTA et al., 2017). Apos realizar a fermentacdo em
estado sélido da palha de sorgo utilizando os fungos P. ostreatus e P. chrysosporium por 20
dias, foram quantificadas as atividades de FPase, B-glicosidase e lacase, onde o fungo P.
ostreatus apresentou 1,32 U/g; 0,18 U/g e 5,65 U/g, respectivamente. Atividades 10 vezes

maior de FPase, a mesma atividade de B-glicosidase e atividade de lacase cerca de 40 vezes
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maior do que as quantificas no presente trabalho. Atividades superiores de FPase e P-
glicosidase, além de atividade de lacase (0,70 U/g) foram quantificadas no extrato enzimatico
do fungo P. chrysosporium (CARDOSO et al., 2018). Assim como no presente trabalho, ndo
foi detectada atividade de lacase ap0s realizar a fermentacdo em estado sélido por 14 dias com
o fungo P. chrysosporium, entretanto foi quantificada atividade de manganés peroxidase de
6,32 U/g de cana-de-acucar, em torno de 45 vezes superior a determinada no presente
trabalho. Também foi avaliado o fungo Pleurotus sp. tendo apresentado atividade de lacase e
manganés peroxidase cerca de 100 e 23 vezes superiores as determinadas no presente
trabalho, respectivamente (MAZA et al., 2014). A diferenca das atividades observadas pode
ser devido a utilizacdo de fungos isolados da propria cana-de-agclcar por Maza e
colaboradores (2014), fazendo com que esses micro-organismos ja estejam adaptados a
degradar tal biomassa.

Com o objetivo de analisar o quanto as modificagdes promovidas pelos fungos durante
o PTB alteraram a digestibilidade da celulose, foi realizado o experimento de hidrolise
enzimatica das amostras pré-tratadas. A Figura 18 apresenta a concentragdo de glicose obtida

apos 72 horas de hidrolise enzimatica e os respectivos rendimentos de conversao de celulose

em glicose.
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Figura 18: Concentracdo de glicose, em g/L, apds 72 horas de hidrélise enzimatica de amostras de palha de cana-
de-aglcar in natura dos lotes 1 e 2 e ap6s o PTB com os fungos Gloeophyllum trabeum, Phanerochaete
chrysosporium e Pleurotus ostreatus, e o rendimento de conversdo de celulose em glicose (A).
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As amostras pré-tratadas com os fungos P. chrysosporium e G. trabeum apresentaram
teores de celulose disponiveis similares, entretanto, os resultados de concentracao de glicose
obtidos na hidrolise enzimatica foram superiores para a amostra tratada com G. trabeum. Tal
fato pode ter ocorrido devido ao fungo de podriddo parda ter reduzido a cristalinidade da
celulose da sua amostra, aumentando a digestibilidade da mesma, enquanto o fungo da
podriddo branca ndo apresentou tal capacidade (COHEN; SUZUKI; HAMMEL, 2005).
Dentre os fungos analisados durante o PTB, P. ostreatus foi o Unico a proporcionar
modificagOes na palha de forma a aumentar a disponibilidade e a digestibilidade da celulose,
aumentando a liberacdo de glicose durante a hidrélise enzimatica, por isso foi selecionado a

ser associado ao PTH.

6.3. ASSOCIACAO DO TRATAMENTO BIOLOGICO COM O TRATAMENTO
HIDROTERMICO

Apbs o PTH ter sido selecionado para a associacdo e o fungo P. ostreatus ter sido
selecionado para ser utilizado no PTB, foram testadas duas formas de associacdo: PTH
seguido do PTB e PTB seguido do PTH. Na associacdo em que foi realizado primeiro o PTH,
a amostra apresentou baixo teor de carboidratos disponiveis para 0 consumo e
desenvolvimento do fungo durante o PTB, impedindo a realizacdo desta associacdo. Deste
modo, os resultados obtidos e que serdo discutidos sdo referentes a associacdo do PTB
seguido do PTH. Para determinar as modificagOes estruturais promovidas pela associacao, foi
necessario realizar a caracterizacdo quimica das amostras pré-tratadas. A Tabela 10 apresenta
a composicdo quimica para as amostras pré-tratadas.

Tabela 10: Composi¢do quimica para as amostras apds o tratamento bioldégico com o fungo Pleurotus ostreatus

(PTB), com o tratamento hidrotérmico (PTH) e a associacdo do tratamento biolégico seguido do tratamento
hidrotérmico (PTBH).

