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RESUMO

FERNANDES, Amanda lapichini. APROVEITAMENTO DE BAGACO DE CANA-DE-
ACUCAR PARA A PRODUCAO DE LACASE POR Pleurotus ostreatus. 2016.
44 1. Trabalho de conclusdo de curso (Bacharelado em Quimica) — Universidade
Tecnoldgica Federal do Parand. Curitiba, 2016.

Atualmente, é possivel verificar um aumento do interesse mundial em relacdo aos
problemas que afetam o meio ambiente como um todo, dentre eles a producéo
excessiva e o tratamento de residuos gerados em atividades industriais e
agroindustriais. O foco de muitos estudos esta na busca de alternativas para diminuir
a geracdo de residuos, bem como formas de tratamento e aproveitamento em
produtos de maior valor agregado. Como opc¢ao para essa questao esta a utilizacéao
das enzimas, catalisadores biol6gicos capazes de degradar poluentes e residuos
industriais, que podem ser produzidas por microrganismos, como bactérias e fungos.
As lacases, enzimas de grande interesse biotecnolégico e que podem degradar a
lignina, sdo secretadas por fungos da podriddo branca quando estes estdo na
presenca de substratos lignocelulésicos e outros compostos indutores. O objetivo
desse trabalho foi a producdo de um complexo enzimético rico em lacases a partir
de um fungo da podriddo branca, Pleurotus ostreatus, por fermentacdo no estado
sélido (FES) utilizando o bagaco da cana-de-acucar como fonte de carbono. A
metodologia utilizada para determinagdo da atividade enzimatica foi a oxidagdo do
ABTS (2,2'-azino-bis(3-etiltiazolina-6-sulfonato)). Através do planejamento fatorial
completo 2* com 4 repeticées no ponto central, observou-se que a melhor condicdo
para producdo de lacase foi aos 7 dias de fermentacdo onde todas as variaveis
foram adicionadas ao meio (condicdo 16). O resultado obtido foi de 833,83 U L™
Através de uma andlise estatistica também foi possivel determinar que o sulfato de
amonio foi a variavel que mais exerceu influéncia nos resultados obtidos.

Palavras-chave: Planejamento fatorial. Fermentacdo. Enzimas lignoceluloliticas.



ABSTRACT

FERNANDES, Amanda lapichini. USE OF SUGAR CANE BAGASSE FOR
LACCASE PRODUCTION BY Pleurotus ostreatus. 2016. 44 f. Trabalho de
conclusao de curso (Bacharelado em Quimica) — Universidade Tecnoldgica Federal
do Parand. Curitiba, 2016.

Currently, it's possible to perceive a rise in global interest regarding the problems that
affect the environment as a whole, including the excessive production and treatment
of waste generated by industries, agrobusiness and others. The focus of many
studies is the search for alternatives to reduce waste generation, as well as ways of
treating these more efficiently. As alternatives, the enzymes arise, biological catalysts
capable of degrading organic pollutants and industrial waste, which can be produced
by microorganisms such as bacteria and fungi. Laccases, enzymes of great
biotechnological interest that can degrade lignin, are secreted by white rot fungi when
they are in the presence of lignocellulosic substrates and other inducing compounds.
Therefore, the aim of this work was the production of an enzyme complex rich in
laccases from a white rot fungus, Pleurotus ostreatus, by solid state fermentation
(SSF) using bagasse from sugarcane as a carbon source. The methodology used for
determining the enzymatic activity was the oxidation of ABTS (2,2'-azino-bis (3-
etiltiazolina-6-sulfonate)). Through the full factorial planning 2* with four repetitions at
the central point it was observed that the best condition for laccase production is at 7
days of fermentation where all variables were added to the medium (condition 16).
The best activity was 833.83 U L™. Through the statistical analysis was also possible
to determine that the ammonium sulfate was the variable that showed more influence
on the results.

