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RESUMO

POMPEU, G. B. Comportamento enzimatico de quatro fungos lignoceluloliticos
crescidos em bagaco e palha de cana-de-acUcar e expostos a duas concentracbes de
nitrogénio, visando a producdo de etanol. 2010. 96p. Tese (Doutorado em Ciéncias) —
Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sdo Paulo, Piracicaba, 2010.

Estima-se que o Brasil produza no ano de 2010 cerca de 160 milhGes de toneladas de bagago e
palha de cana-de-aglcar. O bagaco é um subproduto decorrente do esmagamento da cana,
constituido por fibras, particulas de terra e residuos de caldo. A palha é o material
remanescente encontrado na superficie da area plantada, ap6s a colheita, constituida por
fracBes de folhas, ponteiros, colmos e raizes. Estes subprodutos séo utilizados como fonte de
energia dentro das proprias usinas e destilarias. Porém, com o interesse mundial voltado para
0 uso de outras fontes de energia, além do petr6leo, a importancia do emprego destes
substratos na producdo de etanol, aumentou. As fibras presentes nestes subprodutos sé@o
constituidas principalmente por celulose, hemicelulose e lignina. Os mecanismos enzimaticos
envolvidos na degradacgéo destes materiais, resultando na conversdo da biomassa em produtos
de alto valor agregado, sdo bastante complexos, necessitando da participacdo de enzimas
lignoceluloliticas produzidas, sobretudo por fungos. Este estudo visou a caracterizagdo
enzimatica lignoceluldsica e a liberacdo de agucares redutores por fungos ligninoliticos e
celuloliticos, expostos a duas concentracbes de nitrogénio e o comportamento destes
organismos perante situacdo de estresse nutricional. Os fungos utilizados foram Pleurotus
sajor caju, Phanerochaete chrysosporium, Trichoderma reesei e Aspergillus niger,
selecionados em trabalhos anteriores. Estes organismos foram inoculados em frascos
Erlenmeyers, contendo bagaco e palha de cana pré-tratados com H,SO, (0,5%) e duas
concentracdes de nitrogénio (0,5% e 1% de extrato de levedura), por 15 dias. Diariamente,
foram coletadas amostras e analisadas quanto a concentracdo de proteinas, atividade
especifica de Lacase, Peroxidases, Manganés peroxidase, Endoglicanases, atividade
celulolitica total, Superdxido dismutase (SOD), Catalase (CAT) e quantificacdo de acUcares
redutores. A enzima SOD foi analisada através de PAGE nédo desnaturante e o perfil protéico
observado em SDS-PAGE. As demais analises foram realizadas em espectrofotémetro. O
meio contendo 0,5% de extrato de levedura foi favoravel ao crescimento dos fungos P. sajor
caju e T. reesei, e 0 meio com 1% de extrato foi favoravel a P. chrysosporium e A. niger.
Quanto & producdo das enzimas ligninoliticas (umol.min™.mg proteina™), a maior producéo
de Lacase foi observada em P. sajor caju (2,2; 1%; 13° dia), de Peroxidases também para P.
sajor caju (1,5; 1%; 12° dia) e MnP para T. reesei (0,172; 1%; 4° dia). A maior atividade
celulolitica total (FPU.mg proteina™) e de Endoglicanases (CMC.mg proteina™) foi observada
para T. reesei (10,1 e 20,6; 0,5%; 7° dia, respectivamente). Quanto a maior liberacdo de
acUcares redutores, P. chrysosporium (0,757 mgAR.gBS™; 1%: 9° dia). Foram observadas até
quatro isoformas de SOD que variaram entre os fungos, concentracdes de nitrogénio e dias.
As maiores atividades de CAT (umol.min™.mgproteina™) foram observadas para P. sajor caju
(0,811; 5° dia), T. reesei (0,726; 1° dia), P. chrysosporium (0,441; 3° dia) e A. niger (0,194;
10° dia), todos na concentracdo de 0,5%. As espécies, as concentracdes de nitrogénio e o
periodo de incubacdo influenciaram no crescimento, nas atividades enzimaticas e na liberacéo
de acucares redutores dos fungos.

Palavras-chave: P. sajor caju. T. reesei. Lacase. Celulases. EAOs. Etanol.



ABSTRACT

POMPEU, G. B. Enzymatic behavior of four lignocellulolytic fungi grown on sugarcane
bagasse and straw, exposed to two concentrations of nitrogen, aiming the production of
ethanol. 2010. 96p. Tese (Doutorado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura,
Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2010.

It is estimated that Brazil will produce in 2010 about 160 million tons of sugarcane bagasse
and straw. The bagasse is a byproduct resulting from the crushing of sugarcane, consisting of
fibers, particles of dirt and waste broth. The straw is the material found on the surface of the
remaining crop, after harvest, consisting of fractions of leaves, pointers, stems and roots.
These products are used as an energy source within their own mills and distilleries. However,
with the global interest focused on the use of other energy sources instead of petroleum, the
importance of using these substrates in ethanol production increased. The fibers in these
products are composed primarily of cellulose, hemicellulose and lignin. The mechanisms
involved in enzymatic degradation of these materials, resulting in conversion of biomass into
high value added products, are quite complex, requiring the participation of lignocellulolytic
enzymes produced mainly by fungi. This study aimed to a lignocellulosic enzymatic
characterization and the release of reducing sugars by ligninolytic and cellulolytic fungi
exposed to two concentrations of nitrogen and the behavior of these organisms against a
nutritional stress situation. The fungi used were Pleurotus sajor caju, Phanerochaete
chrysosporium, Trichoderma reesei and Aspergillus niger, selected from previous work.
These organisms were inoculated in Erlenmeyer flasks containing sugarcane bagasse and
straw pretreated with H,SO, (0.5%) and two concentrations of nitrogen (0.5% and 1% yeast
extract) for 15 days. Daily samples were collected and analyzed for proteins concentration,
specific activity of Laccase, Peroxidases, Manganese Peroxidase, Endoglucanases, total
cellulolytic activity, Superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and quantification of total
sugar. The enzyme SOD was analyzed by native PAGE gels and the protein profile observed
in SDS-PAGE. Other analyses were performed on a spectrophotometer. The medium
containing 0.5% yeast extract was favorable to the growth of fungi P. sajor caju and T. reesei
and the medium with 1% extract favored P. chrysosporium and A. niger. Regarding the
production of lignilolytic enzymes (umol.min™t.mg protein™), the highest activity of Laccase
was found in P. sajor caju (2.2, 1%, 13 days), for Peroxidases also in P. sajor caju (1.5, 1%,
day 12) and MnP in T. reesei (0.172, 1%, day 4). The highest total cellulolytic activity
(FPU.mg protein™) and Endoglucanases (CMC.mg protein™) was observed for T. reesei (10.1
and 20.6, 0.5%, day 7, respectively). As for the highest release of total sugars, P.
chrysosporium (0.757 mgAR.gBS™, 1%, 9 day). It was observed up to four SOD isoforms
that varied from fungi, nitrogen concentrations and days. The highest CAT activities
(umol.min.mg protein™) were observed for P. sajor caju (0.811, 5 days), T. reesei (0.726,
day 1), P. chrysosporium (0.441, day 3) and A. niger (0.194, 10 days), all at 0.5%
concentration. The species, nitrogen concentrations and the period of incubation influenced
the growth, the enzymatic activity and the release of total sugars in the fungi.

Key-words: P. sajor caju. T. reesei. Laccase. Cellulases. ROS. Ethanol.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-acucar com cerca de sete milhdes de
hectares de area plantada, seguido por India, Tailandia e Australia (UNICA, 2010). Esta
cultura é totalmente aproveitada, desde a producdo de acucar e alcool até a utilizacdo dos
subprodutos como bagaco, palha e vinhaca (RIPOLI; RIPOLI, 2004). Pesquisas utilizando o
bagaco e atualmente a palha da cana visam o emprego destes subprodutos, ricos em fibras
como a celulose, na producdo de etanol, chamado entdo de bicombustivel de segunda geracéo.

Segundo a UNICA (Unido da Industria de Cana-de-Acucar), a safra de cana estimada
para este ano (2010) é de 573,8 milhdes de toneladas. Deste total 56% deverao ser destinados
a producdo de etanol (26,4 bilhdes de litros) e os 44% restantes deverdo ser utilizados na
producdo de actcar (33,7 milhdes de toneladas) (AGROSOFT BRASIL, 2010b).

O estudo das enzimas que degradam a celulose, chamadas de celulases, iniciou-se no
poOs-guerra (década de 50), nos Estados Unidos, com o objetivo de bioconversdo de materiais
lignoceluldsicos visando a producdo de combustivel (GALVAGNO; FORCHIASSIN, 2004).

A celulose é um carboidrato proveniente da biomassa terrestre e maritima, com uma
taxa de sintese de aproximadamente 4x10™ toneladas.ano™ estimulando pesquisas para sua
utilizagdo como combustivel de fonte renovavel (BEGUIN, 1990). E geralmente encontrada
na forma de complexos que afetam sua degradacdo natural tanto quanto a atividade
microbiana (LESCHINE, 1995).

A hidrélise enzimética da celulose € um processo complexo que requer a participacdo
de diversas enzimas celuloliticas sendo as de origem fungicas as mais estudadas. O
mecanismo classico da degradacdo enzimatica da celulose envolve a acéo sinérgica por parte
das endoglicanases e exoglicanases. Estas enzimas hidrolisam a celulose na forma sélida em
componentes soliveis enquanto a B-glicosidase catalisa a hidrolise das ligacdes glicosidicas
levando ao aparecimento de duas moléculas de glicose livres na forma soluvel (ZHANG,
2006). Entretanto, para atingir a celulose, é necessaria a degradacdo de outros polimeros que
se encontram fixados a celulose, principalmente hemicelulose, lignina e pectina (ENARI,
1983).

A proposta deste trabalho foi estudar o comportamento enzimatico de fungos com
potencial para a producdo de enzimas celuloliticas e ligninoliticas que degradam o complexo
lignocelulésico do bagaco e da palha da cana, permitindo o acesso a glicose presente na
celulose. Para tanto, foram utilizados os fungos Pleurotus sajor caju, Phanerochaete

chrysosporium, Trichoderma reesei e Aspergillus niger, os quais secretam ampla variedade de
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enzimas extracelulares. Além disso, foram quantificados os agUcares redutores a fim de uma
posterior identificacdo e possivel fermentacdo do material. Para finalizar, foram analisadas
duas enzimas que participam do mecanismo de defesa dos fungos quanto a condicGes de
estresse, com o intuito de verificar se 0s meios de cultivo destes materiais podem interferir no

comportamento destes organismos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Cana-de-acucar

A cana-de-aglcar € uma graminea cultivada em regides tropicais e subtropicais,
apresentando a propriedade de sintetizar e armazenar significativa quantidade de sacarose
(entre 14 a 24%) em seus tecidos de reserva (NOGUEIRA; VENTURINI FILHO, 2005).

E uma cultura semi-perene, permitindo cerca de cinco cortes. Dependendo da
variedade utilizada e da época do ano que sera realizado o plantio, devem ser plantadas de 12
a 16 gemas por metro, evitando assim falhas no canavial. No estado de Sdo Paulo as
variedades de cana estdo divididas em trés blocos: cana de ano e meio (plantada entre
fevereiro e maio, possuindo boa produtividade e tempo de crescimento de 15 a 18 meses, com
variedades precoces, médias e tardias); cana de inverno (plantada entre final de maio a
agosto/setembro, desenvolvendo-se no periodo de baixas temperaturas, utilizadas quando ha
possibilidade de irrigacéo e seu tempo de crescimento é de 12 a 14 meses); e por fim, a cana
de ano (plantada entre setembro e novembro, no inicio das chuvas da primavera, exigindo
solos férteis, devendo ficar prontas para a colheita do meio para o final da safra, havendo a
necessidade de tratos culturais como controle de pragas e ervas daninha) (UNICA, 2010).

A planta é composta por duas partes: uma subterranea (rizomas e raizes) e outra aérea
(colmo, folhas e flores). O colmo é constituido de nds e entrends e possui um sistema com
duas fases, a fase insoltvel, também chamada de fibra, constituida por celulose, hemicelulose
e lignina e a fase soluvel cujo caldo contém agua e substancias orgéanicas, dentre as quais a
sacarose. A funcdo do colmo é de suportar a parte aérea, conduzir 4gua e nutrientes do solo
para as folhas onde os agucares sdo sintetizados, transportar estes carboidratos para as outras
partes da planta e armazenar sacarose e outras substancias (NOGUEIRA; VENTURINI
FILHO, 2005).

A composi¢cdo quimica do colmo é influenciada pelo clima, propriedades fisicas,
quimicas e microbiologicas do solo, tipo de cultivo empregado, variedade, estagio de
maturacdo e idade da planta, sendo que a variacdo desta composicdo ocorre
quantitativamente. Qualitativamente, € semelhante em todas as variedades, sendo constituida
de agua (£70%), matéria organica (x25%) e matéria mineral (x0,5%). Estes constituintes nao
se encontram nas mesmas proporcoes nas diferentes partes do colmo (NOGUEIRA,;
VENTURINI FILHO, 2005).
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Depois de colhida, a cana é transportada para a industria, onde é lavada, picada e seu
caldo é extraido. O caldo passa por peneiras e tratamento quimico para regular o pH. Em
seguida, € aquecido a 105°C, passando depois pelo processo de purificacdo para a retirada de
residuos. E decantado e, por meio da evaporagio, é concentrado, recebendo o nome de
xarope. Para a producdo de aclcar, o xarope passa pelo processo de cristalizacdo por
cozimento ou por resfriamento. Dos cristalizadores, o acUcar passa para a fase de
centrifugacdo e, em seguida, pela secagem. O acUlcar € entdo transferido para sacos de 50
quilos. Para a obtencdo do alcool, o caldo é fermentado, apds tratamento de purificacdo por
meio da pasteurizacdo. A fermentagdo ocorre em tanques, obtendo-se teor alcodlico de 7 a
10%, passando a se chamar vinho. O vinho é entdo resfriado e centrifugado para separar as
leveduras, passando, em seguida, para as colunas de destilacdo. O alcool resultante é o
hidratado, a 96° GL. O anidro passa por outro processo de desidratacdo para chegar a 99,7°
GL. (UNICA, 2010).

Relatou-se que esta planta pode ser totalmente aproveitada. Apds o corte, as pontas da
cana, que ficam no campo, podem ser usadas como adubo ou ragdo. O bagaco obtido apos a
moagem dos colmos pode ser aproveitado, entre outros, na geracdo de energia. (informacéo
pessoal)*. Apos a fermentacdo do caldo, as leveduras empregadas no processo podem servir
como racdo animal. Seguido da destilacdo, a vinhaca produzida pode ser usada na
fertirrigacdo e por fim, apos a concentracao do caldo, a borra pode ser empregada como racéo
animal (O NOVO CICLO DA CANA, 2005).

O processamento de uma tonelada de cana gera, em média, 280 kg de bagaco (VITTI
et al., 1998). Este subproduto é constituido por celulose (+45%), hemicelulose (x25%) e
lignina (£20%), com pequenas quantidades de outros compostos classificados como
componentes estranhos (O NOVO CICLO DA CANA, 2005; VIEIRA et al., 2007). Além de
ser utilizado como gerador de energia, substituindo os combustiveis fosseis e a madeira, 0
bagaco também pode ser aproveitado na alimentacdo animal, na producdo de papel e de
produtos empregados na sintese de compostos organicos aplicados na inddstria quimica e
farmacéutica (RIPOLI; RIPOLI, 2004).

A palha é utilizada em conjunto com o bagaco na geracdo de energia elétrica nas
usinas (RIPOLI; RIPOLI, 2004). Sua composicdo quimica consiste em celulose (£45%),

hemicelulose (£25%), lignina (£12%), matéria organica (+4,3%), cinzas (£8%) e

! COUTINHO, E.P. Dinamica da modernizacdo do setor de producéo de aguardente de cana-de-aclcar
no Brasil: construindo uma cachaca de qualidade. 2001. Tese (Doutorado) - COPPE/UFRJ, Rio de
Janeiro, 2001.
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umidade (£9,7%) (ROSSELL, 2006). A palha tem sido considerada um dos residuos mais
preocupantes devido a colheita mecanizada e a lei estadual de Sdo Paulo (Lei n°. 11.241 de
19/09/2002) que determina que a queima desta seja progressivamente reduzida até 2031.
Porém, este prazo foi reduzido para o ano de 2014, através de decisdo tomada pelos proprios
plantadores de cana-de-agucar (informacéo verbal)?.

A cana constitui uma fonte de energia abundante e renovavel. O seu uso e dos seus
subprodutos tém resultado em diversos estudos cientificos, visando seu maximo
aproveitamento, ndo somente na geracdo de vapor e eletricidade para as indUstrias, mas
também como matéria prima para producdo de alcool (NOGUEIRA; VENTURINI FILHO,
2005; PIETROBON, 2008).

2.2 Parede celular e seus componentes

A parede celular das plantas superiores é constituida por carboidratos (até 90%) e
proteinas (até 10%). Estas paredes sdo compostas por celulose, hemicelulose, lignina,
substancias pécticas e proteinas. A proporcdo e a distribuicdo destes componentes sao
variaveis, de acordo com as células de diferentes tecidos, idade e condi¢cdes ambientais. As
paredes sdo formadas por duas camadas, chamadas de lamela média e parede primaria. Uma
camada parietal, chamada de parede secundaria, € constituida por depdsito de células
(WULFF, 2002). Este conjunto recebe o nome de estrutura lignocelulosica (BON et al.,
2008).

A lamela média esta localizada entre as paredes primaria e secundaria. Constituida por
substancias pécticas (galacturononanas, ramnogalacturonanas, arabinanas, galactanas e
arabinogalactanas) e hemicelulose, sua diferenciacdo com a parede primaria é dificultada
principalmente nas células que formam paredes secundarias espessas. A parede primaria,
formada antes e durante o crescimento celular, é constituida por celulose (glicana B-D-1,4),
hemicelulose (xiloglicana), pectina (4cido a-1,4-D-poligalacturénico) e proteinas ricas em
hidroxiprolina. A parede secundaria contém maior quantidade de celulose do que a parede
primaria, sendo, portanto, mais rigida e resistente. Encontram-se também hemicelulose,
pectinas e lignina (RAVEN et al., 2001).

2 Prof. Dr.,André Ricardo Alcarde, Departamento de Agroindustria, Alimentos e Nutricdo, Setor de
Acucar e Alcool, Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”; Universidade de Sao Paulo, em
2008.
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As fibras sdo um conjunto de substancias insoliveis em 4&gua, constituidas
principalmente por celulose, hemicelulose e lignina. O teor ideal de fibras na cana esta na
faixa de 10 a 16%. Os altos teores destas dificultam a extracdo do caldo que se encontram
retidos nas células do tecido parenquimatoso. Neste caso, para a extracdo, hd necessidade de
um preparo da planta para moagem, conseguido pela desintegracdo e rompimento das células
e do aumento da embebicdo, que é eficiente a extracao, porém dificulta as demais fases do
processamento da cultura para producdo de aclcar e alcool. O baixo teor de fibra diminui a
producdo de bagaco e palha, provocando o desequilibrio térmico da usina, que se utiliza entdo
da queima de lenha ou de 6leo (NOGUEIRA; VENTURINI FILHO, 2005).