Composicéo (%)

Pré-tratamento

Celulose Hemicelulose Lignina
in natura’ 37414 255+13 194+24
PTB 433+0,3 256+05 189+05
PTH 55,4+0,9 80+04 30410
PTBH 68,3+29 52+02 238+13

! Amostra de palha de cana-de-actcar in natura do lote 1
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Podemos observar que ao realizar a associacdo do PTB seguido do PTH, conseguimos
potencializar a remocédo da fracdo hemicelul6sica, visto que, com apenas o PTH a biomassa
apresentou 8% de hemicelulose e ap6s a associagdo passou a apresentar um percentual menor
(5,2%). O aumento da reducdo da hemicelulose nos indica que, ao realizar o PTB e remover a
lignina da amostra, a fragdo hemicelulosica foi mais facilmente solubilizada durante o PTH. O
mesmo efeito foi observado ao pré-tratar a biomassa de Populus tomentosa utilizando os
fungos Lenzites betulina e Trametes ochracea durante 4 semanas de PTB e associa-lo ao PTH
em diferentes condi¢des. Os autores relataram que o conteddo de hemicelulose foi mais
facilmente solubilizado em todas as condicdes de PTH analisadas, consequentemente
aumentando a obtencdo de glicose durante a hidrélise enzimatica (WANG et al., 2012). Apds
constatarmos a maior remocéo da hemicelulose e disponibilidade da celulose na amostra pela
associacdo dos tratamentos, esperavamos obter maior concentragdo de glicose durante a
hidrolise quando comparada com a amostra do PTH. A Figura 19 apresenta a concentracao de
glicose liberada ap6s 72 horas de hidrolise enzimatica das amostras in natura e apos o PTB,
PTH e PTBH.
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Figura 19: Concentracdo de glicose, em g/L, ap6s 72 horas de hidrolise enzimatica das palhas de cana-de-agucar
“in natura 1” e apds o tratamento bioldgico com o fungo Pleurotus ostreatus (PTB), com o tratamento
hidrotérmico (PTH) (170 °C por 40 minutos) e a associagdo biolégico seguido do hidrotérmico (PTBH), além do

rendimento de conversdo de celulose em glicose (A).* liberacdes de glicose estatisticamente diferentes
(p<0,05).
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Apds a hidrdlise enzimatica das amostras pré-tratadas, podemos observar que foram
obtidas maiores concentracdes de glicose com amostras da associacdo do PTB seguido do
PTH. As concentracGes de glicose obtidas apds o PTH e da associacdo do PTB seguido do
PTH séo estatisticamente diferentes, mostrando assim, que a associacdo dos tratamentos

possibilitou uma hidrdlise enzimatica mais eficiente e com maior liberacdo de glicose.

Ensilagem é uma técnica de PTB que vem sendo estudada e empregada durante o
armazenamento Umido da biomassa lignocelulésica (AMBYE-JENSEN et al., 2013b). Ao
realizarem a ensilagem com posterior aplicacdo do PTH no bagaco de cana-de-agucar, foram
obtidas maiores concentracGes de glicose durante a hidrélise enzimatica da amostra apos a
associacdo, comparada com a mesma condicdo do PTH. Também foi relatado pelos autores a
obtencdo de rendimentos superiores de etanol, mostrando a aplicabilidade no processo de
producdo de etanol de segunda geracdo (AMBYE-JENSEN et al., 2018). Esse mesmo grupo
de pesquisa demonstrou em 2013 que ao realizar a ensilagem associada ao PTH da palha de
trigo foi possivel reduzir a temperatura do PTH em 20 °C e manter a concentracdo de glicose
obtida na hidrdlise enzimatica (AMBYE-JENSEN et al., 2013a). Levando em conta 0s
resultados obtidos no presente trabalho e a possibilidade de redugdo da temperatura do PTH

ao associa-lo com o PTB, foram analisadas novas condi¢des de PTH.

6.3.1. AVALIACAO DO PTH EM DIFERENTES CONDICOES, DA ASSOCIACAO
DO PTB COM PTH E O FATOR DE SEVERIDADE COMBINADA

O fator de severidade combinada nos indica a chance dos carboidratos presentes na
amostra serem convertidos em furfural e hidroximetilfurfural, reduzindo o teor de agUcares na
biomassa tratada. Esse fator leva em consideracéo o pH da fracdo liquida produzida durante o
PTH, a temperatura e o tempo de processo. Quanto maior esse fator, mais agressivo é o
tratamento para a amostra (CHUM; JOHNSON; BLACK, 1990; FERREIRA-LEITAO et al.,
2010a). Por isso, a possibilidade de realizar o PTH em condigdes mais brandas tem como
objetivo reduzir o fator de severidade e a degradacdo dos acUcares da palha durante o
tratamento. Para isso, as novas condi¢es do PTH avaliadas foram com temperatura reduzida
em 10 °C e/ou com o tempo reduzido em até 30 minutos. A Figura 20 apresenta a
concentragédo de glicose liberada na hidrolise enzimatica e o fator de severidade combinada,
para as diferentes condi¢des do PTH (160 °C por 10 minutos, 160 °C por 40 minutos e 170 °C

por 40 minutos), realizado separadamente e em associagdo com o PTB.
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Figura 20: Concentracdo de glicose, em g/L, ap6s 72 horas de hidrolise enzimética das palhas de cana-de-agUcar
o0 tratamento hidrotérmico em diferentes condi¢des (PTH) e a associa¢do bioldgico seguido do hidrotérmico
(PTBH), e o fator de severidade combinada (A ).*° Concentragdes de glicose estatisticamente iguais (p>0,05).