Key words: Factorial planning. Fermentation. Lignocellulolytic enzymes.
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1 INTRODUCAO

A valorizacdo dos residuos agroindustriais através da utilizacdo de rotas
biolégicas tem contribuido para o desenvolvimento de processos sustentaveis,
gerando produtos com um maior valor agregado. Muitos estudos descrevem
bioprocessos que utilizam residuos como bagacos e cascas para producdo de
bioetanol, cogumelos, acidos organicos, aminoacidos e enzimas.

O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-acuicar, seguido pela india e
China, o que resulta em uma producao de aproximadamente 320 kg de bagaco para
cada tonelada de cana moida, segundo a Conab. Existe um grande potencial
energético no bagaco da cana-de-acucar e, por isso, a cada tonelada de cana
colhida, 90% do bagaco resultante é destinado para producdo de energia através da
queima, segundo a Unica (Unido das Industrias de Cana-de-Acucar)®. Esse tipo de
atividade, mesmo que seja de grande importancia para suprir as necessidades
energéticas do pais, gera muitos compostos poluentes e produtos resultantes da
combustdo incompleta. Assim, € interessante que novas formas de
reaproveitamento desses residuos lignocelulésicos sejam testadas.

O bagaco da cana pode ser utilizado como substrato na fermentagcdo no
estado sdlido, agregando valor a esse residuo e evitando o descarte de toneladas de
material de modo indevido. Isso se da devido a composi¢cédo do bagaco, que estimula
a producdo de enzimas por parte de microrganismos e, assim, a producdo de
enzimas se torna mais sustentavel. Dentre esses métodos, as enzimas tém se
mostrado alternativas eficientes no tratamento de residuos.

As enzimas sdo catalisadores bioldgicos capazes de degradar uma infinidade
de compostos, inclusive os recalcitrantes. Sua utilizacdo vem sendo aplicada em
muitas areas industriais como tratamento de residuos, producao de biocombustiveis,
industria de vinhos, industria de alimentos, varios indastrias téxteis e industrias de
materiais de limpeza, entre outros. Microrganismos, como fungos e bactérias, sao
capazes de produzir enzimas atraves de seu metabolismo. Os fungos da podridao
branca produzem enzimas lignoceluloliticas, amplamente aplicadas em muitos
processos de tratamento, descoloragéo e remogcao de compostos fendlicos.

As lacases, enzimas muito eficazes em varios processos industriais, sao

vastamente aplicadas nos processos de biobranqueamento e biopolpacdo da



indastria de papel e celulose, na remocdo de compostos fendlicos da industria de
vinho, na descoloragéo e alvejamento de pecas na industria téxtil e na remocéo de
cor e outros processos na industria de limpeza. Elas agem quebrando a lignina
presente em varios materiais e/ou residuos, removendo compostos indesejados de
alguns produtos e, assim, facilitam processos posteriores com 0 objetivo de evitar a
utilizacdo de produtos quimicos.

Nesse contexto, esse trabalho visa reaproveitar o bagaco da cana-de acucar,
testando seu potencial como substrato na fermentacédo do estado sélido (FES) com
diferentes concentracdes de nutrientes, a fim de se obter um extrato enzimético rico

em lacases utilizando o fungo Pleurotus ostreatus.
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2 JUSTIFICATIVA

Atualmente, existem muitos estudos que visam reaproveitar residuos
industriais e agroindustriais em processos biotecnolégicos com o objetivo de agregar
valor e diminuir a quantidade de material que é descartado sem o esgotamento de
seu potencial energético. Muitos residuos agroindustriais como bagaco de cana-de-
acucar, casca de arroz e de eucalipto podem ser aplicados como suporte e substrato
para o crescimento de microrganismos com a finalidade de obtencédo de enzimas.