A celulose é um polimero linear, parte cristalino e parte amorfo, constituido por
unidades de B-D-glicopiranose unidas através de ligagdes glicosidicas pB-(1, 4) formando
cadeias longas e paralelas e com massa molecular que varia entre 50 mil e 2,5 milhdes de
Dalton, dependendo da sua origem. E composta por unidades monoméricas de celobiose, a
qual é formada pela juncdo de duas moléculas de glicose seguida da eliminagdo da agua
através das hidroxilas ligadas ao carbono 1 e 4 (FENGEL; WEGENER, 1989). Segundo
Leschine (1995), a celulose é considerada o biopolimero mais abundante do ambiente
terrestre, sendo que, a cada ano, mais de 10" toneladas de CO, sdo fixadas por meio da
fotossintese derivada de material vegetal, e metade desse material consiste em celulose, que
também possui propriedade semicristalina, dificultando sua degradacdo (GALVAGNO;
FORCHIASSIN, 2004).

As hemiceluloses sdo um conjunto de heteropolissacarideos, incluindo glicanas,
mananas, arabinanas e Xilanas. Estas ultimas sd@o os polissacarideos mais comuns entre as
hemiceluloses, compostas de unidades D-xilopiranosil com liga¢des B-(1, 4) e sdo 0s
componentes principais das paredes secundarias, apresentando baixo grau de ramificacdes
(ASPINALL, 1980). Séo classificadas de acordo com os acuUcares residuais presentes, que
podem ser pentoses ou hexoses, como Xilose e glicose, respectivamente (GALVAGNO;
FORCHIASSIN, 2004).

A celulose consiste em unidades de glicose ligadas entre si, com alto grau de
polimerizacdo, formando um arranjo fibroso, com regibes cristalinas e amorfas, pode ser
atacada lentamente por &cidos inorganicos diluidos e é insolivel em alcalis. Entretanto, a
hemicelulose consiste em diversas unidades de pentoses e hexoses ligadas entre si, com baixo
grau de polimerizacdo, ndo forma arranjo fibroso, apresentando somente regides amorfas,

sendo atacada rapidamente por &cidos inorganicos diluidos e é soluvel em alcalis. Estas
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caracteristicas sdo importantes para 0 melhor aproveitamento de biomassas lignoceluldsicas
como matéria prima para producao de etanol (BON et al., 2008).

A lignina é uma macromolécula constituida de unidades de fenilpropano, apresentando
uma conformacdo tridimensional e amorfa, representando de 20% a 30% do total dos
lignocelulsicos. Devido ao seu mecanismo de biossintese, o acoplamento das unidades de
fenilpropano ocorre de maneira irregular e ndo repetitiva. Varios tipos de ligacdes entre as
unidades de fenilpropano sdo observados como: B-O-4 e a-O-4 (50 a 65%), B-5 (6 a 15%), B-1
(9 a 15%), 5-5 (2 a 9%) e B-B (2 a 5%) (ESPOSITO; AZEVEDO, 2004). E um dos principais
componentes da parede secundaria. A lignificacdo comeca na lamela média, espalhando-se
pela parede primaria e, atingindo por fim, a parede secundaria (RAVEN et al., 1976; WULFF,
2002).

As substéancias pécticas constituem um grupo complexo de polissacarideos das paredes
celulares primarias e regides intercelulares das plantas superiores. Abrangem a pectina, o éster
metilico, o acido péctico desesterificado e seus sais (pectatos), além de polissacarideos
neutros sem a estrutura principal galacturonana. A pectina é o principal constituinte das
substancias pécticas. E uma cadeia linear de unidades de &acido D-galacturénico no qual
proporcoes variaveis dos grupos acidos (40 a 60%) estdo presentes como esteres metilicos
(PRADE et al., 1999; GALVAGNO; FORCHIASSIN, 2004).

A matriz extracelular vegetal contém diversas classes de proteinas, as quais podem ser
covalentemente ligadas na parede celular ou podem ser soliveis em grau variado. As
glicoproteinas, ricas em hidroxiprolina e prolina, acompanham a diferenciacdo do tecido
vegetal podendo apresentar fun¢Ges como a rigidez da parede celular (ASPINALL, 1980;
WULFF, 2002).

2.3 Pré-tratamento do bagaco e da palha da cana-de-agucar

O processo de producdo de etanol a partir do bagaco e da palha da cana necessita da
transformacdo da celulose e hemicelulose em monémeros, como glicose e xilose e, em
seguida, a conversdo destes em etanol, por meio da acdo de microrganismos, como as
leveduras. A celulose encontra-se protegida pelas fibras de lignina e hemicelulose de modo
que o processo de conversdo da celulose em glicose é bastante lento. Portanto, é necessaria a
realizacdo de um pré-tratamento do bagaco e da palha de modo a aumentar a exposicdo das
fibras de celulose, tornando-as mais acessiveis aos agentes hidroliticos, como as enzimas
(BAUDEL, 2006).
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Os fatores que afetam a hidrolise da celulose incluem a porosidade do material
(superficie de acesso), cristalinidade da fibra e contetdo de lignina e hemicelulose (SUN;
CHENG, 2002). Existem varios métodos disponiveis para o pré-tratamento dos materiais
lignoceluloliticos, como os pré-tratamentos fisico (moagem, aquecimento, irradiacdo), fisico-
quimico (explosdo com vapor, explosdo com aménia, explosdo com gés carbdnico), quimico
(hidrdlise acida, hidrdlise alcalina, deslignificacdo oxidativa), biolégico (tratamentos com
fungos) e/ou uma combinacdo de métodos (SZCZODRAK; FIEDUREK, 1996;
FASANELLA, 2008, BON et al., 2008).

Os métodos quimicos mais comuns de pré-tratamentos usados para residuos
celulésicos sdo acido-diluido, alcali, solvente organico, aménia, diéxido de enxofre, didxido
de carbono ou outros produtos quimicos para improvisar uma biomassa mais digerivel pelas
enzimas. Os pré-tratamentos biologicos sdo usados as vezes em combina¢do com tratamentos
quimicos para solubilizar a lignina e a hemicelulose, a fim de deixar a celulose mais acessivel
a hidrolise e a fermentacdo. (GRAF; KOEHLER, 2000). Segundo Baudel (2006), apesar de
existirem diversas técnicas de pré-tratamento do bagaco, a comparacdo entre estas é
dificultada pelas diferencas nas metodologias de pesquisa, nas caracteristicas fisicas do
material e nos métodos de preparacdo da matéria-prima.

Os processos fisico-quimicos de pré-tratamentos utilizando explosdo com vapor
(temperaturas entre 140 e 200°C) e acido-diluido, principalmente acido sulfurico (H,SQO,), na
concentracdo de 0,5-2,0%, possibilitam a hidrélise de 80 a 95% da fracdo hemicelulose e 30 a
50% da fracdo lignina (BAUDEL, 2006; PIETROBON, 2008), produzindo solucbes
sacaridicas com elevado teor de pentoses e elevados rendimentos glicosidicos (ROSSELL,
2006). Estes processos consistem numa tecnologia promissora de pré-tratamento do bagaco,
pois apresentam vantagens como elevada digestibilidade da celulose, elevada recuperacdo de
hemicelulose, reduzida solubilizacéo, degradacéo e fracionamento da lignina, moderado custo
capital, facilidade operacional e reduzida geracdo de efluentes (BAUDEL, 2006).

A hidrélise acida € considerada um meétodo rapido, porém € necessario 0 uso de
equipamentos resistentes a corrosdo além da recuperacdo do &cido e neutralizacdo do
hidrolisado (MARTIN et al., 2007). A utilizacdo da explosdo a vapor juntamente com a
hidrolise &cida pode resultar na formacdo de subprodutos com capacidade de interferir no
processo da fermentacdo como o &cido acético (formado pela hidrélise do grupo acetil
presente na fracdo hemicelulose), os &cidos férmicos e levulinicos (resultantes da degradacéo
dos agucares), compostos fenolicos (resultantes da degradacdo da fracdo lignina) e furaldeidos

(formados pela degradacéo de pentoses e hexoses) (PIETROBON, 2008). Entretanto, uma
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alternativa ¢ a realizacdo da fermentacdo em batelada alimentada (“Fed-Batch”), minimizando
os efeitos inibidores (BAUDEL, 2006).

Segundo estudos realizados em bagacgo de cana por Pietrobon (2008) utilizando H,SO,
diluido a 0,5% em agua (H,O) ou hidréxido de célcio (Ca(OH),) 3%, ambos tratamentos
seguidos de autoclave a 121°C por 30 minutos, e, em seguida, 0 bagaco tratado exposto a
enzimas comerciais, observou-se que o H,SO4 0,5% contribuiu para uma maior eficiéncia no
processo de hidrdlise pelas enzimas. A hidrélise do bagaco em solu¢des contendo H,SO,
2,0%, ou hidréxido de so6dio (NaOH) 1,5%, ou peréxido de hidrogénio (H.0,) 2,0%, ou H,O,
2,0% + NaOH 1,5%, resultou em diferentes exposi¢coes das fibras de celulose, hemicelulose e
lignina. Comparando com o controle (bagaco in natura), a solugcdo &cida permitiu a exposicdo
de 70% das fibras de celulose contra 53% em meio alcali, 59,5% em H,0, e 67% em H,0, +
NaOH (AGUIAR FILHO, 2008). Para Fasanella (2008), a combina¢cdo NaOH 4% + Ca(OH);
4% + autoclave a 121°C, por 30 minutos, permitiu a degradacdo das fibras de lignina e de
hemicelulose em 42% e 77%, respectivamente. A utilizacdo do pre-tratamento € de extrema
importancia, pois permite a degradacdo das fibras que constituem o bagaco e a palha da cana
permitindo uma maior exposi¢do da celulose e consequentemente da glicose presente nestas

fibras, facilitando a colonizacdo deste material por microrganismos (FASANELLA, 2008).

2.4 Degradacao enzimatica da lignina

A degradacdo de um polimero de lignina ocorre por reacdo ndo especifica a qual
enzimas ligninoliticas desestabilizam as ligagdes da macromolécula, causando assim seu
colapso (FUJIAN et al., 2001). O mecanismo mais estudado de degradacdo da lignina é por
Phanerochaete chrysosporium (CAMERON et al., 2000). Este fungo é causador da podridao
branca, com rapido crescimento e temperatura 6tima entre 37 e 40°C. Através destes estudos
foi possivel observar a necessidade de um co-substrato, pois a lignina ndo é um substrato
energético, interferindo no crescimento do fungo e também que o sistema ligninolitico ndo é
indutivo, ocorrendo somente em meio com uma fonte assimilavel de energia, como, por
exemplo, a glicose (GALVAGNO; FORCHIASSIN, 2004).

Para Kirk et al. (1978), citado por Galvagno e Forchiassin (2004), a degradacdo da
lignina € um processo relacionado com o crescimento secundario do fungo que, com a
diminuicdo de nutrientes e a extincdo do seu crescimento, ocorre 0 aumento da atividade
ligninolitica. Esta atividade ¢ iniciada pela reducdo de nitrogénio no meio e alta concentragdo
de oxigénio (Oy), pois é um processo oxidativo (GALVAGNO; FORCHIASSIN, 2004).
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Segundo Cameron et al. (2000), durante o crescimento secundario ocorre a sintese de
peroxidases, alcool veratril (3, 4 dimetoxibenzil) e polissacarideos extracelulares que
armazenam as enzimas ligninoliticas. Para Galvagno e Forchiassin (2004), a hidrélise da
lignina deve ser estudada para cada espécie, sobretudo com relagdo a concentracdo de
nitrogénio (N), devido a existéncia de fungos chamados de N-desregulados ja citados por
Kaal et al. (1995) e Levin e Forchiassin (2001).

Esposito e Azevedo (2004) relatam que estudos realizados com organismos como P.
chrysosporium e Trichoderma versicolor permitiram verificar os trés principais modos de
degradacédo da lignina: ruptura oxidativa de cadeias laterais envolvendo os carbonos a e J3,
levando a formagdo de acidos carboxilicos; ruptura de ligacdes B-aril-éter e a conseqiiente
modificacdo das cadeias laterais; e a degradacdo de nlcleos aromaticos a partir da abertura
oxidativa dos anéis. Segundo Eriksson (1990) ¢ sabido que as vias de degradacédo da lignina e
da celulose estdo provavelmente interligadas e podem existir aspectos comuns na regulacéo
das atividades lignoliticas, celuloliticas e hemiceluloliticas.

A biodegradacédo da lignina por enzimas extracelulares secretadas por fungos ocorre
por quebra deste substrato em fragmentos menores capazes de difundir-se atraveés das hifas,
atravessando as membranas celulares. A etapa final de mineralizacdo da lignina resultando na
liberacdo de gas carbbnico (CO;) e H,O e realizada no interior das hifas. A biossintese e
degradacdo da lignina sdo, em sua maioria, provenientes de reacGes oxidativas, porém,
reacdes de reducdo também séo observadas (BAVUTTI, 2002).

Esta biodegradacdo é dependente de interacdes enzimaticas (BONO et al., 1998).
Diferencas na estrutura e na composi¢cdo quimica de substratos ndo homogéneos de lignina
levam os organismos a uma especializacdo na producdo de enzimas ligninoliticas (TUOR et
al., 1995). Os fungos de decomposicdo branca podem expressar as enzimas Lignina
Peroxidase (LiP), Manganés Peroxidase (MnP) e Lacase, como observado em P.
chrysosporium. Porém, outros fungos como Pleurotus spp. expressam as enzimas MnP e
Lacase, porém ndo secretam niveis detectaveis de LiP. Tambem é possivel observar fungos
que apresentam producdo de LiP e Lacase ou LiP e MnP (TUOR et al., 1995). Dentre os
fungos de decomposicdo branca, existe um grupo onde as enzimas ligninoliticas ndo foram
detectadas (BAVUTTI, 2002).

As enzimas envolvidas na degradacdo da lignina podem ser agrupadas em duas
classes: as fenoloxidases e as enzimas que produzem H,0,. As fenoloxidases correspondem
hd um grupo de metaloproteinas e se dividem em dois subgrupos: as peroxidases

(dependentes de H,0,) e sdo conhecidas como LiP e MnP, produzidas geralmente por fungos
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de decomposicdo branca e o outro subgrupo € representado pelas Lacases, que s&o
cuproproteinas (ndo dependentes de H,0;). As enzimas que produzem H,O, auxiliam as
peroxidases, gerando H,O; in situ. Dentre estas enzimas estdo as Glicose Oxidase e Metanol
Oxidase, enzimas intracelulares, que utilizam da glicose e do metanol como substrato e as
Glioxal Oxidase e Aril-Alcool Oxidase, enzimas extracelulares produtoras de H,0
(FERRAZ, 2004).

2.4.1 Lacase

A enzima Lacase (EC 1.10.3.2) pertence a familia das multicobre-oxidases e oxida
principalmente compostos fendlicos, agindo na clivagem de cadeias laterais e anéis
aromaticos das porcdes fendlicas da lignina (DURAN; ESPOSITO, 1997). S&o fenoloxidases
produzidas por fungos e plantas e ndo sdo dependentes de H,0, para sua atividade. Possuem
um fon cobre (Cu*?) em seu sitio ativo que por processo oxidativo remove fenilpropano mais
externo a cadeia, gerando radicais fenoloxila. Esses radicais atuam em reacgdes néo cataliticas,
como acoplamento radical-radical, desprotonacdo a ataques nucleofilicos pela agua, levando
as reacOes de polimerizacdo, quebras e oxidacGes nos centros ativos e desmetilacdes
(LANGH, 1997; AZEVEDO, 2004). Alguns intermediarios aromaticos de baixo peso
molecular acabam também liberados resultando na despolimerizagdo da lignina. Esta enzima
atua na destoxificacdo de compostos e também pode oxidar grupos fendlicos, agindo como
enzima inicial na clivagem de cadeias laterais e anéis aromaticos das porcoes fendlicas da
lignina (TIEN; KIRK, 1988).

Segundo Szklarz et al. (1989), a Lacase é produzida pela maioria dos fungos de
decomposicdo branca e sua especificidade depende do fungo, podendo oxidar diferentes
substratos. O pH 6timo de atividade pode variar de 2,5-3,5 em faixas acidas ou de 6-7 (pH
neutro) (RIGLING; VAN ALFEN, 1993). A massa molecular esta dentro da faixa de 60 a 100
kDa (DURAN, 2004).

A participacdo de Lacase na degradacdo da lignina foi considerada, por muitos anos,
limitada a oxidacdo de unidades fendlicas, que compreendem de 10 a 20% do polimero.
Entretanto, foi demonstrado que esta enzima também pode oxidar unidades ndo-fendlicas de
lignina na presenca de certos compostos, conhecidos como mediadores, que incluem
substratos artificiais (CALL; MUCKE, 1997) e metabdlitos fungicos (EGGERT et al., 1996a).

Devido a capacidade de catalisar a oxidacdo de fendis e outros compostos aromaticos,

as Lacases de origem fungicas tém recebido atencdo em diversas aplica¢fes industriais como
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deslignificacdo, producdo de etanol, modificagdo de fibras da madeira, clareamento de
corantes em processos téxteis, sintese de produtos quimicos/medicinais e remediacéo de solos
e 4guas contaminadas (DURAN et al., 2002; MOREIRA NETO, 2006; FERREIRA 2009).

Até recentemente a Lacase foi estabelecida somente em organismos eucariotos como
fungos, plantas e insetos, porém hé evidéncias de sua distribuicdo em procariotos sendo que a
primeira estrutura cristalina de uma Lacase bacteriana foi descrita. Em plantas, a Lacase esta
envolvida na lignificacdo; em fungos, além da degradacéo de lignina, parece estar envolvida
na esporulacédo, producdo de pigmentos e patogenicidade de plantas; nos insetos, a Lacase esta
envolvida na esclerotizagdo da cuticula (YAVER et al., 1996; ENGUITA et al., 2003;
CLAUS, 2004).

A producdo de Lacase é afetada por diversos fatores durante o desenvolvimento do
fungo, como a composicdo do meio de cultura (relacdo carbono e nitrogénio), pH,
temperatura e taxa de aeracdo (KAHRAMAN; GURDAL 2002). A participacdo da Lacase na
geracdo de espécies ativas de oxigénio (EAQOs) como radicais superdxido anidnicos, tém sido
demonstrado por meio da oxidacdo de hidroquinonas derivadas de lignina (SCHLOSSER,;
HOFER, 2002; FERREIRA, 2009).

2.4.2 Peroxidases

A secrecdo de H,O; inicia-se com a atividade ligninolitica. As oxidases produzidas
pelos fungos de decomposicdo branca sdo capazes de gerar H,O, possivelmente para a
utilizacdo por peroxidases extracelulares durante a degradacao do polimero de lignina. Estas
oxidases podem ser intra ou extracelulares (BAVUTTI, 2002). As peroxidases (EC 1.11.1.7)
sdo enzimas extracelulares que contem um grupo heme e sdo dependentes de H,O, para
atuarem sobre a lignina, desempenhando importante papel durante a degradacéo do substrato
através da diminuicdo de H,O, do meio, evitando a toxicidade para a célula (SZKLARZ;
LEONOWICZ, 1986).