Ao analisarmos o PTH sem associacdo e utilizando a condicdo de 170 °C por 40
minutos como referéncia observamos que, ao reduzir o tempo e a temperatura (160 °C por 10
minutos) obtemos menor concentracdo de glicose e ao reduzir apenas a temperatura (160 °C
por 40 minutos), as concentraces de glicose sdo estatisticamente iguais. Ao analisarmos a
associacdo do PTB com o PTH utilizando novamente a condicdo referéncia (170 °C por 40
minutos) observamos que, ao reduzir o tempo e a temperatura (160 °C por 10 minutos) o fator
de severidade é drasticamente reduzido e sdo obtidas menores concentracdes de glicose.
Entretanto, ao reduzir apenas a temperatura (160 °C por 40 minutos) foram obtidas
concentracdes de glicose estatisticamente iguais e um fator de severidade menor. Deste
modo, a reducdo simultanea das variaveis tempo e temperatura ndo é favoravel ao processo
devido a menor concentracdo de glicose obtida, e a reducdo de 10 °C no tratamento néo
influencia a obtencdo de glicose, durante 0 PTH e a associagéo. Entretanto, a associa¢do do
PTB seguido do PTH realizado a 160 °C por 40 minutos resultou em um tratamento com
menor fator de severidade, quando comparado com a condi¢do 170 °C por 40 minutos, sendo
assim a melhor condicdo a ser conduzido o processo pela menor conversdo dos seus
carboidratos aos inibidores. Analisando a melhor condigdo observada (160 °C por 40
minutos), a hidrolise enzimatica da amostra apds a associacdo liberou maior concentragéo de

glicose quando comparada a amostra ap6s PTH, mostrando a eficiéncia da associacao.
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Diferente do presente trabalho, ao realizar o tratamento hidrotérmico na palha de cana-de-
acucar com o objetivo de avaliar a interferéncia do tempo (10-15 minutos) e temperatura
(180/195 °C) na solubilizacdo das fracOes, foi observado que o tempo de residéncia ndo
apresenta influéncia no processo e que maiores remocdes foram obtidas em temperaturas mais
altas. O mesmo ocorreu para a obtencdo de glicose durante a hidrolise enzimatica, quanto
maior a temperatura do PTH maior a liberacdo de glicose pela amostra pre-tratada. A nao
influencia da temperatura observada pode ser explicada pela baixa diferenca entre condigdes
de tempo avaliadas (OLIVEIRA et al., 2014).

A Tabela 11 apresenta a composi¢cdo quimica das amostras ap6s o PTH e da
associacdo do PTB seguido do PTH nas diferentes condicdes realizadas e os rendimentos de
conversao de celulose em glicose ap6s a hidrolise enzimatica. Podemos observar que na
associacdo do PTB seguido do PTH a 160 °C por 40 minutos foi obtida o maior rendimento
de conversdao de celulose em glicose (78%), comprovando que a associagdo entre 0s
tratamentos aumenta a disponibilidade e a digestibilidade enzimaética da celulose presente na
amostra e que essa técnica pode ser utilizada como método de pré-tratamento com elevada
eficiéncia.

Tabela 11: Composi¢do quimica para as amostras apés o tratamento hidrotérmico (PTH) nas condicdes de 160

°C/10 minutos, 160 °C/40 minutos, 170 °C/40 minutos e a associa¢do do tratamento bioldgico seguido do
tratamento hidrotérmico (PTBH).

Rendimento na hidrdlise

Amostra Condicéo Celulose Hemicelulose Lignina .
enzimatica (%)*
170 °C/40 minutos 55,4+0,9 80+04 304+10 68,3
PTH 160 °C/40 minutos 51,8+1,6 55+09 324+16 65,7
160 °C/10 minutos 498+1,1 9,1+01 333+04 51,3
170 °C/40 minutos 68,3+29 52+02 238+13 62,6
PTBH 160 °C/40 minutos 60,9 +1,0 6,1+0,4 26831 78,5
160 °C/10 minutos 62,1+0,6 6,7+02 258+0,6 56,9