O Brasil, o maior produtor de cana-de-acucar no mundo, ndo esgota todos os
recursos provenientes dessa planta, obtendo o bagaco em quantidades elevadas
como residuo do processamento da planta. Um de seus usos posteriores é a
geracdo de energia através da queima, atividade util para as usinas, mas que ao
mesmo tempo resulta na emissdao de compostos poluentes para o meio ambiente. O
bagaco da cana, constituido por uma grande quantidade de celulose, hemicelulose e
lignina, tem um alto potencial de servir como fonte de carbono na producdo de
enzimas lignoceluloliticas. Atualmente, o maior objetivo das pesquisas relacionadas
a producao de enzimas € otimizar os bioprocessos a fim de aumentar a producéo de
enzimas e suas atividades especificas a um custo baixo.

As lacases, enzimas que podem ser produzidas por fungos como o Pleurotus
ostreatus, ganharam o interesse de industrias de diferentes ramos. Essa atencéo se
deve a sua aplicacdo na substituicdo de produtos quimicos utilizados em catalise de
reacbes. Uma das aplicacdes mais promissoras dessas enzimas esta na
possibilidade de degradar compostos recalcitrantes, presentes no ambiente ou em
efluentes industriais. Além de apresentarem grande eficiéncia, também se destacam
como uma tecnologia mais limpa frente a outros processos de tratamento quimico.

A producdo e a secrecdo de enzimas pode ser influenciada por varios
parametros como natureza do substrato, disponibilidade de nutrientes, pH do meio e
temperatura de cultivo. Para estudar a viabilidade desse processo biotecnoldgico,
faz-se necessario um ajuste dessas variaveis. Dessa forma, somando a necessidade
de aproveitamento desse residuo agroindustrial, este trabalho visa otimizar o
processo de obtencdo da enzima, utilizando o bagagco como substrato de baixo custo
para a fermentacdo, a fim de estudar a viabilidade da aplicacdo desta tecnologia

pela indastria.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

A principal atividade comercial brasileira € a agricultura. Isso se deve a
grande extensdo do pais, que possibilita a ocorréncia de muitos tipos de solos
férteis, além de apresentar climas que propiciam a atividade agricola. Como
principais culturas, destacam-se a soja, milho, arroz, cana-de-agucar e o feijao.

Essa exploragdo agricola gera uma grande quantidade de residuos
agroindustriais. Estima-se que, no ano de 2007, 606 milhdes de toneladas desses
residuos foram geradas no Brasil. Na Figura 1 estd representada a geracao de
residuos em toneladas no Brasil dos anos 1990 a 2007.*

Figura 1: Geragéo de residuos lignoceluldsicos no Brasil de 1990 a 2007
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3.1.1 Bagaco de cana-de-acucar

O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de acgucar além de responsavel
por grande parte do aclUcar comercializado no mundo, contabilizando 40% das
exportacdes mundiais. Na safra de 2015/2016, o Brasil produziu 665,6 milhdes de
toneladas, 4,9% a mais do que a safra anterior.**

A producéo de cana tem aumentado consideravelmente com o decorrer dos

anos, conforme apresentado na Figura 2.

Figura 2: Crescimento da produc¢do de cana-de-ac¢Ucar no Brasil de 2000 a 2014

1,000M

800M

600M
ton
400M
200M I

oM

<,
[}
Oe_

Il Produgdo brasileira
de bagaco de cana-de-
aglicar

M= mil

Fonte: Adaptado de FAO*

Essa intensa exploracdo resulta em uma grande quantidade de residuos.
Estima-se que a cada tonelada de cana moida, sdo gerados 320 kg de bagaco.
Muitos destes residuos sdo descartados em aterros, queimados em caldeiras para
geracdo de energia ou aplicados na fabricacdo de ragdo animal. Porém, comparado
a quantidade de residuos que é gerada, essas aplicacdes ndo sdo suficientes para
evitar que uma grande quantidade destes ainda necessite de outras formas de
disposicéao, além de nem sempre serem solugbes ambientalmente corretas. O foco
de muitos estudos esté na reutilizacdo desses residuos com o objetivo de aumentar

seu valor agregado.>®"®
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O bagaco da cana-de-acucar € composto por 32-48% de celulose, 19-24% de
hemiceluloses, 23-32% de lignina, 3,2-5,5% de cinzas, 0,10-0,15% de enxofre, 073-