2.4.3 Manganés peroxidase

A MnP (EC 1.11.1.13) é uma hemeperoxidase, com elevada especificidade pelo ion
manganés (Mn*?) como substrato redutor (GLENN; GOLD, 1985). O jon Mn*? forma um

complexo com &cidos organicos que se difundem oxidando outros metais, ndo podendo oxidar
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modelos de lignina ndo fendlicos. Portanto, os substratos fendlicos sdo oxidados a radicais
fenoxi que podem reagir por desmetilacdo, clivagem das liga¢Ges alquil-fenil e Ca-Cp, ou
oxidacdo do Ca (GLENN; GOLD, 1985; REID, 1995).

Em estudos realizados com P. chrysosporium, Kuwahara et al. (1984) isolaram a
enzima MnP e classificaram como glicoproteina com ferro (Fe) como grupo prostético,
dependente de H,0,, possuindo ponto isoelétrico de 4,2-4,9 e peso molecular entre 45-47
kDa, sendo seu ciclo catalitico semelhante ao ciclo da LiP. A MnP é produzida
concomitantemente com a LiP, durante o metabolismo secundario e é regulada pelas
concentragdes de nitrogénio e carbono disponiveis no meio (BUSWELL; ODIER, 1987).

A Lacase e a MnP agem em sinergismo. Galliano et al. (1991) estudaram a degradacéo
da lignina por Rigidoporus lignosus, um organismo que ndo produz LiP, mas sintetiza Lacase
e MnP. Quando estas duas enzimas foram purificadas e suas propriedades estudadas in vitro,
nenhuma destas foi capaz de solubilizar a lignina. Quando ambas as enzimas foram
adicionadas a0 mesmo tempo a mistura de reacdo, a solubilizagdo da lignina foi extensa,
observando-se entdo que MnP e Lacase atuaram sinergicamente.

A MnP gera Mn*3, um poderoso agente oxidante, que possui papel chave no primeiro
estagio de lignindlise. O Mn* oxida determinadas estruturas aromaticas ndo-fendlicas de
lignina, resultando na formag&o de radicais livres que reduzem o Fe** e iniciam reagées com o
envolvimento de radicais hidroxilas. Durante a oxidacdo da lignina, o Mn*® é quelado e
estabilizado por &cidos organicos, atuando desta forma como mediador de baixa massa
molecular, longe do sitio ativo de MnP. O sistema Mn**-quelados gera radicais reativos
intermediarios (radicais peroxi) a partir de acidos graxos insaturados, como o acido linoléico e
outros derivados. O sistema MnP-lipideo é forte o bastante para degradar ligagcdes C,-Cy de
estruturas nado-fendlicas de lignina, pela subtracdo de hidrogénio do anel aromatico
(HIGUCHI, 2004, HERNANDEZ-LUNA et al., 2008; FERREIRA, 2009).

2.4.4 Lignina peroxidase e outras enzimas relacionadas com a degradacao da lignina

Isolada por Tien e Kirk (1983) e Glenn et al. (1983), a LiP é uma glicoproteina que
contém ferroprotoporfirina IX (heme) como grupo prostético e requer H,O, para sua acdo
catalitica. Possui massa molecular entre 38-43 kDa e apresenta ponto isoelétrico entre 3,2-4,0
(DURAN, 2004). O pH étimo de atividade é proximo de 3,0 (BONNEN et al., 1994). A LiP
oxida a lignina e outros compostos derivados da mesma, além de compostos ndo fendlicos por

retirada de elétron de um nucleo aromatico, criando radical instavel que passa por diversas
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transformacdes levando a decomposicdo do substrato. Geralmente, sdo produzidas na fase
exponencial de crescimento dos fungos, subseqiientemente a acdo das enzimas celuloliticas.

A acdo da enzima LiP resulta em: oxidacdo de alcodis benzilicos, quebra de cadeias
aromaticas, desmetilacdo, rearranjos intramoleculares e quebra de anéis em compostos ndo
fendlicos relacionados a lignina (GOLD et al., 1989). Reddy e D’Souza (1994), em estudos
realizados com P. chrysosporium, observaram que a LiP é constituida por diversas isoenzimas
cuja producdo é regulada por condic6es limitantes de nitrogénio e carbono, sendo produzida
durante o metabolismo secundéario, em resposta a auséncia destes nutrientes.

As Alcool-veratril-oxidases s3o enzimas de natureza oxidativa, possuindo papel
importante na degradagdo da lignina agindo como catalisadoras da reacdo do alcool veratril a
H.O, necessério para atividades de peroxidases (KAMIDA et al., 2005). O alcool veratril é 0
redutor optado pela LiP, sendo produzido pelo fungo de degradacéo branca apdés lignindlise e,
aparentemente, protege a enzima contra inativacdo pelo excesso de H,O,. Na presenca de
H,0,, a LiP oxida o alcool a veratraldeido, reacdo esta comum em ensaios de atividade da LiP
(DURAN; ESPOSITO, 1997). As Tirosinases contém atomos de cobre e sdo conhecidas no
processo de melanizacédo, exercendo dois tipos de reacdes: a hidroxilacdo de monofenois a o-
difendis e a oxidac&o de o-difendis a o-quinonas (DURAN, 2004).

A acdo das enzimas ligninoliticas extracelulares na degradacdo de materiais
lignoceluldsicos tém sido observada também na descoloracdo de efluentes téxteis e papeleiro,
na degradacdo de compostos poluentes como fenois, pesticidas e explosivos e tambem na
descoloracdo de subprodutos resultantes da producdo de alcool, como a vinhaga e o melaco
(DELLAMATRICE, 2005; DELLAMATRICE et al., 2005; FERREIRA et al., 2010).

2.5 Hidrolise enzimatica da celulose

Na natureza, o ciclo do carbono ocorre por meio de organismos e microrganismos
celuloliticos, como fungos, leveduras e bactérias, provenientes de diversos habitats. A quebra
da celulose ocorre por meio de processos gque agem em conjunto sobre um complexo
composto de celulose unido a lignina e hemicelulose. A acdo combinada de enzimas
extracelulares com complementar especificidade é essencial para sua degradacio (BEGUIN;
AUBERT, 1994).

A hidrélise enzimética da celulose é geralmente um processo incompleto e lento,

embora, em intervalos de 48 horas, temos exemplos de consumacgdo satisfatoria, como a da



28

flora microbiana do rimen bovino, hidrolisando de 60 a 65% da celulose disponivel e também
de cupins capazes de assimilar até 90% de celulose da madeira (BREZNAK; BRUNE, 1994).

Em sistemas mais complexos, como o apodrecimento de uma &rvore no solo, essa
degradacdo pode levar meses para ser completada. Ainda assim, uma pequena porcentagem
da celulose é inacessivel, principalmente se coberta por lignina, que é convertida em acidos
hdmicos (SCHWARZ, 2001).

Os mecanismos enzimaticos envolvidos na degradacéo da celulose até a liberacdo das
moléculas de glicose foram muito estudados em T. reesei e P. chrysosporium (KUHAD et al.,
1997). Trés principais tipos de celulases tém sido encontrados em fungos. As endoglicanases
sdo responsaveis pela quebra das ligagdes 1,4-p da celulose, deixando as pontas das regides
amorfas abertas para hidrolise pelas exoglicanases, que formam fragmentos menores € as 1,4-
B-glicosidases, que hidrolisam celobioses e celodextrinas de baixo peso molecular, resultando
em glicose (LESCHINE, 1995; BOISSET et al., 2000). Estas trés enzimas apresentam um alto
grau de sinergismo durante a hidrdlise da celulose, porém, apenas as endo e exoglicanases séo
capazes de adsorver (fixar) sobre o substrato sendo entdo consideradas como celulases
verdadeiras (KLYOSOQV, 1990; PITARELLO, 2007).

Celulases de diversos organismos foram isoladas, clonadas e caracterizadas
bioquimicamente. Essas enzimas hidrolisam liga¢des [3-1,4-glicosidicas por meio de catalise
acida simples, com a doacdo de um proton e uma base nucleofilica, liberando produtos pela
inversdo ou pela retencdo das configuragdes anoméricas no carbono 1 (SCHWARZ, 2001).

O sistema celulose-celulase é heterogéneo e a reacdo de hidrdlise da celulose requer
varios passos, entre estes, um dos mais importantes consiste em um pré-requisito para as
reacOes cataliticas subsequentes: a adsor¢do das moléculas de celulases sob os pertinentes
sitios da superficie da celulose (LEE et al., 1982). A fixacdo da endoglicanase é um fator
catalitico na hidrolise da celulose amorfa e cristalina (KLYOSOV, 1990). Algumas celulases
difundem lentamente dentro dos pequenos espagos entre as microfibras, fixando
especificamente sobre a superficie interna dos feixes e apresentam baixa acdo catalitica,

diferentemente das proteinas adsorvidas sob a superficie das fibras (TANAKA et al., 1986).

2.5.1 Endoglicanase

As Endoglicanases (Endo-1,4-B-glucanases ou endocelulases ou CMCases, EC

3.2.1.4) hidrolisam as ligacbes [-1,4-glicosidicas aleatoriamente, agindo sobre as
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celodextrinas, combinagdes de celulose e &cido fosférico e outros substitutos de celulose
(BHAT; BHAT, 1997). As liga¢des glicosidicas sdo quebradas nas regifes amorfas da
celulose, abrindo espaco para as celobiohidrolases (ZHANG; LYND, 2006). Estas enzimas
agem ao longo da cadeia de celulose, onde as regides com menor organizacéo estrutural sao
facilmente atacadas com relacdo as regides cristalinas, resultando numa exposi¢do maior das
ligacGes glicosidicas da cadeia de celulose (ELISASHVILI, 1993; AGUIAR FILHO, 2008).
Para a quantificacdo da atividade da Endoglicanase utiliza-se como substrato o polimero
soluvel carboximetilcelulose (CMC). Este polimero é atacado pela enzima resultando em uma
alteracdo no grau de polimerizacdo. Apos a reacdao enzimatica é determinada a formacédo de
acucares redutores (MILLER, 1959; GHOSE, 1987; ADNEY; BAKER, 1996; BON et al.,
2008).

2.5.2 Exoglicanase

As Exoglicanases (Exo-1,4-B-glucanases ou exocelulases ou celobiohidrolases ou
FPases, EC 3.2.1.91) atuam sobre as celobioses nas terminacGes deixadas pelas
Endoglicanases (BHAT; BHAT, 1997). Estas enzimas sdo altamente especificas, hidrolisando
somente a celulose (ZHANG; LYND, 2006). Atuam sobre a celulose cristalina, reduzindo sua
polimerizacdo (AGUIAR FILHO, 2008). A quantificacdo da atividade enzimatica, também
utilizada para quantificar a atividade celuldsica total, é realizada através da utilizacdo do
substrato papel de filtro Whatman N°1 (MILLER, 1959; GHOSE, 1987; ADNEY; BAKER,
1996). Outra maneira de quantificar as Exoglicanases é através da celulose microcristalina
(Avicel) (BON et al., 2008).

2.5.3 B-glicosidase

Estas enzimas (1,4-B-glicosidases ou celobiase, EC 3.2.1.21) hidrolisam a celobiose,
prevenindo o acimulo desse dissacarideo, inibidor da atividade das exoglicanases (BHAT,;
BHAT, 1997). Também hidrolisam celo-oligossacarideos em glicose. Sua secrecdo depende
do meio de cultivo e o pH bésico auxilia na sua producdo (ZHANG; LYND, 2006; AGUIAR
FILHO, 2008). Segundo Bon et al. (2008) esta celobiase sofre inibicdo provocada pelo seu

produto de hidrélise, ou seja, a glicose.
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2.6 Fungos celuloliticos e lignoceluloliticos

Os fungos que decompBem substancias celuldsicas sdo encontrados no solo,
colonizando vegetais, raizes e residuos, com importante funcéo de reciclagem de nutrientes.
Na natureza, encontra-se uma grande variedade de organismos que produzem celulases.
Entretanto, apenas alguns sdo conhecidos como verdadeiros celuloliticos, isto €, capazes de
degradar a celulose natural (AGUIAR; MENEZES, 2000).

Os residuos agricolas, devidamente moidos ou triturados, servem de fonte de nutrientes
e podem ser enriquecidos com nitrogénio, minerais e vitaminas, tornando-se fonte de elevada
producdo de atividade enzimética (ELISASHVILI, 1993). Os indutores da sintese celulolitica
dos fungos variam dependendo da concentragdo do indutor ou pela presenca de glicose ou
outros agucares no meio de crescimento. Os indutores podem ser fontes de carbono para o
crescimento celular ou entéo, induzirem a sintese enzimatica (GONG; TSAO, 1975).

Os fungos com maior eficiéncia em degradar os materiais lignocelulosicos sdo os de
decomposicdo branca que degradam todos os componentes da madeira, rompendo 0s
materiais no sentido das fibras e os de decomposi¢do parda ou castanha que degradam
principalmente polissacarideos no sentido transversal das fibras, formando cubos. A maioria
destes fungos pertencem a classe Basideomycota, como os Pleurotus sp e o P. chrysosporium.
Os ascomicetos e os fungos mitospdricos, como os Trichoderma sp e Aspergillus sp, séo
classificados como fungos de decomposicdo branda ou mole, podendo degradar lignina e
polissacarideos, porém em baixa velocidade (FERRAZ, 2004).

Durante a decomposicao, os materiais lignocelulosicos sdo despolimerizados até serem
transformados em CO, e H,0, finalizando o ciclo do carbono inicializado na fotossintese pelo
mesmo material, s6 que ainda ativo. A acdo dos fungos ocorre por meio da penetracdo das
suas hifas no limen das células. Estas hifas produzem uma grande diversidade de metabdlitos
extracelulares que atuam degradando a parede vegetal (FERRAZ, 2004).

Os fungos possuem habilidade para desenvolverem-se em qualquer substancia organica,
fazendo uso de substratos variados. As fontes de carbono como polissacarideos, lignina,
glicose, manose, frutose, 6leos e acidos organicos sdo importantes fornecedoras de energia
para a atividade metabolica dos fungos. Os fungos basideomicetos com habilidade saprofitica
de colonizacdo desempenham importante papel de decompositores na natureza, assimilando
os elementos e transformando-os em substancias mais simples, permitindo a reciclagem dos
nutrientes (MODA et al., 2005). Fungos filamentosos, tipicamente espécies de Trichoderma,

séo as fontes preferidas para obtencgéo de celulases em funcdo de sua capacidade de producéo
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de proteinas extracelular, em comparacdo com as bactérias celuloliticas. S&o produzidas
basicamente endoglicanases e exoglicanases, ambas envolvidas na hidrolise da celulose, além
disso, € incluida uma série de enzimas complementares, como B-glicosidases, hemicelulases e
pectinases (BERLIN et al., 2005).

Em T. reesei, foram reportados de cinco a oito endoglicanases com diferentes
especificidades de substrato, duas exoglicanases imunologicamente distintas e trés [3-
glicosidases também diferindo com relacdo a especificidade de substrato (HOFER et al.,
1989; CHENG et al, 1990). Segundo Eriksson e Pettersson (1988), tanto o sistema
celulolitico do P. chrysosporium quanto o do T. reesei, é induzido por celulose e seus
derivados e é reprimido catabolicamente por glicose.

Flachner e Réczey (2004) examinaram a producdo de B-glicosidase em quatro espécies
de Aspergillus onde algumas condig¢des de fermentagdo foram examinadas e comparadas com
as produzidas por T. reesei. Eles observaram que espécies de Aspergillus podem liberar -
glicosidase com melhor produtividade e capacidade de hidrolisar a celobiose do que as
produzidas por T. reesei sendo, assim, importantes para a obtencéo de glicose.

Os fungos de decomposicédo branca séo os principais agentes de degradacéo da lignina.
Estes fungos séo dotados de um sistema enzimatico constituido de peroxidases (LiP e MnP) e
Lacases. Essas enzimas atribuem aos fungos a capacidade de desestabilizar a estrutura da
lignina (CHAGAS; DURRANT, 2001). O fungo P. sajor caju, reconhecido pelas suas
propriedades nutricionais e terapéuticas, pode ser cultivado comercialmente em residuos
agricolas, entre eles, o0 bagaco da cana (DIAS et al., 2003). Este fungo secreta exoenzimas
durante seu desenvolvimento degradando compostos para obtencdo de carbono, nitrogénio,
enxofre e outros nutrientes necessarios ao seu crescimento, incluindo a glicose, resultante da
degradacdo da celulose pelas enzimas lignoceluloliticas excretadas pelo fungo (DONINI et
al., 2005).

O fungo P. chrysosporium é amplamente estudado por sua habilidade em produzir LiP
e MnP. A MnP, na presenca de H,O,, degrada a lignina e outros substratos fenélicos. A LiP
degrada a lignina e também varios compostos aromaticos nao fendlicos. O alcool veratril
aparece como metabolito secundario nas culturas de P. chrysosporium, sendo sintetizado e
acumulado no meio extracelular (GRGIC; PERDIH, 2003).
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2.7 Sistema enzimatico antioxidante

Os fungos possuem um sistema antioxidante de defesa que possibilita o crescimento
na presenca de H,O, em concentracbes maiores que 1% e esta propriedade permite que estes
possam habitar diferentes ambientes (BAI et al., 2003; BELOZERSKAYA; GESSLER,
2007).

Os organismos aerdébios dispGem de vantagens energéticas utilizando o oxigénio
molecular (O2) como um oxidante terminal na respiragdo ou na oxidacdo de nutrientes. A
presenca do O, no ambiente celular pode provocar a oxidacdo das suas proprias estruturas
devido ao seu potencial de agir como redutor parcial, formando as espécies ativas de oxigénio
(EAOs) (FOYER et al., 1997; MALLICK; MOHN, 2000). O O, é estavel e reage com a
maioria das moléculas orgénicas de maneira lenta. Durante as reacdes metabdlicas que
utilizam o O,, como a oxidacao de substratos organicos durante a respiracdo e nas reacoes de
defesa provocadas por fatores internos ou externos, ocorre a producgéo de H,O, e EAOs, como
o radical anion superoxido (O;"), o radical peréxido (HO,"), o ion peréxido (HOy), o
oxigénio ‘singlet’ (*O) e o radical hidroxila (OH") (SIGLER et al., 1999). O aumento na
concentracdo de EAOs para niveis que ultrapassam a capacidade de defesa celular caracteriza
0 estresse oxidativo devido a acdo toxica e mutagénica das EAOs sobre as células
(MALLICK; MOHN, 2000; YAO et al., 2006).

Durante a respiracdo, parte do O, utilizado pela mitocéndria (2 a 5%) néo é totalmente
reduzido resultando em O,". O excesso deste radical pode provocar alteracdes na expressao
de genes, como observado em Aspergillus nidulans e Dictyostellium discoideum
(BLOOMFIELD; PEARS, 2003). Entretanto, a deficiéncia de O, pode prejudicar o processo
de germinacdo em Podospora anserine e Neurospora crassa (AGUIRRE et al., 2005).