* Rendimento de conversdo de celulose em glicose ap6s 72 horas de hidrolise enzimatica
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Deste modo, mesmo com o fungo P. ostreatus ndo tendo apresentado elevada
eficiéncia no PTB, foi possivel realizar a associacdo do PTB seguido do PTH e obter maiores
concentragdes de glicose durante a hidrdlise enzimética, quando comparado com as amostras
apenas com PTH. Além disso, a associagao possibilitou realizar o PTH com uma temperatura
10 °C menor e obter concentracdes de glicose estatisticamente iguais, nas condi¢des de 170
°C por 40 minutos e 160 °C por 40 minutos. Apesar da amostra apds a associagdo na condicdo
do PTH de 160 °C por 40 minutos apresentar o menor teor de celulose, dentre as amostras
apos a associacdo, esta apresentou o maior rendimento de conversdo de celulose em glicose
dentre todas as amostras avaliadas, indicando o aumento da digestibilidade da celulose
presente na palha de cana-de-acucar. Com isso, a estratégia de associar o PTB com o PTH
mostrou ser promissora, sendo necessario a busca por um micro-organismo mais eficiente ao

utilizado no PTB com o intuito de aumentar a eficiéncia da associagéo.
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7. CONCLUSOES
Com os resultados obtidos nos presente trabalho podemos concluir que:

e Tanto o PTA como o PTH foram eficientes na solubilizacdo da fracdo hemicelulésica,
visto que reduziram seu conteudo quando comparado a amostra in natura, sendo o
PTH o mais eficaz, pois proporcionou mudancgas na estrutura na palha de cana-de-
acucar aumentando a disponibilidade e a digestibilidade da celulose e favoreceu a
obtencdo de glicose durante a etapa de hidrolise enzimatica. Assim o PTH foi
selecionado para ser associado ao PTB.

e As granulometrias da amostra estudadas ndo influenciaram a hidrdlise e solubilizagdo
da hemicelulose proporcionada pelo PTA e pelo PTH e a obtencéo de glicose durante
a hidrdélise enzimatica, o que pode representar uma economia energética em relacdo a
etapa de moagem.

e Os fungos Cladosporium cladosporioides, Cladosporium sphaerospermum,
Paraconiothyrium estuarinu e Westerdykella dispersa proporcionaram baixa perda
maéssica a palha de cana-de-agucar, e por isso foram descartados da continuidade do
trabalho;

e Gloeophyllum trabeum, Phanerochaete chrysosporium e Pleurotus ostreatus
proporcionaram elevada perda de massa a palha de cana-de-aclicar e foram
selecionados para serem avaliados no PTB;

e Durante o PTB, P. ostreatus foi o fungo mais eficiente, visto que, mesmo
proporcionando a menor perda massica (17,9%) e removendo a menor quantidade de
lignina (20%), foi o fungo mais seletivo para a remocdo da lignina e aumentou a
disponibilidade e a digestibilidade da celulose da amostra pré-tratada;

e A associagdo do PTB com PTH quando realizado a 170 °C por 40 minutos
potencializou a remoc¢do da hemicelulose pelo PTH, quando comparado a amostra
apenas com PTH, apresentando maior liberacdo de glicose ap0s a hidrélise enzimética
da biomassa pré-tratada;

e Com a associacdo do PTB seguido do PTH foi possivel realizar o PTH com uma
temperatura 10 °C inferior (160 °C por 40 minutos), mantendo a concentracdo de
glicose obtida e aumentando o rendimento de converséo de celulose em glicose de
62,6% para 78,5%;



74

e Ao associar o PTB e o PTH foi possivel realizar a remogdo combinada da lignina e da
hemicelulose, juntando o potencial dos dois tratamentos realizados, fazendo com que a
biomassa pré-tratada apresentasse maior contetdo de celulose disponivel e
aumentando a digestibilidade enzimética da amostra. Além disso, foi possivel realizar

um PTH em condig¢des mais amenas.
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8. PERSPECTIVAS

Apls demonstrar que a associacdo do tratamento bioldgico seguido do hidrotérmico
apresentou resultados promissores, seria interessante a busca por um micro-organismo mais
eficiente na remocéo seletiva da lignina a ser utilizado no tratamento bioldgico. Tal busca é
necessaria, pois se acredita que resultados mais expressivos ndo foram alcancados devido a
etapa do pré-tratamento biologico ndo ter se mostrado tdo eficiente quanto o esperado, Vvisto
que, mesmo o fungo P. ostreatus sendo descrito na literatura como um eximio produtor das
enzimas ligninoliticas, o tratamento bioldgico ndo apresentou rendimentos muito superiores a
amostra in natura. Desse modo, na continuidade desse estudo, a selecdo de uma nova
linhagem poderia ser realizada para que a etapa de associacdo possa ser avaliada de forma
mais completa, através da avaliacdo de um espectro mais amplo de condi¢Ges de tempo
utilizando um planejamento experimental para avaliar as varidveis de temperatura e relacéo

solido:liquido na associagao.
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