0,97% de potéssio, 10,0% de extraiveis e 1,2% de proteinas.®

3.1.2 Composicao dos residuos lignocelulésicos

Os residuos lignoceluldsicos sdo materiais constituidos majoritariamente por
celulose, hemicelulose e lignina. Esses componentes sao unidos por ligacbes
covalentes, formando uma rede resistente a ataques microbianos. 97-99% da
matéria seca é formada por esses 3 compostos.*

A celulose é o polimero de maior ocorréncia natural, por se tratar da base
estrutural da parede celular das plantas. E um homopolissacarideo formado por
unidades repetidas de celobiose, onde as moléculas de glicose sao ligadas por
ligacbes glicosidicas do tipo B (1,4). A orientagdo equatorial das hidroxilas
anomericas confere linearidade a estrutura molecular. As hemiceluloses sé&o
heteropolissacarideos altamente ramificados, constituidos por pelo menos dois tipos
de monossacarideos como hexoses (D-glucose, D-manose, D-galactose), pentoses
(D-xilose, L-arabinose, L-raminose) e acidos urdnicos. Essas moléculas se associam
a parede celular da planta impedindo que as microfibrilas de celulose se toquem. As
proporcdes dos componentes variam de acordo com o tipo e espécie das plantas.’®

A lignina é um material polifendlico presente nas paredes celulares das
plantas e, depois da celulose e da hemicelulose, é o composto mais abundante na
natureza. Além da sua recalcitrancia, até que ocorra sua degradacdo, esse
composto impede que as enzimas responsaveis pela degradacdo da celulose
atinjam as camadas mais internas da parede celular.****

Existe um grande interesse econdmico no desenvolvimento de processos que
possam aplicar esses residuos para geracdo de energia, producdo de alimentos e
producéo de microrganismos e enzimas de interesse biotecnoldgico.’

A degradacdo dos materiais lignoceluldsicos, muitas vezes é ineficiente, pois
os polimeros de celulose e hemicelulose sdo insollveis ou estdo fortemente ligados
a uma matriz insoluvel. Além disso, os acidos ferulicos e p-cumarico se ligam

covalentemente aos aguUcares presentes no material, alterando as propriedades da



14

parede celular e sua biodegradabilidade, além de serem tOxicos aos
microrganismos.*?*3

Para que a biomassa seja reutilizada em outros processos, € necessario que
as camadas mais internas estejam acessiveis aos agentes que serdo utilizados.
Para isso, realizam-se diferentes tratamentos para abrir as cadeias do material para
fazer com que a biomassa seja mais facilmente acessada pelos microrganismos e
para facilitar a obtencdo de acUcares fermentaveis. A vantagem de se utilizar um
procedimento biolégico € ndo formar inibidores de reacdo, além de ser
ambientalmente favoravel.***

Dependendo do tipo de tratamento utilizado, é possivel observar diferentes
efeitos no substrato, os quais podem contribuir positivamente na hidrdlise do
material. Alguns desses efeitos sdo 0 aumento da porosidade do material devido a
remocao total ou parcial da lignina, ruptura da estrutura da lignina e das ligagOes
com o resto do substrato, redistribuicdo da lignina, remoc¢éao da hemicelulose que
impede o0 acesso das celulases a celulose, ruptura da estrutura da hemicelulose,
reducao da cristalinidade da celulose, reducao do grau de polimeriza¢céo da celulose,

reducdo do tamanho das particulas.**

3.3 FUNGOS DA DECOMPOSICAO BRANCA

Ao longo dos anos, muitos microrganismos, incluindo bactérias e fungos, tém
sido estudados e caracterizados pela sua capacidade de degradar materiais
lignocelulésicos. Devido a capacidade da maioria dos fungos produzir enzimas
lignoceluloliticas, esses organismos sao preferéncia quando se trata de degradacao
de biomassa. A diversidade flngica no Brasil permite que uma grande variedade de
cepas possa ser analisada, a fim de obter informagdes acerca de sua capacidade
para degradar biomassa e produzir enzimas de interesse biotecnoldgico.™