O H,0, pode ser gerado durante a acdo do O, e da enzima superdxido dismutase
(SOD). Este H,0, esta envolvido em diversos processos como crescimento, diferenciacdo e
proliferacéo, podendo reagir com metais, como ferro (Fe*?) e cobre (Cu®) na reacdo de Fenton
ou com O, na reacdo de Haber-Weiss, resultando na formacdo do radical OH". Entretanto, o
tempo de acédo deste radical OH" é muito curto (menor que 1 nanosegundo), porém é capaz de
reagir oxidando DNA, proteinas e lipidios (BELOZERSKAYA; GESSLER, 2007). No fungo
Sclerotium rolfsii foi observado que alteragcdes na luminosidade e a adi¢do de ions de metais
resultaram em um aumento na concentracdo de H,O, dentro das células do organismo
(BELOZERSKAYA; GESSLER, 2007).
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O 'O, pode ser produzido na presenca de elevada luminosidade, reagindo com os
acidos graxos e as bases que constituem o DNA, resultando em H,0, e hidroperdxidos. Alem
disso, 0 'O, estimula a formacéo de esporos, o desenvolvimento de conidios e a sintese de
carotendides como observado em N. crassa (AGUIRRE et al., 2005). A ionizagdo (raios a-, -
, V- € X) e a radiacdo (luz ultravioleta) induzem a producgdo de EAOs (BELOZERSKAYA;
GESSLER, 2007). Segundo Aguirre et al. (2005), pH, temperatura, umidade, concentracao de
substratos, danos fisicos entre outros fatores externos, também influenciam na producéo de
EAOs pelos fungos.

O excesso de EAOs pode gerar uma hiperoxidacdo, provocando um estresse oxidativo
que altera os processos metabdlicos das células, podendo levar a morte das mesmas. Sinais de
apoptose provocados por EAOs foram observados em leveduras e fungos (LAUN et al.,
2005).

O tempo de vida de um fungo esta correlacionado com a estabilidade de fatores
ambientais e também com a presenca de componentes de defesa antioxidantes presentes nas
células do organismo. Estes componentes sdo enzimas (como superdxido dismutase, catalase
e tiol-peroxidases) e antioxidantes (como glutationa, ascorbato, pigmentos como carotendides
e melanina, além de compostos fendlicos). O transporte de compostos toxicos para vacuolos,
a quelacdo de metais e o sistema de reparacdo celular aumentam a estabilidade do fungo na
presenca de estresse oxidativo. As enzimas superoxido dismutase e catalase atuam
diminuindo a concentracio de 'O, 0, e H,0,. Estas enzimas possuem uma alta
especificidade com relacdo as EAOs, tém localizacdo distinta dentro da célula e contém
metais como cobre, zinco, manganés e ferro, que ativam seus centros de catalise. Estas
enzimas sdo de extrema importancia para a sobrevivéncia dos fungos em condicdes de
estresse (BELOZERSKAYA; GESSLER, 2007).

2.7.1 Superoxido dismutase

A SOD (EC 1.15.1.1) foi isolada em eritrocitos bovinos em 1938 e sua funcao foi
descrita em 1969, por McCorde e Fridovick. E encontrada em organismos aer6bios e
anaerobios facultativos. Esta enzima caracteriza um grupo de metaloenzimas que catalisam a
formacdo de H,O, a partir de O,", livrando as células da oxidacdo por esses radicais
(POMPEU, 2006; POMPEU et al., 2008). E a primeira enzima de defesa contra danos
provocados por EAOs nas células e a Unica cuja atividade interfere nas concentragdes de O;”

e H,O,, os dois substratos da reacdo de Haber-Weiss, que origina os radicais hidroxila (OH™)
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e, provavelmente por isso, representam o mecanismo de defesa central dos organismos vivos
(BOWLER et al., 1992; ALSCHER et al., 2002).

SOD
20," +2H" > O, +H,0;

E classificada em quatro grupos, de acordo com o componente metalico de seu sitio
ativo (KEITH; VALVANO, 2007). O grupo manganés (Mn) SOD-A possui importante papel
na mitocoéndria; o grupo ferro (Fe) SOD-B é encontrado no citoplasma; o grupo cobre/zinco
(Cu/zn) SOD-C ¢ observado no citosol e no estroma dos cloroplastos; e, finalmente, o grupo
niquel (Ni) SOD é observado em bactérias do género Streptomyces, considerado um quarto
grupo da enzima SOD (MALLICK; MOHN, 2000; OKAMOTO et al., 2001).

A presenca de dois tipos de SOD € observada nos fungos (GIL-AD et al., 2000). A
SOD-A (Mn) e SOD-C (Cu/Zn) (ANGELOVA et al., 2005). A SOD-A é um homotetramero
(96 kDa) contendo um atomo de Mn por subunidade e a SOD-C possui duas subunidades
idénticas de aproximadamente 32 kDa (MATES, 2000). Na levedura Saccharomyces
cerevisiae a SOD-A é a primeira enzima de defesa contra o O,” (GUIDOT, 1993). Entretanto,
mutantes desta mesma levedura e do fungo Neurospora crassa ndo possuem a SOD-C, sendo
mais sensiveis ao O, e O, (CHARY, 1994).

A SOD geralmente atua de forma coordenada cooperando com as enzimas
ligninoliticas, celulases e hemicelulases. Entretanto, ndo ataca 0s componentes dos materiais
lignoceluldsicos de forma isolada. E uma enzima chave na protecdo da célula fingica contra o
estresse oxidativo. Os O," comumente aparecem durante a reducdo ciclica de quinonas e
também durante a atuacdo de Lacases, Manganés Peroxidases e Lignina Peroxidases por
fungos ligninoliticos. As EAOs agem como agente oxidante ou redutor, reagindo com outros
radicais produzidos pelas enzimas ligninoliticas, contribuindo ainda para varios processos
essenciais na transformacdo da lignina, como por exemplo, a quebra do anel aromatico ou
desmetoxilacdo (LEONOWICZ et al., 1999; GONZALES et al., 2002; FERREIRA, 2009).

2.7.2 Catalase

A CAT (EC 1.11.1.6), descrita em 1901 por Loew (FRUGOLI et al., 1996), € uma

enzima tetramérica, que contém grupos heme e é encontrada em todos 0s organismos Vivos.
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Possui a capacidade de degradar o H,0O,, sendo proposto por varios pesquisadores, que a CAT
desempenha papel fundamental nos sistemas que capacitam 0S organismos a viverem em
ambientes aerdbios (MALLICK; MOHN, 2000, POMPEU, 2006).

CAT
2H-,0, > 2H,0 + O,

Esta enzima é a Unica entre aquelas que degradam o H,O, que ndo consome
equivalentes redutores celulares, possuindo um mecanismo bastante eficiente para remocao do
H,O, formado nas células sob condicBes de estresse (MALLICK; MOHN, 2000). Séo
encontradas nos peroxissomos, organelas onde ocorrem 0s processos que geram o H;O;
através da -oxidacdo dos acidos graxos (ANGELOVA et al., 2000).

Segundo Angelova et al. (2005) existem trés familias de CAT, as Mn-catalases, que
incluem um elevado nimero de catalases de bactérias, plantas, fungos e animais; as catalase-
peroxidases bifuncional encontradas em bactérias e fungos filamentosos, porém, ndo
observadas em eucariotos complexos (KAWASAKI; AGUIRRE, 2001); e as catalases
verdadeiras ou monofuncionais onde encontram-se duas subunidades, uma com 50-65 kDa e
outra com aproximadamente 80 kDa (ANGELOVA et al., 2005).

Para Scandalios (1994) a CAT utiliza mecanismos de dois estagios para as rea¢des
peroxidativas e cataliticas sendo que, no primeiro estagio, o Fe do grupo heme interage com o
H,0, formando peréxido de ferro, rico em O,, denominado componente I, e em baixas
concentracdes de H,0O,, este componente pode ser reduzido por doadores de hidrogénio (H),
como o etanol e o &cido ascdrbico. Em elevadas concentragdes, 0 componente | reage com
outra molécula de H,0O,, produzindo H,O e O,. Condi¢des ambientais podem alterar a
atividade da CAT. Em bactérias do género Prochloron sp, a atividade da CAT ¢é diretamente
proporcional a radiacdo UV, enquanto que a alteracdo na temperatura afeta a atividade da
CAT em cianobactérias do género Synechocystis sp (LESSER; STOCHAJ, 1990; RADY et
al., 1994).

Duas isoformas foram identificadas no fungo Aspergillus nidulans, a CAT A,
codificada pelo gene catA, cuja transcricdo é induzida durante a esporulacdo e em resposta a
estresses e a CAT B, codificada pelo gene catB, presente no micélio, cuja expressdo é

induzida pelo H,O;, ou H,0,", ndo possuindo controle regulatorio pés-transcricional. Estas
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enzimas constituem mecanismos de defesa antioxidativa alternativo e especifico para os
diferentes estagios do ciclo de vida do fungo (CALERA et al., 2000).

A CAT pode ser obtida de figado de animais, principalmente bovinos e suinos. O
H.O,, substrato da CAT, é um potente agente bactericida, utilizado nas industrias, como a de
laticinios, para preservar os alimentos. A retirada do H,O, residual é realizada pela CAT
(SAID; PIETRO, 2002). Porém esta enzima pode ser produzida por Aspergillus niger, com a
vantagem de ser mais termoestavel que a enzima extraida do figado de mamiferos. Para a sua
producdo, a fonte de nitrogénio ideal € o nitrato em meio contendo 3% de sacarose e 6% de
farelo de trigo. Em leveduras cultivadas em meio contendo metanol, em condi¢des aerobicas,
a CAT atua na assimilacdo de carbono, onde o metanol é oxidado pela enzima alcool oxidase,
produzindo H,0, que é decomposto pela CAT, liberando O, que participa da oxidacdo de
outras moléculas (SAID; PIETRO, 2002).

2.8 Producéo de etanol

O caldo da cana-de-agUcar e 0 sorgo sacarino sdo matérias primas para 0 processo
imediato de fermentacdo alcoodlica, pois a sacarose presente nestes substratos constituiu um
dissacarideo que pode ser prontamente metabolizado pela levedura Saccharomyces cerevisiae.
As matérias primas amilaceas (como amido de milho, trigo e cevada) e lignocelulosicas
(como residuos agroindustriais e madeira) necessitam da hidrélise dos polissacarideos
presentes nestes materiais, para entdo a liberagcdo dos agucares fermentaveis. Entre os diversos
tipos de hidrolise encontra-se a enzimatica que € considerada um processo elaborado e
altamente relacionado com os componentes do material vegetal (BON et al., 2008).

Dentre os subprodutos agroindustriais lignocelulésicos com potencial de uso na
producdo de etanol encontram-se o bagaco (+38% de glicose) e a palha da cana, 0 sabugo
(£39% de glicose) e palha de milho, palhas de trigo (£37% de glicose) e arroz (x41% de
glicose), restos de madeira e papel (x65% de glicose) (WAYMAN; PAREKH, 1990). Estes
materiais, apds a hidrdlise, possuem uma mistura de hexoses (glicose) derivadas da celulose e
pentoses (xilose) derivadas da hemicelulose. Entretanto, a fermentacdo alcodlica mais
eficiente é a da glicose, realizada por S. cerevisiae, que ndo sdo capazes de fermentar xiloses
(BON et al., 2008).

Outros organismos, como bactérias, leveduras e fungos, podem fermentar a xilose a
etanol e este processo ocorre em trés etapas, primeiramente com a conversdo da xilose a

xilulose 5-P, que por sua vez é incorporada a via das pentoses-fosfato, resultando em
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gliceraldeido 3-P e frutose 6-P, sendo entdo convertidos, via glicolitica, a piruvato que
originara o etanol por meio de reacdes sequenciais de descarboxilacdo e reducéo (JEFFRIES;
JIN, 2004). Algumas leveduras, como Pichia stipitis e P. segobiensis, Candida tenius e C.
shehatae e Pacchsolen tannophilus, sdo capazes de fermentar xilose a etanol, porém as taxas
de producdo sdo baixas quando comparadas a fermentacéo alcodlica da glicose realizada pela
S. cerevisiae (BON et al., 2008).

As tecnologias de producdo de etanol utilizando matérias-primas agucaradas como o
caldo da cana ou matérias-primas amilaceas como milho e trigo, ja estdo bem estabelecidas.
Entretanto, o aproveitamento da celulose e hemicelulose como fonte de energia renovavel é
de enorme interesse mundial, ja que o petrdleo, principal combustivel atual, além de ndo ser
renovavel, é caracterizado por afetar a distribuicdo mundial de riquezas, gerar conflitos, danos
a satde humana e ao ambiente (BON et al., 2008).

A estatal brasileira Petrobras junto com a KL Energy Corporation (empresa norte
americana), assinaram, em agosto de 2010, um acordo relacionado com as pesquisas na
producdo de etanol a partir do bagaco da cana onde é esperado um aumento de até 40% na
producdo de etanol a partir da mesma quantidade de cana. Segundo a Petrobras, atualmente é
possivel produzir até 86 litros de etanol a partir de uma tonelada de cana, utilizando o bagaco,
pode-se aumentar esta produtividade em até 34 litros. O estudo utilizando o etanol do bagaco
ocorre desde 2004 na Petrobréas e esta empresa pretende produzir este etanol a partir de 2013
(AGROSOFT BRASIL, 2010a).
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3. MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Ecologia Aplicada pertencente ao
Centro de Energia Nuclear na Agricultura, da Universidade de Sdo Paulo (CENA-USP) e no
Laborat6rio de Genética Bioquimica de Plantas, do Departamento de Genética, pertencente a
Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz", da Universidade de Séo Paulo (ESALQ-
USP).

Neste estudo, foram analisadas as enzimas Lacase, Peroxidases e Manganés
Peroxidases para avaliar o comportamento dos fungos quanto a atividade de ligninases; as
Endoglicanases e a atividade celulolitica total para avaliar as celulases; a concentracdo de
acucares redutores liberados ap6s a acdo dos fungos e também as enzimas Superdxido
dismutase e Catalase com o objetivo de observar o comportamento dos fungos quanto a
diferenca na concentracdo de nitrogénio, no que se refere a estresse, utilizando o bagaco e a
palha da cana como substrato. Todo o experimento e todas as analises enzimaticas foram

realizados com trés repeticoes.

3.1 Bagaco e palha de cana-de-acucar

O material vegetal utilizado foi fornecido pela Usina Costa Pinto, pertencente ao
grupo COSAN, localizada em Piracicaba, SP, safra 2006/2007.

3.2 Fungos

Os fungos utilizados na realizacao deste projeto foram os lignoliticos Pleurotus sajor
caju CCB 020 e Phanerochaete chrysosporium e os celuloliticos Trichoderma reesei, e
Aspergillus niger, pertencentes ao estoque de culturas do Laboratério de Ecologia Aplicada,
CENAJ/USP, Piracicaba, SP (Figura 1).

3.2.1 Manutencéo das culturas dos fungos em grao de trigo

Para a manutencdo das culturas dos fungos utilizou-se a metodologia descrita por
Rosolen (2004). Os fungos foram mantidos em grdos de trigo previamente cozidos por 30
minutos em autoclave somente tampada, na proporcdo de 1:2 (peso do grdo em gramas.

volume de a4gua em mL™). Apés o cozimento, os grdos foram escorridos e acrescentou-se
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0,2% de carbonato de célcio e 0,8% de sulfato de célcio na proporcéo do peso dos gréos, para
ajustar o pH. Amostras de 75 g foram separadas em saquinhos de polietileno (10x15 cm)
fechados com espuma e barbante e autoclavadas por 30 minutos, a 121°C.

C D

Figura 1 — (A) Pleurotus sajor caju CCB 020, (B) Phanerochaete chrysosporium, (C)
Trichoderma reesei, e (D) Aspergillus niger em meio MEA, com 8 dias de
incubacéo a 28+2°C

Apos a esterilizacdo, os saquinhos contendo as amostras foram colocados em camara
de fluxo, sob luz ultravioleta, até esfriarem. Em seguida, foi realizada a inoculacdo com o
fungo desejado. Os saquinhos inoculados foram incubados em estufa por 20 dias, na
temperatura de 28°C. Uma vez crescido 0s micélios e/ou esporos, 0s saquinhos foram
armazenados sob refrigeracdo a 4°C e renovados a cada 6 meses. Esta metodologia é utilizada

tanto para a manutencdo quanto para ativacao das culturas dos microrganismos.

3.2.2 Cultivo dos fungos

As culturas crescidas em grdos de trigo foram utilizadas para inocular placas de Petri
contendo meio solido de extrato de malte (MEA) previamente esterilizado. Um grao
colonizado foi inoculado em cada placa e estas foram incubadas por 8 dias em estufa, na
temperatura de 28°C, conforme metodologia descrita por Mandels e Weber (1969) e Kirk et
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al. (1986). O meio solido de extrato de malte utilizado foi “Malt Extract Agar, EMD
Chemicals Inc.” (Alemanha), cuja composigao, por litro, é de 30 g de extrato de malte, 3 g de
peptona e 15 g de agar-agar. Foram utilizados 48 g deste composto para cada litro de agua
destilada. Este material foi autoclavado por 10 minutos, a 121°C, conforme recomendacédo do
fabricante. O pH final deste meio é de 5,6 £0,2, a 25°C.

3.3 Metodologia para producéo das enzimas ligninoliticas

Em frascos Erlenmeyers de 125 mL foram colocados 3 g de bagaco e palha de cana-
de-agUcar previamente secos em estufa até atingir peso constante. Em seguida, foram
adicionados 5 mL da solucéo de acido sulfarico (H,SO,) diluido na concentracao de 0,5% (em
agua destilada) para cada 1 g de bagaco e palha, permanecendo nesta etapa por 24h e em
temperatura ambiente. Apos este periodo, foram adicionados 2,25 mL da solucdo de NaOH
2% (em agua destilada), por frasco, com o objetivo de elevar o pH do meio até 4,5, ideal para
0 crescimento dos fungos.

Os frascos foram separados em dois tratamentos. No primeiro tratamento foram
adicionados 10 mL de &gua destilada e 0,5% do volume total (bagaco + palha + agua
destilada) de extrato de levedura. Para o segundo, adicionou-se 10 mL de agua destilada e 1%
do volume total de extrato de levedura. Em seguida, estes materiais foram autoclavados por
20 minutos, a 121°C.

O bagaco e a palha, previamente caracterizados por Pietrobon (2008), apresentavam,
antes do pré-tratamento com 4acido diluido (H,SO4, 0,5%) e autoclave, 54,5% de celulose,
10,4% de lignina e 26,7% de hemicelulose e apos este pré-tratamento, os teores de celulose,
lignina e hemicelulose foram de 69,7%, 17,6% e 2,2%, respectivamente.