Os organismos mais efetivos na biodegradacdo s&o fungos filamentosos,
pertencentes ao filo Basidiomycota. Entre esses, destacam-se os fungos da
decomposicdo branca (capazes de degradar celulose, hemicelulose e lignina) e os
fungos da decomposicdo marrom (capazes de degradar a porcao polissacaridica do

material). Devido a elevada massa molar e a insolubilidade dos seus componentes,
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o substrato lignocelulésico sé € passivel de degradacdo no meio extracelular, o que
demanda a producdo de enzimas que possam converter esses componentes em
compostos suscetiveis ao metabolismo intracelular do fungo. Os fungos, em geral,
possuem dois sistemas de enzimas extracelulares: o sistema hidrolitico, responsavel
por produzir enzimas hidrolases para degradacdo de polissacarideos, e o0 sistema
ligninolitico, que degrada a lignina e provoca a abertura dos anéis fenil.*®

Os fungos da decomposicdo branca, também chamados de fungos da
podriddo branca sdo os mais eficientes na deslignificacdo devido ao seu sistema
lignocelulitico Unico. Esses fungos se mostram capazes de degradar e mineralizar
uma grande variedade de compostos recalcitrantes devido a inespecificidade de seu
mecanismo enzimatico. Muitos desses compostos sdo poluentes, como pesticidas,
organoclorados, bifenilas policloradas, hidrocarbonetos aroméaticos policiclicos,
corantes e polimeros sintéticos.!”*8°

Alguns fungos dessa classe produzem as trés enzimas responsaveis pela
degradacdo da lignina (manganés peroxidades, lignina peroxidases e lacases),
porém outros produzem apenas algumas dessas enzimas. Esses catalisadores
biolégicos sdo essenciais no processo de biodegradacdo, mas para que ocorra
mineralizacdo da lignina, sdo necessarias algumas enzimas auxiliares. Em paralelo,
diversas enzimas, como outras peroxidases, podem ser produzidas.*®

Esse complexo enzimatico € produzido pelo fungo através de um
metabolismo secundario, ja que a degradacdo da lignina ndo gera energia ao
microrganismo. A sintese intracelular e excre¢do dessas enzimas aumenta em
situacOes de falta de nutrientes, principalmente carbono e nitrogénio. Outros fatores
que podem influenciar na producdo enzimética sdo pH, agitacdo e temperatura.
Portanto, diferentes condicGes de cultivo geram diferentes quantidades de enzimas
produzidas.’

O mecanismo da degradacédo ainda ndo € completamente entendido devido a
sua alta complexidade, pois além da variedade de enzimas, outras substancias e
interagcOes fazem parte do processo e podem interferir no grau da biorremedia(;e”lo.18

O género de fungos Pleurotus sp tem sido estudada e cultivada
intensivamente em varias partes do mundo. O maior interesse vem da capacidade
de degradacdo desses fungos ser maior do que de outras espécies, além da
facilidade do cultivo, que pode ser feito em varios substratos lignocelulésicos. A

espécie Pleurotus ostreatus produz uma extensa variedade de enzimas
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lignoceluliticas que contribuem para a degradacdo da parede celular do substrato.
Porém, estudos reportam que a producdo de enzimas por essa espécie depende da
cepa, da composicao do substrato e das condi¢cfes de cultivo, sendo necessario um

estudo a fim de encontrar a melhor condicdo de produgéo.?*?+%

3.4 PRODUCAO DE ENZIMAS POR FERMENTACAO NO ESTADO SOLIDO

A crescente necessidade de desenvolver métodos de reaproveitamento de
residuos, principalmente os agroindustriais, acompanha a demanda para otimizar a
producdo de enzimas lignoceluloliticas. A producdo de lacases é normalmente
realizada por dois métodos: fermentacdo submersa (FS) e fermentacdo em estado
sélido (FES). Na fermentacdo submersa o meio de cultivo é liquido e a extracao
enzimatica € realizada por simples filtracdo. Ja na fermentacdo no estado solido, a
umidade utilizada é apenas a suficiente para que 0S microrganismos se
desenvolvam.?®#*