Depois de atingirem a temperatura ambiente, em camara de fluxo, os frascos foram
inoculados com o fungo desejado (3 discos com 1 centimetro de diametro por frasco). As
coletas das amostras para analises enzimaticas foram realizadas a cada 24h a partir de dois
dias apos a inoculacdo do fungo, por um periodo de 13 dias. Estas amostras foram extraidas
com 30 mL de agua destilada, sob agitacdo de 40 rpm, por 30 minutos, a 25°C. Apos este
periodo, as amostras foram filtradas a vacuo e o sobrenadante (caldo enzimatico) foi

imediatamente analisado.
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3.3.1 Determinagéo da atividade enzimética da Lacase

A atividade da enzima Lacase (EC 1.10.3.2) foi determinada segundo a metodologia e
Szklarz et al. (1989), utilizando a siringaldazina como substrato enzimatico, oxidando até
formac&o de quinona.

Em tubos de ensaio foram colocados 0,6 mL de caldo enzimético, 0,3 mL de tampéo
citrato-fosfato 0,05 Molar (pH 5,0) e 0,1 mL de solucéo de siringaldazina 0,1% (em etanol),
considerada o iniciador da reagdo. As leituras foram realizadas em espectrofotometro, com
absorbancia de 525 nm, no inicio da reacdo (chamado de T0) e apds 10 minutos (T10). Para o
branco, o caldo enzimético foi fervido a 100°C, por 20 minutos e em seguida foi realizada a
leitura como descrito anteriormente. A atividade enzimdtica foi determinada em

pmol.min™.litro™ (UI.L™) e pmol.min™.mg de proteina™ (atividade especifica).

Atividade (A Abs) Atividade (A Abs)
enzimatica = € x 10° especifica = (€/1000)

(UI.L™h RxT (umol.min™.mg de proteina™) RxTxP
Onde:

A Abs = absorbancia [Abs final (T10) — Abs inicial (T0)]
€ = coeficiente de absor¢do molar = 65.000 L.M™*.cm™

R = volume do caldo enzimatico (mL)

T =tempo da reacao (minutos)

P = concentracdo de proteina (mg.mL™)

3.3.2 Determinacéo da atividade enzimatica das Peroxidases

A atividade das Peroxidases (EC 1.11.1.7) foi determinada segundo a metodologia de
Szklarz et al. (1989), utilizando a siringaldazina como substrato enzimatico, oxidando até
formacdo de quinona, na presenca de H,O, exdgeno no meio de reacéo.

Adicionou-se em 0,6 mL de caldo enzimatico, 0,2 mL de tampao citrato-fosfato 0,05
Molar (pH 5,0), 0,1 mL de solucdo de H,O, 0,002 Molar (em agua destilada) e 0,1 mL de
solucdo de siringaldazina 0,1% (em etanol), considerada o iniciador da reacdo. As leituras
foram realizadas em espectrofotdmetro, com absorbancia de 460 nm, no inicio da reacéo (TO)

e ap6s 10 minutos (T10). Para o branco, o caldo enzimatico foi fervido a 100°C, por 20
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minutos e em seguida foi realizada a leitura como descrito anteriormente. A atividade
enzimatica foi determinada em pmol.min™.litro? (UI.L") e pmol.min".mg de proteina™,
através da equacdo descrita em 3.3.1, considerando o valor do coeficiente de absor¢do molar
(€) de 29.400 LM™.cm™.

3.3.3 Determinacao da atividade enziméatica da Manganés peroxidase

A atividade da enzima MnP (EC 1.11.1.13) foi determinada segundo a metodologia de
Kuwabhara et al. (1984), quantificada através da oxidacdo do vermelho de fenol na presenca de
Mn*? e H,0,.

Para esta reacdo, foram adicionados em 0,6 mL de caldo enzimético, 0,1 mL de
solucéo de lactato de sodio 0,25 Molar; 0,1 mL de solucéo de albumina bovina 0,5% (em agua
destilada), 0,1 mL de tampdo succinato de sodio 0,2 Molar (pH 4,5), 0,05 mL de solucéo de
MnSO, 0,002 Molar, 0,05 mL de H,0, 0,002 Molar e 0,1 mL de vermelho de fenol 0,1% (em
agua destilada), considerado o iniciador da reacdo. Para o branco, o caldo enzimatico foi
fervido a 100°C, por 20 minutos e em seguida foi realizada a leitura como descrito
anteriormente. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro, com absorbéancia de 610
nm, no inicio da reacdo (TO) e ap6s 10 minutos a reacdo foi interrompida pela adicdo de 0,04
mL da solucdo de NaOH 2,0 N, sendo realizada nova leitura (T10).

A atividade enzimatica foi determinada em umol.min%.litro™ (UL.L™") e pmol.min"t.mg
de proteina™, através da equacéo descrita em 3.3.1 considerando o valor do coeficiente de
absorcdo molar (€) de 4.460 LM™.cm™.

3.4 Metodologia para producéo das enzimas celuloliticas

O procedimento utilizado para a producdo das enzimas celuloliticas foi semelhante a
metodologia utilizada para a producdo de enzimas lignoliticas, com excecdo da extracdo.
Neste caso, as amostras foram extraidas com 30 mL de tampéo citrato de sédio 0,05 Molar
(pH 4,8), sob agitacdo de 40 rpm, por 30 minutos, a 25°C. ApGs este periodo, estas amostras

foram filtradas a vacuo e o caldo enzimatico foi imediatamente analisado.
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3.4.1 Determinagéo da atividade celulolitica total

A atividade celulolitica total foi determinada através do método do 4&cido
dinitrosalicilico (DNS) em papel de filtro, de acordo com a metodologia proposta por Miller
(1959), Ghose (1987) e Adney e Baker (1996).

Em um tubo de ensaio foram colocados 1,5 mL de tampao citrato de s6dio 0,05 Molar
(pH 4,8) juntamente com uma tira de papel de filtro Whatman n°l de 1,0 x 6,0 cm
(aproximadamente 50 mg), este tubo representa o branco papel. Em outro tubo, o branco
reagente, foi adicionado somente 1,5 mL de tampdo citrato de sodio. Para os brancos
substratos, foram colocados em cada tubo de ensaio 1,0 mL de tampdo citrato de sdédio
juntamente com 0,5 mL do caldo enzimatico. Por fim, para a analise da atividade, 1,0 mL de
tampéo citrato de sodio foi adicionado em 0,5 mL de caldo enzimatico, juntamente com uma
tira de papel de filtro.

Estas amostras foram colocadas em banho, a 50°C, por 60 minutos. Em seguida, foram
adicionados 3,0 mL de DNS, paralisando a reacdo. Para a producéo de cor, as amostras foram
fervidas (100°C) por 5 minutos e apos esta etapa os tubos foram colocados em banho frio. A

leitura foi realizada em espectrofotémetro a absorbancia de 540 nm.

3.4.2 Determinacdo da atividade enzimatica das Endoglicanases

A atividade celulolitica da endoglicanase (Endoglicanase ou carboximetil celulase, EC
3.2.1.4) foi determinada pelo método do carboximetilcelulose (CMC), de acordo com a
metodologia proposta por Miller (1959), Ghose (1987) e Adney e Baker (1996).

Em um tubo de ensaio foi adicionado 1,5 mL de tampdo citrato de sédio 0,05 Molar
(pH 4,8) este tubo representa o branco CMC. Em outro tubo, o branco reagente, foi
adicionado somente 2,0 mL de tampao citrato de sodio. Para os brancos substratos, foram
colocados em cada tubo de ensaio 1,5 mL de tampéo citrato de sodio juntamente com 0,5 mL
do caldo enzimatico. Por fim, para a analise da atividade da endoglicanase, 1,0 mL de tampéo
citrato de sodio foi adicionado em 0,5 mL de caldo enzimético.

Estas amostras foram colocadas em banho, a 50°C, por 5 minutos. Em seguida, foram
adicionados 0,5 mL de CMC nos tubos contendo branco CMC e caldo enzimatico. As
amostras foram recolocadas no banho por 30 minutos e apds este periodo, 3,0 mL de DNS foi

acrescentado, paralisando a reacdo. Para a producdo de cor, as amostras foram fervidas
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(100°C) por 5 minutos e apos esta etapa os tubos foram colocados em banho frio. A leitura foi

realizada em espectrofotometro a absorbancia de 540 nm.

3.4.3 Curva padrao de glicose

Uma solugdo contendo 10 mg de glicose a cada 1,0 mL de agua destilada foi diluida
nas seguintes proporcoes, em tampéao citrato de sédio 0,05 Molar (pH 4,8):

1,0 mL de solucéo de glicose + 0,5 mL de tampdo — (1:1,5) —> 6,7 mg.mL™ de glicose
1,0 mL de solucéo de glicose + 1mL de tampdo ~ —> (1:2) — 5,0 mg.mL™ de glicose
1,0 mL de solucéo de glicose + 2mL de tampdo ~ — (1:3) — 3,3mg.mL™ de glicose
1,0 mL de solucéo de glicose + 4mL de tampdo ~ — (1:5) —» 2,0 mg.mL™ de glicose

Apos as diluigdes, as amostras contendo glicose foram tratadas como descrito para a
atividade celulolitica total (3.4.1), porém sem a adicdo do papel de filtro. Apds este
procedimento, estas amostras foram analisadas em espectrofotometro (Femto — 432) na
absorbéancia de 540 nm. As absorbancias foram colocadas em uma curva padrdo (absorbancia
=y por concentracdo de glicose = X) e a equacdo da reta foi anotada assim como o R?
(proximo a 1). Para cada nova solucdo de DNS feita, uma nova curva padrdo de glicose
utilizando este DNS foi realizada. As equacdes da reta foram utilizadas no calculo das

atividades enzimaticas.
3.4.4 Célculo da atividade celulolitica total

Para a atividade celulolitica total (FPU) foram realizados os seguintes calculos:

O resultado da diferenca entre a absorbancia da enzima e a absorbancia do branco
enzima foram colocados na curva padrdo de glicose no lugar de y sendo entdo encontrado o

valor A. Em seguida,

Valor A

0,18016 (peso molecular da glicose em micromol) =valor B

[0,5 mL (volume da amostra) x 60 (tempo da reacdo em minutos)]
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Valor B =valor C

Fator de diluicdo (quando houver) FPU (unidades.mL™)

Para a determinacdo da atividade especifica,
Valor C =valor D

mg de proteina correspondente ao dia da amostra C FPU. mg de proteina™

3.4.5 Célculo da atividade enzimética das Endoglicanases

Para a atividade da endoglicanase (CMC) foram realizados os seguintes calculos:
O resultado da diferenga entre a absorbéancia da enzima e a absorbancia do branco
enzima foram colocados na curva padrdo de glicose no lugar de y sendo entdo encontrado o

valor E. Em seguida,

Valor E

0,18016 (peso molecular da glicose em micromol) =valor F

[0,5 mL (volume da amostra) x 30 (tempo da reacdo em minutos)]

Valor F =valor G

Fator de diluicdo (quando houver) CMC (unidades.mL™)

Para a determinacdo da atividade especifica,

Valor G =valor H

mg de proteina correspondente ao dia da amostra G CMC. mg de proteina™
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3.4.6 Célculo da concentracao de acucares redutores

Para a concentragdo dos acUcares redutores foram realizados os seguintes calculos:

O resultado da diferenca entre a absorbancia do branco enzima, absorbéancia do branco
reagente e a absorbancia do branco controle foram colocados na curva padréo de glicose no
lugar de y sendo entdo encontrado o valor H. Este valor representa a concentracdo de acglcares
redutores (AR) em mg.mL™ de soluc#o.

Para 1 grama de bagaco seco,

Valor H = valor |

3 (peso total de bagaco seco por frasco) mg de AR.g de BS (bagaco seco)™

3.5 Determinacéo das enzimas antioxidantes

3.5.1 Extracéo protéica

Para a determinacdo da atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT foi preparado
um novo experimento, com trés repetices, onde foram coletadas as amostras dos dias 1, 2, 3,
5, 7, 10 e 15. As amostras de cada tratamento foram maceradas em mortar, na presenca de
nitrogénio liquido, até formar uma farinha. Em seguida, foi adicionado o tampé&o de extracédo
na proporcdo de 2 mL de tampdo para cada 1 g de amostra, segundo a metodologia de
Azevedo et al. (1998), citado em Gratdo et al. (2008). O tampédo de extracdo ou tampédo
fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) contém fosfato de potassio dibasico (14,52 g K;HPO,.
L™ de tampao), fosfato de potassio monobasico (2,27 g de KH,PO4.L™ de tamp#o), 1 mM de
4cido etileno diamino tetracético (0,372 g de EDTA.L™ de tampéo), 3 mM de ditiotreitol
(0,462 g de DTT.L? de tampdo) e 4% (p/v) de polivinil polipirrolidona (PVPP). O
homogeneizado foi centrifugado a 10.000 rpm, por 30 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi

coletado, aliquotado e estocado em freezer -80°C até o momento das analises.
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3.5.2 Atividade de Superdxido dismutase (SOD)

A atividade de SOD foi determinada por eletroforese em gel de poliacrilamida
(PAGE) ndo-desnaturante. Os materiais biologicos extraidos conforme descrito em 3.5.1
foram aplicados em gel com concentracdo de 12% de poliacrilamida. O gel possui espessura
de 3,0 mm, altura de 6,5 cm e largura de 7,3 cm, contendo 6,0 mL de solucdo 40% de
acrilamida/bis-acrilamida (Sigma), 5,0 mL de tampéo tris (hidroximetil)-aminometano (TRIS)
2,9 M (pH 8,9) e 9,0 mL de agua osmose. Como catalisadores foram utilizados 38,0 uL de N,
N, N', N'-tetrametilenodiamina (TEMED) e 50,0 uL de persulfato de amonia (PA) (10%).

Apobs a polimerizacdo, o gel de empilhamento foi aplicado sobre o gel principal.
Foram utilizados para este gel 1,0 mL da solu¢do 40% de acrilamida/bis-acrilamida (Sigma),
2,5 mL de tampdo TRIS 0,5 M (pH 6,8) e 5,5 mL de agua osmose. Para a polimerizacdo do
gel foram utilizados 20,0 uL. de TEMED e 100,0 uL de PA (10%).

A eletroforese foi realizada a 4°C em corrente constante de 20 mA, por placa. O
tampéo estoque de eletrodo continha TRIS 250 mM (15,2 g) pH 8,3 e Glicina 192 mM (72,0
g), onde 150,0 mL deste tampao foram misturados em 600,0 mL de agua osmose. O padrédo
utilizado foi duas unidades de SOD de figado de boi (Sigma) e a concentracdo de proteinas
das amostras foi de 20,0 pg.

Ap0s a separacdo por eletroforese, a atividade de SOD foi determinada como descrito
por Beuchamp e Fridovick (1971). Os géis foram lavados em &gua osmose e incubados no
escuro, a temperatura ambiente, em uma mistura de reacdo contendo 50 mM de tampé&o
fosfato de potéssio pH 7,8, 1 mM de EDTA, 0,05 mM de riboflavina, 0,1 mM de nitro blue
tetrazolium (NBT) e 0,3% de TEMED. Depois de 30 minutos, a mistura da reacdo foi
removida, os géis lavados com agua osmose e colocados sob iluminacdo até o aparecimento
das bandas negativas sob fundo roxo. Nestas condic@es, ocorre a fotoxidacdo do gel com a
formacdo de uma coloracdo purpura e as bandas correspondentes a atividade de SOD
permanecem sem fotoxidar, promovendo uma revelacdo negativa. A fotoxidacdo €
interrompida com solugdo de agua osmose e acido acético 7%, para entdo a documentacdo em

Image Scanner — AmershanBioscence.
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3.5.3 Atividade de Catalase (CAT)

A atividade de CAT foi determinada por espectrofotometria (Perkin Elmer, Lambda
40) segundo Kraus et al. (1995), com algumas modificacdes conforme Azevedo et al. (1998).
A CAT foi determinada a 25°C, em solugdo contendo 1,0 mL de tampdo fosfato de potéssio
100 mM (pH 7,5) e 0,025 mL de H,0O, (solucdo 0,25%) preparado imediatamente antes do
uso. A reacdo foi iniciada pela adicdo de 0,025 mL de material biolégico e a atividade
determinada seguindo-se a decomposicdo de H,O, por 1 minuto, através das alteracdes na

absorbancia a 240 nm. Os resultados sdo expressos em pmol.min™.mg™ de proteina.

Calculo:
Absorbéncia do espectrofotdmetro / 39,4 = (valor A)
A /1000 = (valor B)
B / (proteina / volume em pL*) = (valor C)
C x 10°

*Para a leitura foram utilizados 25 ul de amostra (material bioldgico), portanto:

1000/25 = 40, sendo este valor utilizado no volume para a obtengéo do valor C.

3.6 Determinacédo das proteinas totais

A determinacdo de proteinas totais foi baseada no méetodo de Bradford (1976). Foram
utilizados 20 ul do sobrenadante para 1 mL de reagente. A quantificacdo protéica foi
realizada em espectrofotdmetro (Femto 432) na absorbancia de 595 nm. Para o branco, 20 puL

de &gua destilada foram utilizados no lugar da amostra.

3.7 Gel SDS-PAGE

A eletroforese em sistemas SDS-PAGE ¢é empregada em estudos de proteinas, o qual
utiliza um agente dissociante para desnaturd-las em subunidades. O agente dissociante
comumente utilizado € o detergente idnico dodecil sulfato de sédio (SDS). A mistura de
proteina é desnaturada pelo aquecimento, na presenca do SDS e mercaptoetanol, cuja funcédo é
quebrar as ligagOes dissulfeto. Esta eletroforese ocorre em cuba vertical, em sistema de

tampdo descontinuo e desnaturante, utilizando-se mini-gel no tamanho de 8,3 x 10,2 cm na
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concentracdo de acrilamida de acordo com Laemmli (1970). As solucGes estoques s&o
descritas como segue.

O tampdo de corrida (5x concentrado) contém 15,2 g de TRIS (25 mM), 72,0 g de
glicina (192 mM) (pH 8,3) e 1% SDS (10%). O tampéo do gel principal contém 36,3 g de
TRIS (pH 8,9) e 0 tampéo do gel de empacotamento, 6,0 g de TRIS (pH 6,7).

Para a preparacdo de 2 géis na concentracdo de 10% de acrilamida, foram utilizados
no gel de resolucdo (principal) 5,0 mL de acrilamida/bis-acrilamida (40%), 5,0 mL do tampé&o
do gel principal, 10,0 mL de H,O destilada, 200,0 uL. SDS (10%), 38,0 uL. de TEMED e
50,0uL de PA (10%). Para o gel de empacotamento, 1,0 mL de acrilamida/bis-acrilamida
(40%), 2,5 mL de tampdo de empacotamento, 55 mL de H,O destilada, 100,0 uL. de SDS
(10%), 20,0 uL. de TEMED e 100,0 uL de PA (10%).

O tampédo de amostra contém 3,0 mL de H,O destilada, 1,0 mL de tampédo de
empacotamento, 1,6 mL de glicerol, 1,6 mL de SDS (10%), 0,4 mL de solucdo 0,5% de azul
de bromofenol e 0,4 mL mercaptoetanol. A corrida foi realizada em amperagem constante de
20 mA por placa.

Ao final da corrida, os géis foram colocados em solucdo corante de Coomassie Blue
(0,59 de Coomassie Blue R-250 em 500 mL de solucdo descorante), e apos 2 horas, 0s geéis
foram colocados em solucdo descorante (400 mL de metanol P.A., 70 mL de &cido acético
glacial e o volume desta solucdo completado para 1000 mL em &gua osmose), por 3 horas,

seguida da documentacao do gel em Image Scanner — AmershanBioscence.

3.8 Analise estatistica

Os tratamentos foram dispostos de forma inteiramente casualizada, com 3 repeticfes
onde foram analisados trés fatores (fungos, concentracGes de nitrogénio e periodo de
incubacdo). Os fungos foram separados em ligninoliticos (P. sajor caju e P. chrysosporium) e
celuloliticos (T. reesei e A. niger). Para esta analise foi empregado o teste de Tukey,
utilizando o programa ESTAT desenvolvido pela Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinaria - UNESP, Jaboticabal.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Existem algumas formas as quais 0 nitrogénio pode ser encontrado e que possuem
elevado potencial de assimilacdo pelos fungos. S&o estas o nitrato (NO3’), a aménia (NHs), 0
amonio (NH,4"), aminoacidos, aminas, amidas, peptideos, proteinas e uréia.

Os fungos filamentosos possuem a capacidade de utilizar o NO3", porém fungos como
os Basideomicetos (P. sajor caju e P. chrysosporium) e leveduras, ndo conseguem utiliza-lo.
Geralmente sdo adicionados ao meio na forma de sais organicos como NaNOs;, KNO; e
NH;NOsz. O NH4" é um dos ions mais utilizados entre as formas inorganicas de nitrogénio,
sendo adicionado na forma de sulfatos, cloretos, carbonato, acetatos, tartaratos, fosfatos, ou na
forma orgéanica. Os fungos também sdo capazes de utilizar fontes de nitrogénio organico
como amino&cidos, aminas e amidas, hidrolisados enzimaticos ou &cidos de origem animal ou
vegetal, que normalmente aparecem misturados formando uma fonte complexa de nitrogénio.
Peptideos como caseina hidrolisada e a peptona também s&o consideradas fontes de nitrogénio
para os fungos, assim com a uréia (GALVAGNO; FORCHIASSIN, 2004).

O uso do extrato de levedura foi determinado devido a disponibilidade deste material,
obtido através da secagem das células de leveduras utilizadas nas usinas e destilarias durante
0 processo de fermentacdo. O extrato utilizado neste experimento contém nitrogénio a—amino,
cloreto de sddio (NaCl) e vitaminas do complexo B como tiamina (B1l), riboflavina (B2),
piridoxina (B6), niacina, acido pantoténico, acido folico e biotina.

Exigéncias nutricionais sdo uma das caracteristicas fisiologicas fundamentais nao
somente para o crescimento dos fungos, mas também para um melhor entendimento do papel
ecoldgico destes (LI; NAN, 2009). Para seu crescimento, o fungo necessita cerca de quarenta
nutrientes, entre eles, carbono e nitrogénio (AHAMAD et al., 2004). Diversos sao os estudos
relacionando fontes de nitrogénio com a producdo de enzimas lignoceluloliticas em P. sajor
caju (ELISASHVILI et al., 2008; BETTIN et al., 2009) P. chrysosporium (KAAL et al.,
1995; ROBINSON et al., 2001) T. reesei (KUMAR, et al., 2008; WANG et al., 2010) e
Aspergillus (LOCKINGTON et al., 2002; SHERIEF et al., 2010)

A lignina ndo é considerada um substrato energético que permite o crescimento de
organismos, é necessario a presenca de outro substrato para ser utilizado como fonte de
energia. A degradacdo da lignina esta relacionada com o crescimento secundario do fungo
que, com a diminuicdo de nutrientes e a extingdo do seu crescimento, gera a atividade
ligninolitica. Esta atividade ¢ iniciada pela reducéo de nitrogénio no meio e alta concentracdo
de oxigénio, pois € um processo oxidativo (KIRK et al., 1978; KAAL et al., 1995; LEVIN;
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FORCHIASSIN, 2001). No caso da degradacdo da celulose, além da fonte de nitrogénio, é
observado que a presenca de glicose pode induzir ou reprimir a acdo das celulases
(GALVAGNO; FORCHIASSIN, 2004).

4.1 Enzimas ligninoliticas

Foi observado que, entre os fungos ligninoliticos e os celuloliticos, ocorreram
diferencas significativas entre as atividades enziméticas da Lacase, Peroxidases e Manganés
Peroxidase para os fatores analisados, concentragdes de nitrogénio e periodo de incubagédo
(Figura 2; 3 e 4; Anexos A - F).

As maiores atividades enzimaticas de Lacase e Peroxidases foram observadas em P.
sajor caju, na concentracdo de 1% de extrato de levedura, no 13° e 12° dias de incubacéo,
respectivamente, seguido por T. reesei, 1%, 4° e 5° dias, A. niger, 1%, 4° e 5° dias e P.
chrysosporium, 0,5%, 5° e 8° dias (Tabelas 1, 2). Com relacdo a MnP, a maior atividade
enzimatica foi observada em T. reesei, 1%, 4° dia, A. niger, 1%, 10° dia, P. sajor caju, 0,5%,
8° dia e P. chrysosporium, 9° dia, 1% (Tabela 3).

Comparando os resultados obtidos verifica-se que, apesar das maiores atividades das
enzimas Lacase e Peroxidases para P. sajor caju terem sido observadas no 13° e 12° dia, este
fungo possui uma maior atividade enzimatica em relacdo aos demais organismos estudados, a
partir do 4° dia de incubacdo. Com relagdo ao fungo ligninolitico P. chrysosporium, a
atividade enzimatica foi a menor observada com relacdo aos quatro fungos estudados e a
maior atividade especifica de MnP foi observada para o fungo T. reesei seguido por A. niger,
mesmo sendo estes fungos caracterizados por produzir celulases.

Segundo Ferreira et al. (2010), existem diferencas com relacdo ao perfil enzimatico
guanto ao organismo, substrato utilizado e periodo de incubacdo. As caracteristicas fisico-
quimicas do meio de cultivo sdo de fundamental importancia, ndo apenas para o crescimento
celular como também para a produtividade enzimatica. Isto ocorre porque as células sao
capazes de responder aos estimulos quimicos e fisicos do meio externo através de
mecanismos bioquimicos que regulam a expressdo génica e a fisiologia do microrganismo e,
por extensdo, seu desempenho na formacdo do produto desejado. Esses mecanismos sao
acionados, dentre outro fatores, por indutores, ativadores, inibidores e repressores (BON et
al., 2008).
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Tabela 1 — Maiores atividades enziméticas de Lacase, em pmol.min™.mg proteina™ e UI.L™,
produzidas pelos fungos crescidos em bagaco e palha de cana-de-agucar
juntamente com 0,5% ou 1% de extrato de levedura, por 15 dias, a 28+2°C

Fungos Dias Lacase Lacase
(umol.min™.mg proteina™) (UL
P. sajor caju 0,5% 12 0,6 1113,3
P. sajor caju 1% 13 2,2 3032,7
P. chrysosporium 0,5% 5 0,018 15,5
P. chrysosporium 1% 9 0,009 11,3
T. reesei 0,5% 5 0,138 8,4
T. reesei 1% 4 0,182 71
A. niger 0,5% 5 0,035 6,8
A. niger 1% 4 0,046 3,7
Controle abidtico* 3 0 0

*bagaco e palha pré-tratados com acido diluido e autoclave, juntamente com 0,5% ou 1% de extrato de levedura

Tabela 2 — Maiores atividades enziméaticas de Peroxidases, em umol.min.mg proteina™ e
UI.L™, produzidas pelos fungos crescidos em bagaco e palha de cana-de-actcar
juntamente com 0,5% ou 1% de extrato de levedura, por 15 dias, a 28+2°C

Fungos Dias Peroxidases Peroxidases
(umol.min™.mg proteina™) (UL
P. sajor caju 0,5% 12 0,468 1113,3
P. sajor caju 1% 12 1,5 2663,6
P. chrysosporium 0,5% 8 0,009 9,3
P. chrysosporium 1% 4 0,007 3,0
T. reesei 0,5% 3 0,008 2,4
T. reesei 1% 5 0,183 8,8
A. niger 0,5% 6 0,043 9,2
A. niger 1% 5 0,081 10,9
Controle abidtico* 3 0 0

*bagaco e palha pré-tratados com &cido diluido e autoclave, juntamente com 0,5% ou 1% de extrato de levedura

Tabela 3 — Maiores atividades enzimaticas de MnP, em pmol.min™*.mg proteina™ e UI.L™,
produzidas pelos fungos crescidos em bagaco e palha de cana-de-agucar
juntamente com 0,5% ou 1% de extrato de levedura, por 15 dias, a 28+2°C

Fungos Dias MnP MnP
(umol.min™.mg proteina™) (UL

P. sajor caju 0,5% 8 0,046 47,1
P. sajor caju 1% 10 0,022 25,4
P. chrysosporium 0,5% 8 0,004 3,5
P. chrysosporium 1% 9 0,014 17,7
T. reesei 0,5% 4 0,091 3,0
T. reesei 1% 4 0,172 6,7

A. niger 0,5% 9 0,058 24,2

A. niger 1% 10 0,070 29,1

Controle abidtico* 3 0 0

*bagaco e palha pré-tratados com &cido diluido e autoclave, juntamente com 0,5% ou 1% de extrato de levedura
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Figura 2 — Perfil enzimatico da Lacase, em pmol.min™.mg proteina™®, produzida pelos fungos
(A) P. sajor caju, (B) P. chrysosporium, (C) T. reesei e (D) A. niger, crescidos em

bagaco e palha de cana-de-acUcar juntamente com 0,5% ou 1% de extrato de
levedura, por 15 dias, a 28+2°C
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Figura 3 — Perfil enzimatico das Peroxidases, em pmol.min™*.mg proteina™, produzidas pelos
fungos (A) P. sajor caju, (B) P. chrysosporium, (C) T. reesei e (D) A. niger,
crescidos em bagaco e palha de cana-de-agUcar juntamente com 0,5% ou 1% de
extrato de levedura, por 15 dias, a 28+2°C
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O material vegetal e os fungos utilizados neste estudo foram também avaliados em
diversas situacdes pelos pesquisadores do Laboratério de Ecologia Aplicada (CENA-USP)
(AGUIAR FILHO, 2008; FASANELLA, 2008; PIETROBON, 2008; FERREIRA, 2009).
Como observado na literatura, a alteracdo do substrato ou do organismo inoculado resulta na
alteracdo das atividades enzimaticas, portanto os resultados deste trabalho foram comparados
com os resultados dos demais estudos, visando manter o substrato e os fungos para uma
melhor avaliagéo.

O fungo P. sajor caju foi inoculado nos meios liquidos contendo vinhaga (M1),
vinhaga com meio sintético para fungos (M2) e vinhaca com glicose (M3) (FERREIRA,
2009) e meios sdlidos contendo bagaco e palha de cana com vinhaca (M4) e bagaco e palha
de cana com meio liquido mineral (M5) (AGUIAR FILHO, 2008) e incubado por 15 dias
(Tabela 4).

Com relagdo a atividade enzimética de Lacase, o0 meio solido contendo bagaco e palha
de cana com 0,5% de extrato de levedura foi, em média, 2,6 vezes mais eficiente que 0s meios
liquidos M1, M2 e M3 e 100 vezes mais eficiente que o meio sélido T4. O meio contendo 1%
de extrato de levedura foi 7 vezes mais eficiente que os meios liquidos e 275 vezes mais
eficiente que o meio solido.

A atividade de Peroxidases em meio contendo 0,5% ou 1% de extrato de levedura foi
150 e 355 vezes maior, respectivamente, que o meio solido M4. Entretanto, os meios liquidos
M1, M2 e M3, foram, em média, 1,5 e 2,7 vezes maiores na atividade de MnP com relacéo
aos meios com 0,5% e 1% de extrato de levedura e estes meios foram 2,6 e 1,4 vezes mais

eficientes que o meio sélido M4.

Tabela 4 — Maiores atividades enziméticas de Lacase, Peroxidases e MnP, em UI.LY,
produzidas pelo fungo P. sajor caju crescido em meio liquido ou sélido, por 15
dias, a 28+2°C, segundo Ferreira (2009) e Aguiar Filho (2008)

Tratamentos Dias Lacase (ULl Peroxid;o\ses MnP (ULIY) Autores
(ULI™)
M1 9,12 400 NO* 60 Ferreira (2009)
M2 9,12 425 NO* 70 Ferreira (2009)
M3 9,12 450 NO* 80 Ferreira (2009)
M4 6, 6, 12 11 75 18 Aguiar F° (2008)
M5 NO* NO* NO* Aguiar F° (2008)

*NO = ndo foi observada atividade enzimética.
Vinhaca (M1); vinhaga com meio sintético para fungos (M2); vinhaga com glicose (M3); bagaco e palha de cana
com vinhaca (M4); e bagaco e palha de cana com meio liquido mineral (M5)
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Observa-se que sendo o objetivo a atividade de enzimas ligninoliticas, o meio sélido
contendo bagaco e palha de cana com extrato de levedura na concentracdo de 1% foi 0 meio
mais eficiente.

Segundo Bettin et al. (2009), em experimento realizado com P. sajor caju (PS-2001),
cultivado em diferentes concentragdes de caseina (0,5, 1, 1,5 e 2 g.L ™) em meio submerso,
por 15 dias, observou-se uma producdo média de Lacase que variou de 3600,0 a 11300,0
ULL?, e a maior atividade foi observada para a concentracdo de 1,5 g.L™ de caseina,
demonstrando que alteragdes na concentracdo de nitrogénio resultaram em uma variagdo na
producdo da enzima e que ndo existe uma relacdo entre maior concentragdo de nitrogénio e
maior atividade enzimatica.

Estes resultados demonstram que um mesmo fungo exposto a diferentes condicdes e
fontes de nutrientes obtém uma produgdo enzimatica variavel, assim como verificado por
Elisashvili et al. (2008) em estudo realizado com sete fungos de decomposicdo branca
expostos a quatro fontes de carbono (folha de arvore, palha de trigo, casca de maca e de
banana) e quatro fontes de nitrogénio [KNO3, (NH;),SO4, NH4NO;3 e peptona]. Entre estes
fungos, o Pleurotus ostreatus obteve uma produtividade enzimatica de Lacase que variou de
73 UL.L? em folhas de &rvore a 631 UI.L™ em casca de banana e para a enzima MnP, a
variacéo foi de 164 UI.L™ em casca de maca a 437 UI.L™ em meio sélido com peptona.

A enzima Lacase é produzida por todos os fungos de decomposi¢édo branca, exceto P.
chrysosporium (KIRK; FARRELL, 1987; BAVUTTI, 2002) que somente é capaz de produzi-
la em determinadas condigdes, como na presenca de cobre (DITTMER et al., 1997). Para
Singh e Chen (2008), em uma mini revisdo sobre condicBes de cultivo do P. chrysosporium
para producdo de enzimas que degradam a lignina, a capacidade deste fungo esta em produzir
principalmente lignina peroxidase (LiP) e MnP e a maior dificuldade no uso deste organismo
para producdo de enzimas estd na instabilidade da produtividade, pois o fungo responde de
diferentes maneiras as diversas fontes de nutrientes.

Os fungos T. reesei e A. niger sdo caracterizados por produzirem principalmente
celulases, porém, neste estudo, foi observado que estes fungos também produziram enzimas
que degradam a lignina, assim como observado por outros autores.

Em estudos realizados por Aguiar Filho (2008) onde o fungo T. reesei foi inoculado
em meio sélido contendo bagaco e palha de cana com vinhaca (M4) e bagaco e palha com
meio liquido mineral (M5) e por Fasanella (2008) que inoculou A. niger em meio sélido
contendo bagago e palha de cana com farelo de soja (M6), foram analisadas as enzimas

Lacase, Peroxidases e MnP (Tabela 5).
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Tabela 5 — Maiores atividades enziméticas de Lacase, Peroxidases e MnP, em UI.L™,
produzidas pelos fungos T. reesei e A. niger crescidos em bagaco e palha de
cana-de-agucar com vinhacga, meio liquido mineral ou farelo de soja, por 15 dias,
a 28+2°C, segundo Aguiar Filho (2008) e Fasanella (2008)

Tratamentos Dias Lacase (ULI™ Peroxidases MnP (ULI™) Autores
(urIh
M4 12,15, 15 2,8 3,0 19,0 Aguiar F° (2008)
M5 12,15,12 15 1,4 7,5 Aguiar F° (2008)
M6 8,7 40 NO* 55 Fasanella (2008)

*NO = ndo foi observada atividade enzimatica.
Bagaco e palha de cana com vinhaca (M4); bagaco e palha com meio liquido mineral (M5); bagaco e palha de
cana com farelo de soja (M6)

A atividade enzimatica de Lacase em meio solido contendo 0,5% de extrato de
levedura foi 3 e 5,6 vezes maior que os meios M4 e M5, entretanto, 0 meio M6 foi 5,9 vezes
mais eficiente na atividade desta enzima. Com relacdo ao meio contendo 1% de extrato de
levedura, este foi 2,5 e 4,7 vezes mais eficiente que 0os meios M4 e M5, porém 10,8 vezes
menos eficiente que 0 meio M6.

O meio com 0,5% de extrato de levedura foi 1,25 vezes menos eficiente que o meio
M4, 1,7 vezes mais eficiente que o meio M5 e para 1% de extrato de levedura, 2,9 e 6,3 vezes
maior que M4 e M5, respectivamente, para a producdo de Peroxidases.

Observando a atividade enzimatica de MnP, os meios M4, M5 e M6 foram 6,3, 2,5 e
2,2 vezes mais eficientes na atividade desta enzima que o meio contendo 0,5% de extrato de
levedura e 2,8, 1,2 e 1,9 vezes mais eficientes que o meio contendo 1%.

Estes resultados sugerem que o meio solido contendo bagaco e palha de cana com
farelo de soja € mais eficiente com relacdo a atividade das enzimas Lacase, Peroxidases e
MnP, para o fungo A. niger. Entretanto, com relacdo ao T. reesei, 0s meios contendo extrato
de levedura foram mais eficientes nas atividades de Lacase e Peroxidases.

As enzimas ligninoliticas podem ser inativadas por processos bidticos e/ou abidticos
como adsorcdo a matriz organica do substrato fungico, elevada acidez ou alcalinidade, pela
biodegradacao por enzimas como as proteases, pelo excesso de matéria organica, entre outros
(AHN et al., 2002). Durante a degradacéo do bagaco de cana, a reacdo da enzima Lacase com
compostos fendlicos podem gerar substancias humicas, resultando na perda da atividade e
estabilidade das enzimas ligninoliticas (GIANFREDA; BOLLAG, 1994). Segundo Machado
(1998), a temperatura e o tempo de incubacdo do organismo interferem na atividade
enzimatica. Elevadas temperaturas podem estimular a producéo de enzimas, porém também

podem provocar a deshaturacao protéica, resultando na perda da atividade.
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4.2 Enzimas celuloliticas

Nas analises das atividades celulolitica total e de Endoglicanases foram observadas
diferencas significativas entre os fungos ligninoliticos e celuloliticos com relacdo as
concentracdes de nitrogénio e o periodo de incubacdo (Figuras 5 e 6; Tabelas 6 e 7; Anexos
G - J). Comparando os resultados obtidos verifica-se que as maiores atividades enzimaticas
foram observada para os fungos T. reesei (0,5%), A. niger (1%), seguido por P. sajor caju
(1%) e P. chrysosporium (0,5%), confirmando o perfil celulolitico dos dois primeiros fungos.