Residuos agroindustriais vém sendo aplicados com sucesso como substratos
na FES. O tipo e a composicdo de cada substrato pode influenciar os tipos e
quantidades das enzimas produzidas pelos microrganismos.>?*

A FES pode ser utilizada para, basicamente, 3 finalidades: enriquecimento do
teor proteico dos residuos, a fim de aplica-los na alimentacdo; tratamento de
residuos, eliminando compostos recalcitrantes; producdo de substancias de alto
interesse industrial, agregando valor ao residuo utilizado.?®

Na FES, o substrato € sélido e o cultivo ndo possui agua livre, somente a
umidade pré-determinada necessaria para o desenvolvimento do microrganismo. O
substrato pode tanto ser utilizado como fonte de carbono, quanto suporte para 0s
nutrientes necessarios para o desenvolvimento microbiano. Os fungos sédo mais
utilizados na FES, pois esse tipo de cultivo se assemelha ao ambiente natural
desses microrganismos, que sdo capazes de se desenvolver em meios com baixa
umidade. Porém, estudos provam que algumas espécies bacterianas podem se
desenvolver adequadamente e gerar bons resultados na FES.%2426:27

Além da possibilidade de aplicacéo dos residuos agroindustriais, esse cultivo

produz um extrato enzimatico mais concentrado comparado ao extrato obtido na FS.
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Também apresenta um baixo consumo de agua e energia, além de ser um processo
de baixo custo, tornando-o economicamente favoravel.?*°

Porém, alguns problemas séo enfrentados durante o processo. A distribuicdo
do calor gerado pelo metabolismo fungico é deficiente, sendo esse o maior gargalo
da FES, ja que algumas enzimas produzidas por esse processo sofrem
desnaturacdo pelo calor. Além disso, a agitacdo é ineficiente, gerando
heterogeneidade no meio e gradientes de temperatura e nutrientes. Também existe
uma grande dificuldade em aumentar a escala de producdo devido ao dificil controle
do processo e do crescimento microbiano.*%?’

Ja denominado um processo de “baixa tecnologia”, atualmente tem sido
aplicado com sucesso em varias areas industriais. As biorefinarias tém dado muita
importancia a FES, jA que a biomassa € uma fonte de energia que atende as
necessidades energéticas das préximas geracdes. Outra area que tem explorado
essa técnica € a biorremediacéo, onde a FES tem mostrado seu valor ao tratar, com
grande eficiéncia, produtos quimicos poluentes e corantes sintéticos. Entre suas
principais aplicacdes, destacam-se a biorremediacdo, producdo de enzimas,
bioconversdo de biomassa, biopolpacéo, producdo de antibiéticos, biocombustiveis

e biosurfactantes.?’

3.5 ENZIMAS DO COMPLEXO LIGNOCELULOLITICO

As enzimas modificadoras de lignina sdo extremamente importantes, ndo so
na degradacdo da lignina, como também na degradacdo de outros compostos,
poluentes ou n&o. As principais enzimas desse complexo sdo as oxidoredutases, LiP
(lignina peroxidase) e MnP (manganés peroxidase), e a fenoloxidase, conhecida

com lacase.!’