Tabela 6 — Maiores atividades celulolitica total (FPU. mg proteina™ e FPU.mL™) produzidas
pelos fungos crescidos em bagaco e palha de cana-de-agUcar juntamente com
0,5% ou 1% de extrato de levedura, por 15 dias, a 28+2°C

Fungos Dias FPU. mg proteina™ FPU.mL™

P. sajor caju 0,5% 3 2,7 0,362

P. sajor caju 1% 3 7,6 0,522
P. chrysosporium 0,5% 5 3,6 1,9
P. chrysosporium 1% 6 2,8 2,8
T. reesei 0,5% 7 10,1 1,3
T. reesei 1% 8 5,3 1,3
A. niger 0,5% 7 6,2 1,9
A. niger 1% 7 8,5 2,3

Controle abidtico* 3 0 0

*bagaco e palha pré-tratados com &cido diluido e autoclave, juntamente com 0,5% ou 1% de extrato de levedura

Tabela 7 — Maiores atividades de Endoglicanases (CMC.mg proteina® e CMC.mL™)
produzidas pelos fungos crescidos em bagaco e palha de cana-de-agUcar
juntamente com 0,5% ou 1% de extrato de levedura, por 15 dias, a 28+2°C

Fungos Dias CMC. mg proteina™ CMC.mL™

P. sajor caju 0,5% 3 6,1 0,800

P. sajor caju 1% 3 8,5 0,167
P. chrysosporium 0,5% 5 5,3 2,9
P. chrysosporium 1% 6 4,6 4,5
T. reesei 0,5% 7 20,6 2,6

T. reesei 1% 3 18,3 0,600
A. niger 0,5% 7 12,4 3,9
A. niger 1% 7 14,1 3,9

Controle abidtico* 3 0 0

*bagaco e palha pré-tratados com 4cido diluido e autoclave, juntamente com 0,5% ou 1% de extrato de levedura

Foi verificado também que as maiores atividades enzimaticas ocorreram nos primeiros
sete dias de inoculacdo. O sistema enzimatico produtor de celulases € induzido principalmente
na presenca do substrato celulose (BHAT; BHAT, 1997). Sugere-se, entdo, que o pré-

tratamento do bagaco e da palha com &cido diluido deve ter provocado um afrouxamento das
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fibras de hemicelulose e lignina, resultando em uma maior exposi¢éo das fibras de celulose,

induzindo a atividade das celulases.
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extrato de levedura, por 15 dias, a 28+2°C
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Em estudo realizado por Aguiar Filho (2008) com os fungos P. sajor caju (CCB 020)
e T. reesei, crescidos por 30 dias em dois meios, foram analisadas as atividades enzimaticas
das celulases (Tabela 8). M7 representa 0 meio contendo bagago de cana com vinhaca e P.
sajor caju, M8 bagaco de cana com meio liquido mineral e P. sajor caju, M9 bagaco de cana
com vinhaca e T. reesei e M10 bagaco de cana com meio liquido mineral e T. reesei.

Tabela 8 — Maiores atividades enzimaticas de Exoglicanases e Endoglicanases, em FPU
(unidades.mL™) e CMC (unidades.mL™), produzidas pelos fungos P. sajor caju
e T. reesei crescidos em bagaco e palha de cana-de-acUcar com vinhaca ou meio
liquido mineral, por 15 dias, a 28+2°C, segundo Aguiar Filho (2008)

Tratamentos Dias Exoglicanases Endoglicanases Autores
(FPU.mL™) (CMC.mL™?)
M7 15,12 2,3 0,5 Aguiar F° (2008)
M8 18 17,3 NO* Aguiar F° (2008)
M9 18, 24 18 6 Aguiar F° (2008)
M10 18, 15 2 7 Aguiar F° (2008)

*NO = ndo foi observada atividade enzimatica.

Bagaco e palha de cana com vinhaca e P. sajor caju (M7); bagaco e palha de cana com meio liquido mineral e P.
sajor caju (M8); bagaco e palha de cana com vinhaga e T. reesei (M9); e bagaco e palha de cana com meio
liquido mineral e T. reesei (M10)

No caso deste estudo, as maiores atividades enzimaticas das celulases ocorreram
sempre apds 15 dias de inoculacdo do fungo, sugerindo-se que, provavelmente, tanto a
vinhaca quanto o meio liquido mineral continham 0s nutrientes necessarios para que estes
dois fungos nao tivessem a necessidade de elevada producédo de celulases nos primeiros dias a
fim de utilizar o bagago da cana como fonte primaria de carbono.

Pietrobon (2008), utilizando enzimas comerciais obtidas do fungo T. reesei, obteve
uma atividade celulolitica total que variou entre 52,2 a 444 FPU.mL™. Comparando os
resultados obtidos neste estudo com os resultados de Pietrobon (2008), foi observado que as
enzimas comerciais foram pelo menos 18,6 vezes mais eficientes com relacdo a atividade das
celulases. Com relacdo aos fungos P. sajor caju e T. reesei (AGUIAR FILHO, 2008), estes
foram mais eficientes quanto a atividade enzimatica de celulases em meio contendo bagaco e
palha de cana com vinhaca ou meio liquido mineral do que os meios contendo o bagaco e a
palha da cana com 0,5% ou 1% de extrato de levedura.

Em estudos realizados por Membrillo et al. (2008), utilizando o bagaco de cana
peneirado (fragmentos com diversos tamanhos) e inoculado com o fungo P. ostreatus, foi
observado diferencas nas atividades das celulases com relacdo ao tamanho das particulas de

bagaco. A. niger e T. reesei expostos a diferentes periodos de incubacdo, pH, temperatura,
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fontes de nitrogénio e carbono também resultaram em diferentes atividades enzimaticas de
celulases (WANG et al., 2009; SHERIEF et al., 2010), confirmando os diferentes resultados
obtidos neste estudo com relacdo a atividade enzimatica.

4.3 Acucares redutores

A quantificacdo de agUcares redutores (AR) liberados foi baseada no método do acido
dinitrosalicilico (DNS). Este método parte do principio onde o &cido 3,5-dinitrosalicilico é
reduzido para &cido 3-amino-5-nitrosalicilico, enquanto o grupamento aldeido parece ser
oxidado a agrupamento carboxila. A equivaléncia entre o &cido 3-amino-5-nitrosalicilico
produzido e a quantidade de aglcar ndo € exata, pois diferentes aglcares, como hexoses e
pentoses, produzem diferentes intensidades na cor da amostra, sugerindo que a quimica da
reacao, parcialmente elucidada, deva ser mais complexa.

Foram verificadas diferencas significativas entre os fungos, concentracdes de
nitrogénio e periodo de incubacgédo, com relacdo aos ARs (Tabela 9; Figura 7; Anexos K e L).
O fungo que obteve a maior liberacdo de AR foi o P. chrysosporium, no 9° dia, para a
concentracdo de 1% de extrato de levedura, seguido por T. reesei 0,5%, 14° dia, P. sajor caju
1%, 6° dia e A. niger, 1%, 4° dia.

Tabela 9 — Maiores concentracdes de AR, em mg.gBS™ e mg.mL™, liberados pelos fungos
crescidos em bagaco e palha de cana-de-agucar juntamente com 0,5% ou 1% de
extrato de levedura, por 15 dias, a 28+2°C

Fungos Dias AR (mg.gBS™) AR (mg.mL™)
P.sajor caju 0,5% 8 0,381 1,2
P.sajor caju 1% 6 0,623 1,9
P. chrysosporium 0,5% 6 0,544 1,6
P. chrysosporium 1% 9 0,757 2,3
T. reesei 0,5% 14 0,630 1,9
T. reesei 1% 12 0,430 13
A. niger 0,5% 3 0,451 1,4
A. niger 1% 4 0,526 1,6
Controle abidtico* 1 Ng** 4,2

*bagaco e palha pré-tratados com &cido diluido e autoclave.

**Ng = ndo quantificado
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Comparando a atividade enzimética celulolitica com a quantificacdo dos ARs observa-
se que o fungo que mais liberou os agucares, P. chrysosporium, ndo foi o organismo que
obteve a maior atividade enzimética das celulases. Observando o valor de AR para o controle
abiético, de 4,2 mg.mL™, sugere-se que os fungos possam estar consumindo grande parte dos
acucares liberados, como fonte de carbono para o proprio crescimento. Entretanto, as elevadas
atividades enzimaticas sugerem que os fungos estejam degradando o material lignocelulésico.

No caso do P. chrysosporium, supde-se que este fungo esteja produzindo uma elevada
atividade de B-glicosidase, ndo analisada neste estudo, liberando uma alta concentracdo de
acucares. Apesar de ser um fungo de decomposicdo branca, geralmente caracterizado por
degradar a lignina, este organismo esta entre aqueles que tiveram o complexo celulolitico
extensivamente estudado e caracterizado por ser completo, ou seja, possuindo todas as
celulases (KUHAD et al., 1997; FERRAZ, 2004).

O bagaco e palha de cana utilizados neste estudo e com 0 mesmo pré-tratamento foram
hidrolisados com enzimas comerciais obtidas do fungo T. ressei, por Pietrobon (2008). A
média dos ARs liberados foi de 6,1 mg.mL™, sendo que os valores variaram entre 5,7 € 6,5. A
enzima indicada como a mais eficiente foi aquela que liberou a maior quantidade de ARs com
relacdo a menor atividade celulolitica total. Comparando os valores de ARs destes dois
estudos, verifica-se que as enzimas comerciais liberaram, em média, com relacdo ao fungo P.
chrysosporium, 2,7 vezes mais de ARs. O uso de enzimas comerciais na hidrdlise de materiais
lignoceluloliticos € muito desejavel, porém os custos destas enzimas ainda as tornam
inviaveis (BAUDEL, 2006).

Contudo, é essencial que se faca a identificacdo destes agucares redutores, através da
cromatografia, por exemplo, para entdo, selecionar o fungo que possa liberar glicose em

quantidade suficiente para a fermentacéo.

4.4 Enzimas antioxidantes

No intuito de verificar um possivel estresse oxidativo sobre os fungos em funcéo de
duas concentracdes de extrato de levedura (estresse nutricional), foi determinada a atividade
de duas enzimas antioxidantes, SOD e CAT, responsaveis pela defesa contra as espécies
ativas de oxigénio (EAOs), geradas principalmente em resposta ao estresse.

A atividade da SOD, enzima que catalisa a formacgédo de H,O, e O, a partir de radicais

superoxido (O;7), foi realizada através de PAGE nao desnaturante (Figura 8).



66

Foram observadas diferencas quanto a presenca e auséncia de bandas, sendo possivel
visualizar até quatro isoformas (para T. reesei, em 0,5%, nos dias 3 e 5) e também com
relacdo a intensidade das bandas, tanto entre os fungos, quanto as concentragdes e o periodo
de incubacéo.

Somente para o primeiro dia de analise (Figura 8; A), ndo foi possivel afirmar sobre as
diferencas observadas devido a baixa quantidade de proteina extraida neste dia. Nos demais
dias analisados (2, 3, 5, 7, 10 e 15), todas as amostras possuiam 20 g de proteina. O controle
abidtico ndo apresentou atividade enzimatica com relacdo as concentracbes e o periodo de

incubacéo.



67
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Figura 8 — Atividade de SOD em PAGE ndo desnaturante. (P) padrdo SOD de figado bovino; (1) P.
sajor caju 0,5%; (2) P. sajor caju 1%; (3) P. chrysosporium 0,5%; (4) P. chrysosporium
1%; (5) T. reesei 0,5%; (6) T. reesei 1%; (7) A. niger 0,5%; (8) A. niger 1%; (9) controle
abidtico. Dias 1 (A), 2 (B), 3 (C), 5 (D), 7 (E), 10 (F), e 15 (G)
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Figura 9 — Atividade especifica da enzima Catalase (umol.min.mg proteina™) produzida
pelos fungos (A) P. sajor caju e P. chrysosporium, (B) T. reesei e A. niger, em
meio contendo 0,5% ou 1% de extrato de levedura, durante os dias 1, 2, 3, 5, 7,
10 e 15, a 28+2°C

Foram observadas diferencas significativas na atividade especifica da enzima CAT
com relacdo aos fungos, concentracbes de nitrogénio e periodos de incubacdo (Figura 9;
Anexo M).

A enzima CAT catalisa a formacdo de H,0 e O, a partir do H,O,. A maior atividade
desta enzima foi observada no 5° dia, na concentracdo de 0,5% de extrato de levedura, para o

fungo P. sajor caju (0,811 umol.min.mg proteina™). Para a concentracdo de 1%, a maior
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atividade foi verificada no 1° dia (0,626 pmol.min™.mg proteina™). Em seguida, o fungo T.
reesei, na concentracdo de 0,5%, no 1° dia (0,726 pmol.min“.mg proteina®). Para a
concentragdo de 1%, a maior atividade foi observada no 2° dia (0,163 pmol.min™.mg
protefna™). O fungo ligninolitico P. chrysosporium foi o terceiro maior produtor da enzima
CAT, verificado no 3° dia, para a concentracdo de 0,5% (0,441 umol.min™.mg proteina™) e na
concentracdo de 1%, 0,256 pmol.min™.mg proteina™, no 1° dia. Para A. niger, a maior
atividade enzimaética foi observada no 10° dia, também na concentragdo de 0,5% de extrato de
levedura (0,194 umol.min™.mg proteina™). Para a concentracdo de 1%, no 15° dia, foi
observada a atividade de 0,119 pmol.min™.mg proteina™. O controle abiético ndo apresentou
atividade enzimatica com relacdo as concentracGes e os dias.

Portanto, é possivel verificar que todos os fungos produziram uma elevada atividade
de CAT quando crescidos na menor concentracdo de nitrogénio (0,5%), demonstrando que
ocorreu uma situacdo estresse maior em relacdo ao meio contendo 1% de extrato de levedura.
E esta atividade elevada foi observada entre os cinco primeiros dias de inoculagdo do fungo,
sugerindo uma provavel concentracéo de H,O; neste periodo.

Segundo estudos realizados por Kwon e Anderson (2001) em P. chrysosporium, é
sabido que este fungo utiliza 0 H,O, como substrato para a producéo de diversas peroxidases
durante a degradacdo da lignina. Entretanto, estes autores determinaram como este fungo se
protege do efeito deletério das EAQOs e para isso observaram a atividade da CAT. Este fungo
produz quatro isoformas de catalase (CAT A — CAT D). A CAT C foi dominante em todas as
condicBes de crescimento e a CAT D foi verificada somente em condi¢cGes de baixa
concentracdo de carbono ou elevadas concentracGes de nitrogénio. Em baixas concentracées
de nitrogénio, um aumento na atividade especifica da CAT antecede o ataque das enzimas
ligninoliticas. Em baixas concentrac6es de carbono, a CAT é produzida em elevados niveis,
porém sem relacdo com a producdo de enzima ligninoliticas. A atividade da CAT ndo esta
coordenada com o metabolismo ligninolitico (KWON; ANDERSON, 2001).

Foram analisados micélios de Cordyceps militaris, utilizado na China como
medicamento, expostos a fontes de carbono e nitrogénio, quanto a producdo de SOD, CAT e
peroxidacdo lipidica. A peroxidacao lipidica (MDA) é utilizada como indicador de danos na
membrana celular, principalmente em situacfes de exposicdo a metais pesados, herbicidas
entre outros agentes poluentes. Em meio com 1% e 4% de glicose, a SOD foi de 21 e 32 U.mg
proteina™ respectivamente, a CAT de 93 e 46 U.mg proteina™ e a MDA de 4,5 e 4,0 nM.g
micélio seco™. Para meio contendo 0,1% e 0,5% de extrato de levedura, a atividade de SOD
foi de 21 e 16 U.mg proteina™, a de CAT foi de 19 e 10 U.mg proteina™ e a MDA foide 4 e 3
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nM.g micélio seco™. A diminuicio do valor da peroxidaco lipidica nos dois tratamentos com
a maior concentracdo de glicose e extrato de levedura indica que as células de C. militaris ndo
sofreram danos com relacédo aos radicais gerados pela SOD.

Temperatura, pH, umidade, concentracdo de substratos, danos fisicos entre outros
fatores externos influenciam na producdo de EAQOs pelos fungos (AGUIRRE et al., 2005). A
SOD geralmente atua de forma coordenada no sentido de cooperar com as enzimas
lignoceluloliticas. Entretanto, ndo age sobre os componentes dos materiais lignocelulésicos de
forma isolada. E considerada uma enzima chave na protecdo das células contra o estresse
oxidativo. Os O," sdo observados durante a atuacdo das enzimas Lacases, MnP e LiP. As
EAOs agem como agente oxidante ou redutor, reagindo com outros radicais produzidos pelas
enzimas lignoliticas, contribuindo com varios processos essenciais na transformacdo da
lignina (FERREIRA, 2009). Assim como as Peroxidases, a CAT também desempenha
importante papel durante a degradacdo do substrato, diminuindo a concentracdo de H,O, do
meio, evitando a toxicidade para a célula (SZKLARZ; LEONOWICZ, 1986).

4.5 Quantificacdo de proteinas e variacdo do perfil protéico

A quantificacdo das proteinas foi realizada através da metodologia de Bradford (1976).
Esta avaliacdo é considerada um metodo indireto de medida de biomassa fungica. Foram
observadas, entre os fungos ligninoliticos e celuloliticos, diferencas significativas entre a
quantificacdo de proteina para os fatores analisados, concentracdes de nitrogénio e periodo de
incubacdo (Figuras 10 e 11; Anexos N e O). A utilizacdo do bagaco e da palha da cana
juntamente com o extrato de levedura permitiu o crescimento dos quatro fungos analisados.

Para P. sajor caju 0 meio contendo 0,5% de extrato de levedura foi mais eficiente para
o crescimento do fungo (1,9 mg de proteina por mL de amostra, 15° dia), em relacdo aos
frascos com 1% do extrato (1,4 mg.mL™, 15° dia). Para o fungo P. chrysosporium, os frascos
contendo 1% do extrato apresentaram maior crescimento (1,3 mg.mL™, 15° dia) do que 0,5%
(1,2 mg.mL™, 15° dia). Entre os fungos celuloliticos, para T. reesei, a concentragdo de 0,5%
de extrato de levedura por frasco obteve maior éxito para o crescimento do fungo (0,5 mg.mL"
! 150 dia) do que 1% (0,4 mg.mL™, 15° dia). Para A. niger, a concentracdo de 1% de extrato
foi mais benéfica para o crescimento do fungo (0,8 mg.mL™?, 15° dia) do que 0,5% (0,6
mg.mL™, 15° dia).
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Figura 10 — Concentracio de proteina (mg.mL de amostra™) dos fungos (A) P. sajor caju e P.

chrysosporium, (B) T. reesei e A. niger, em meio com 0,5% e 1% de extrato de
levedura, por um periodo de 15 dias, a 28+2°C
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Figura 11 — Proteina em gel SDS-PAGE onde, (P) padrdo BSA, (1) P. sajor caju 0,5%; (2) P. sajor
caju 1%; (3) P. chrysosporium 0,5%; (4) P. chrysosporium 1%; (5) T. reesei 0,5%; (6) T.

reesei 1%; (7) A. niger 0,5%; (8) A. niger 1%; e (9) controle abidtico, 10° dia do
experimento
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Na andlise das proteinas em gel SDS-PAGE (Figura 11) foi possivel verificar que o
comportamento de cada fungo foi constante quanto a presenca e auséncia de bandas entre as
concentragdes de nitrogénio, porém foi possivel observar diferencas na intensidade de
determinadas bandas.

Segundo Macedo (2006) a regulacdo dos genes que codificam as enzimas
extracelulares envolvidas na biodegradacdo é dependente da fonte de carbono de facil
metabolismo como glicose e induzidos na presenca de polimeros complexos, como a lignina.

Em geral, a expressdo de genes ligninoliticos é induzida pela restricdo de alguns
nutrientes como nitrogénio, carbono ou enxofre. A expressdo destes genes é vista como
resposta ao estresse de nutrientes. Em P. chrysosporium a expressdo de mnp é ativada pela
baixa concentracdo de nitrogénio e pela presenca de Mn*? em cultura. De forma similar aos
genes mnp, os genes lip neste fungo sdo também diferencialmente regulados de acordo com
varios fatores como resposta a falta de nitrogénio e carbono no meio (STEWART et al., 1992;
STEWART; CULLEN, 1999). A expressao de lacases ndo depende da falta de nutrientes,
esses genes S0 expressos constitutivamente em muitos basidiomicetos (EGGER et al.,
1996b).

A degradacdo da celulose ocorre pela indugdo das enzimas endo-1,4-B-D-glicanase,
exo-1,4-B-D-glicanase e B-glicosidase (HAMADA et al., 1999). O sistema de regulacdo dos
genes de celulases estudado no fungo T. reesei contém cinco genes que codificam
endoglicanases, egll-egl5, dois genes que codificam celobiohidrolases, cbhl e cbh2, e dois
genes codificantes de B-glicosidase, bgll e bgl2. A expressdo das celulases é controlada no
nivel transcricional. Na presenca de D-glicose a transcricdo é reprimida, enquanto que na
auséncia da mesma e na presenca de certos oligossacarideos ou dissacarideos a transcricdo é
fortemente induzida. A repressdo da transcricdo de D-glicose neste fungo é mediada por Crel
0 qual media a repressdao dos genes que codificam enzimas envolvidas na degradacdo da
hemicelulose (HASPER et al., 2000).

Neste estudo foi possivel observar que as variaveis (fungos, concentracdes de
nitrogénio e periodo de incubacdo) interferiram na atividade das enzimas, liberacdo de
acucares e crescimento dos fungos. Foi possivel verificar também a ocorréncia de estresse
oxidativo, provavelmente provocado pelas diferentes concentracfes de nitrogénio e a relacao

entre as enzimas antioxidantes com as enzimas ligninoliticas.
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5. CONCLUSOES
As concentragdes de nitrogénio influenciaram na atividade enzimatica;

Com relagdo a atividade das enzimas ligninoliticas, quanto a Lacase e Peroxidases, o fungo
que apresentou maior atividade foi o P. sajor caju, em meio com 1% de extrato de levedura,
no 13° e 12° dia ap6s sua incubacdo, respectivamente. A maior atividade da enzima MnP foi
observada em T. reesei, na concentracdo de 1%, no 4° dia de incubacéo;

Os fungos celuloliticos T. reesei e A. niger também apresentaram atividade enzimatica

ligninoliticas;

Quanto as enzimas celuloliticas, as maiores atividades celulolitica total e de Endoglicanases
foram observadas na concentragéo de 0,5% de extrato de levedura, no 7° dia de inoculacdo do

fungo T. reesei;

Os fungos ligninoliticos P. sajor caju e P. chrysosporium tambem apresentaram atividade

enzimatica das celulases;

O fungo que liberou a maior quantidade de acUcares redutores foi P. chrysosporium, no 9° dia
de inoculacdo, para a concentracdo de 1% de extrato de levedura. Entretanto, ndo € possivel
indicar nenhum destes fungos para a fermentacdo a ndo ser apds analise de identificacdo e

quantificacdo destes acucares;

Com relacdo as enzimas antioxidantes, o perfil em gel PAGE ndo desnaturante da SOD
revelou que a atividade desta enzima variou entre os fungos, concentragcdes de nitrogénio e
periodo de incubacdo, podendo ser observada até quatro isoformas para T. reesei. A enzima
CAT apresentou a maior atividade enzimatica, para todos os fungos, na concentracdo de

0,5%, nos primeiros sete dias de incubacéo, indicando provavel estresse nutricional;

O meio de cultivo contendo bagaco e palha de cana-de-acUcar juntamente com 0,5% de
extrato de levedura foi favoravel, ap6s15 dias, ao crescimento dos fungos P. sajor caju e T.
reesei. E 0 meio contendo bagaco e palha de cana-de-acUcar e 1% de extrato de levedura foi

favoravel, apds o mesmo periodo de crescimento, aos fungos P. chrysosporium e A. niger.
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Anexo A - Andlise fatorial com 3 fatores, fungos, concentra¢cdes de nitrogénio e dias, dos
dados provenientes das analises de atividade enzimética da Lacase produzida
pelos fungos P. sajor caju e P. chrysosporium (UNESP - Programa ESTAT)

Variagao GL SQ QM F
Fungo 1 13,2848 13,2848 1466691,1366**
Concentragoes 1 5,8263 5,8263 643242,6780**
Dias 12 8,0173 0,6681 73761,7632**
Fungos x Conc 1 5,8720 5,8720 648287,8669**
Fungos x Dias 12 8,0864 0,6739 74396,8438**
Conc x Dias 12 3,3323 0,2777 30657,8955**
FunxConcxDias 12 3,2848 0,2737 30221,5405**
Tratamentos 51 47,7040 0,9354
Residuos 104 0,0009 0,0000

** 1% de significancia; CV = 1,0149; DP = 0,0030

Anexo B - Analise fatorial com 3 fatores, fungos, concentracdes de nitrogénio e dias, dos
dados provenientes das andlises de atividade enzimatica da Lacase produzida

pelos fungos T. reesei e A. niger (UNESP - Programa ESTAT)

Variacao GL SQ QM F
Fungo 1 0,0077 0,0077 9669,5565**
Concentracdes 1 0,0014 0,0014 1728,7823**
Dias 12 0,0762 0,0063 7986,9530**
Fungos x Conc 1 0,0002 0,0002 246,9758**
Fungos x Dias 12 0,0322 0,0027 3378,0632**
Conc x Dias 12 0,0274 0,0023 2868,1169**
FunxConcxDias 12 0,0114 0,0010 1200,1519**
Tratamentos 51 0,1565 0,0031
Residuos 104 0,0001 0,0000

** 1% de significancia; CV = 4,5348; DP = 0,0009
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Anexo C - Andlise fatorial com 3 fatores, fungos, concentragcdes de nitrogénio e dias, dos
dados provenientes das andlises de atividade enzimética das Peroxidases
produzidas pelos fungos P. sajor caju e P. chrysosporium (UNESP - Programa

ESTAT)
Variagao GL SQ QM F
Fungo 1 6,2001 6,2001 440441,7122**
Concentragdes 1 2,5569 2,5569 181639,7013**
Dias 12 2,5749 0,2146 15242,8497**
Fungos x Conc 1 2,5651 2,5651 182222,2295**
Fungos x Dias 12 2,5649 0,2137 15184,0379**
Conc x Dias 12 1,1880 0,0990 7032,7715**
FunxConcxDias 12 1,2009 0,1001 7109,2035**
Tratamentos 51 18,8505 0,3696
Residuos 104 0,0015 0,0000

** 1% de significancia; CV = 1,8480; DP = 0,0038

Anexo D - Andlise fatorial com 3 fatores, fungos, concentracdes de nitrogénio e dias, dos
dados provenientes das analises de atividade enzimatica das Peroxidases
produzidas pelos fungos T. reesei e A. niger (UNESP - Programa ESTAT)

Variacao GL SQ QM F
Fungo 1 0,0013 0,0013 1362,0066**
Concentracoes 1 0,0105 0,0105 10728,4803**
Dias 12 0,0659 0,0055 5640,3257**
Fungos x Conc 1 0,0013 0,0013 1338,1645**
Fungos x Dias 12 0,0178 0,0015 1519,8169**
Conc x Dias 12 0,0383 0,0032 3274,5910**
FunxConcxDias 12 0,0260 0,0022 2222,0647**
Tratamentos 51 0,1611 0,0032
Residuos 104 0,0001 0,0000

** 1% de significancia; CV = 3,7677; DP = 0,0010
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Anexo E - Andlise fatorial com 3 fatores, fungos, concentracdes de nitrogénio e dias, dos
dados provenientes das analises de atividade enzimatica da Manganés Peroxidase
produzida pelos fungos P. sajor caju e P. chrysosporium (UNESP - Programa

ESTAT)
Variagao GL SQ QM F

Fungo 1 0,0024 0,0024 4440,9767**
Concentracoes 1 0,0002 0,0002 305,1628**
Dias 12 0,0054 0,0005 822,2539**
Fungos x Conc 1 0,0024 0,0024 4298,4186**
Fungos x Dias 12 0,0021 0,0002 316,5756**
Conc x Dias 12 0,0019 0,0002 282,5136**
FunxConcxDias 12 0,0023 0,0002 340,3469**

Tratamentos 51 0,0166 0,0003

Residuos 104 0,0001 0,0000

** 1% de significancia; CV = 9,5567; DP = 0,0007

Anexo F - Analise fatorial com 3 fatores, fungos, concentragdes de nitrogénio e dias, dos
dados provenientes das analises de atividade enzimatica da Manganés Peroxidase
produzida pelos fungos T. reesei e A. niger (UNESP - Programa ESTAT)

Variacao GL SQ QM F
Fungo 1 0,0103 0,0103 3810,0595**
Concentracoes 1 0,0095 0,0095 3526,4024**
Dias 12 0,0715 0,0060 2213,3194**
Fungos x Conc 1 0,0004 0,0004 164,6881**
Fungos x Dias 12 0,0280 0,0023 866,2869**
Conc x Dias 12 0,0222 0,0018 686,1036**
FunxConcxDias 12 0,0224 0,0019 694,4536**
Tratamentos 51 0,1643 0,0032
Residuos 104 0,0003 0,0000

** 1% de significancia; CV = 4,4155; DP = 0,0016
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Anexo G - Andlise fatorial com 3 fatores, fungos, concentra¢cdes de nitrogénio e dias, dos
dados provenientes das andlises de atividade celulolitica total produzidas pelos
fungos P. sajor caju e P. chrysosporium (UNESP - Programa ESTAT)

Variagao GL SQ QM F
Fungo 1 0,9486 0,9486 112366,9134**
Concentracoes 1 10,0437 10,0437 1189684,0463**
Dias 12 160,5741 13,3812 1585014,2661**
Fungos x Conc 1 2,1264 2,1264 251870,4396**
Fungos x Dias 12 83,9231 6,9936 828398,1793**
Conc x Dias 12 27,9892 2,3324 276279,0647**
FunxConcxDias 12 26,7118 2,2260 263670,4205**
Tratamentos 51 312,3170 6,1239
Residuos 104 0,0009 0,0000

** 1% de significancia; CV = 0,2516; DP = 0,0029

Anexo H - Andlise fatorial com 3 fatores, fungos, concentracdes de nitrogénio e dias, dos
dados provenientes das analises de atividade celulolitica total produzidas pelos
fungos T. reesei e A. niger (UNESP - Programa ESTAT)

Variacao GL SQ QM F
Fungo 1 12,4616 12,4616 2358,6849**
Concentracoes 1 0,5948 0,5948 112,5883**
Dias 12 553,5313 46,1276 8730,8304**
Fungos x Conc 1 27,0608 27,0608 5121,9562**
Fungos x Dias 12 34,6569 2,8881 546,6417**
Conc x Dias 12 18,6864 1,5572 294,7407**
FunxConcxDias 12 64,5098 5,3758 1017,5103**
Tratamentos 51 711,5017 13,9510
Residuos 104 0,5495 0,0053

** 1% de significancia; CV = 1,9046; DP = 0,0727
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Anexo | - Analise fatorial com 3 fatores, fungos, concentracGes de nitrogénio e dias, dos
dados provenientes das andlises de atividade enzimatica das Endoglicanases
produzidas pelos fungos P. sajor caju e P. chrysosporium (UNESP - Programa

ESTAT)
Variagao GL SQ QM F

Fungo 1 4,5719 4,5719 711,2658**
Concentracoes 1 11,9642 11,9642 1861,3239**
Dias 12 325,4912 27,1243 4219,8480**
Fungos x Conc 1 10,7967 10,7967 1679,6893**
Fungos x Dias 12 230,2914 19,1909 2985,6252**
Conc x Dias 12 23,1587 1,9299 300,2422**
FunxConcxDias 12 34,0336 2,8361 441,2300**

Tratamentos 51 640,3075 12,5550

Residuos 104 0,6685 0,0064

** 1% de significancia; CV = 3,4226; DP = 0,0802

Anexo J - Andlise fatorial com 3 fatores, fungos, concentracbes de nitrogénio e dias, dos
dados provenientes das analises de atividade enzimatica das Endoglicanases
produzidas pelos fungos T. reesei e A. niger (UNESP - Programa ESTAT)

Variacao GL SQ QM F
Fungo 1 111,9107 111,9107 18223457,8716**
Concentracdes 1 13,5317 13,5317 2203489,5877**
Dias 12 947,1063 78,9255 12852172,6110**
Fungos x Conc 1 141,1874 141,1874 22990846,8486**
Fungos x Dias 12 822,0260 68,5022 11159841,5852**
Conc x Dias 12 132,4293 11,0358 1797057,1037**
FunxConcxDias 12 187,9275 15,6606 2550164,8720**
Tratamentos 51 2356,1158 46,1984
Residuos 104 0,0006 0,0000

** 1% de significancia; CV = 0,0291; DP = 0,0025
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Anexo K - Andlise fatorial com 3 fatores, fungos, concentra¢cdes de nitrogénio e dias, dos
dados provenientes das analises de quantificacdo dos agUcares redutores
liberados pelos fungos P. sajor caju e P. chrysosporium (UNESP - Programa

ESTAT)
Variagao GL SQ QM F
Fungo 1 0,6430 0,6430 393334,2157**
Concentracoes 1 0,1248 0,1248 76370,8588**
Dias 12 4,2835 0,3570 218374,0098**
Fungos x Conc 1 0,0021 0,0021 1305,6039**
Fungos x Dias 12 0,1042 0,0087 5312,5353**
Conc x Dias 12 0,3663 0,0305 18675,1170**
FunxConcxDias 12 0,1218 0,0101 6207,4281**
Tratamentos 51 5,6457 0,1107
Residuos 104 0,0002 0,0000

** 1% de significancia; CV = 0,4406; DP = 0,0013

Anexo L- Andlise fatorial com 3 fatores, fungos, concentracGes de nitrogénio e dias, dos
dados provenientes das analises de quantificacdo dos aclcares redutores liberados
pelos fungos T. reesei e A. niger (UNESP - Programa ESTAT)

Variacao GL SQ QM F
Fungo 1 0,0115 0,0115 3990,2222**
Concentracoes 1 0,0584 0,0584 20240,7200**
Dias 12 0,4065 0,0339 11742,8833**
Fungos x Conc 1 0,1040 0,1040 36055,0756**
Fungos x Dias 12 1,3970 0,1164 40358,7189**
Conc x Dias 12 0,2511 0,0209 7252,8196**
FunxConcxDias 12 0,0963 0,0080 2783,3811**
Tratamentos 51 2,3248 0,0456
Residuos 104 0,0003 0,0000

** 1% de significancia; CV = 0,5683; DP = 0,0017
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Anexo M - Anélise fatorial com 3 fatores, fungos, concentracdes de nitrogénio e dias, dos
dados provenientes das anélises da atividade enzimatica da Catalase produzidas
pelos fungos P. sajor caju, P. chrysosporium, T. reesei e A. niger (UNESP -

Programa ESTAT)
Variagao GL SQ QM F

Fungo 3 1,6928 0,5643 541707,9695**
Concentracoes 1 0,0409 0,0409 39225,1429**
Dias 6 0,7958 0,1326 127329,1829**
Fungos x Conc 3 0,0441 0,0147 14123,4286**
Fungos x Dias 18 1,1787 0,0655 62862,0717**
Conc x Dias 6 0,0914 0,0152 14630,2495**
FunxConcxDias 18 1,3630 0,0757 72690,8997**

Tratamentos 55 5,2067 0,0947

Residuos 112 0,0001 0,0000

** 1% de significancia; CV = 0,5783; DP = 0,0010

Anexo N - Andlise fatorial com 3 fatores, fungos, concentracoes de nitrogénio e dias, dos
dados provenientes das anélises de quantificacdo protéica dos fungos P. sajor caju
e P. chrysosporium (UNESP - Programa ESTAT)

Variacao GL SQ QM F
Fungo 1 0,0058 0,0058 822,2360**
Concentracoes 1 0,1698 0,1698 24228,1025**
Dias 12 29,000 2,4167 344922.6102**
Fungos x Conc 1 2,1930 2,1930 312993,6102**
Fungos x Dias 12 3,7516 0,3126 44620,7882**
Conc x Dias 12 0,7872 0,0656 9362,7254**
FunxConcxDias 12 0,7330 0,6110 8717,9196**
Tratamentos 51 36,640 0,7184
Residuos 104 0,0007 0,0000

** 1% de significancia; CV = 0,2574; DP = 0,0026
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Anexo O - Andlise fatorial com 3 fatores, fungos, concentra¢cdes de nitrogénio e dias, dos
dados provenientes das analises de quantificacdo protéica dos fungos T. reesei e
A. niger (UNESP - Programa ESTAT)

Variagao GL SQ QM F
Fungo 1 0,6468 0,6468 136723,6111**
Concentracoes 1 0,0015 0,0015 318,7331**
Dias 12 4,2287 0,3524 74489,3692**
Fungos x Conc 1 0,0004 0,0004 80,0122**
Fungos x Dias 12 0,1278 0,1070 2251,7256**
Conc x Dias 12 0,0418 0,0035 736,9085**
FunxConcxDias 12 0,1964 0,0164 3459,3751**
Tratamentos 51 5,2434 0,1028
Residuos 104 0,0007 0,0000

** 1% de significancia; CV = 0,7251; DP = 0,0022