18

3.5.1 Peroxidases

As peroxidases sdo as enzimas dependentes de peroxido de hidrogénio para
atuar na degradacédo da lignina. Elas sdo responsaveis pela catalise da reducao do
peréxido e, simultaneamente, a oxidacdo de uma série de compostos.?®

A enzima MnP é uma glicoproteina glicosilada com um grupo prostético
heme, peso molecular entre 32 e 62,5 kDa e é secretada em varias formas. Essa
enzima age de forma singular quando comparada a outras enzimas que utilizam
manganés como cofator redoz. A MnP liga o Mn?" & superficie de uma proteina,
oxida-o e libera o cation Mn®" complexado com &cidos organicos. Além disso, essas
enzimas podem gerar o quelato Mn®*" facilmente difundido na madeira, sendo uma
grande vantagem quando se trata de fungos aplicados na degradacéo da lignina.
Esse complexo age como um mediador para oxidar os terminais fendélicos da lignina.
O sitio de ligacdo onde o Mn se liga é muito flexivel, podendo se complexar com
varios fons metélicos, como Cd*e Co?*, além da inibicdo da oxidacdo a Mn*" pelos
ions Sm** e Eu®". Uma caracteristica interessante desse tipo de peroxidase é sua
capacidade de iniciar a formacdo de H,O, através da oxidacdo do NADPH ou
glutationa. Dessa maneira, o ciclo catalitico das peroxidases pode ser iniciado.?®2%°

A LiP, em conjunto com a MnP, € a peroxidase mais conhecida atuando na
degradacdo da lignina. E uma glicoproteina formada por um grupo prostético de
ferro por molécula de proteina e seu peso molecular varia de 38 a 46 kDa. Apesar
de ser uma tipica peroxidase, a LiP apresenta capacidade de oxidar substratos que
possuem altos potenciais redox, pois ela mesma apresenta um valor alto para esse
parametro.°

Essa enzima € capaz de oxidar compostos aromaticos nao fendlicos
presentes na estrutura dos materiais lignocelulosicos. Atua abstraindo um elétron de
moléculas a fim de formar radicais reativos além de transformar fragmentos de

lignina provenientes do mecanismo de acdo das MnP.*’
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3.5.2 Lacases

As lacases sao cuproproteinas independentes de peroxido, capazes de oxidar
uma infinidade de compostos. Podem ser produzidas por todos os basidiomicetos,
mesmo aqueles que ndo atuam na degradacao de lignina. Alguns fungos da
decomposicao branca ndo sédo capazes de secretar MnP e LiP, porém sao eficientes
na biodegradacdo somente com a presenca de lacases. Essas enzimas sao
caracterizadas pela baixa especificidade de substrato e sua capacidade catalitica
varia de acordo com sua origem.*%!

Assim como as peroxidases, as lacases sao glicoproteinas extra ou
intracelulares, formadas por quatro atomos de cobre no sitio ativo, que por sua vez
sao classificados em trés tipos de acordo com sua ressonancia paramagnética, e
estdo distribuidos em diferentes sitios de ligacéo. Eles se diferem em relacédo a sua
acessibilidade para solventes e em seu espectro. O cobre do tipo 1 é acessivel a
solventes, inclusive agua. Entdo, alguns complexos formados por cobre podem
remové-lo da enzima e substitui-lo por mercurio ou cobalto, 0 que resulta em uma
grande perda de sua atividade. O cobre do tipo 2, além de interagir com ions
fluoreto, é facilmente eliminado da molécula quando em determinadas situagdes.
Uma vez eliminados da molécula, os cobres de tipo 1 e 2 sdo impossiveis de serem
embutidos novamente. Ja o cobre do tipo 3 pode ser embutido novamente na
apoenzima.!’3%33

As lacases atuam em substratos fendlicos catalisando a remoc¢édo de um
elétron de um grupo hidroxifendlico simultaneamente com a reducédo do oxigénio a
agua e formacdo de radicais fendlicos. O oxigénio que participa como segundo
substrato nessa reacao € o oxigénio molecular. Elas podem catalisar a oxidacédo de
varios compostos, como o,p-difendis, aminofenadis, polifendis, poliaminas, lignina,
etc. Diferentemente de outras oxidases, a lacase provoca a redugdo do oxigénio
diretamente & a4gua através de um esquema mediador de quatro elétrons.t’3233

Devido ao seu baixo potencial redox, a lacase é incapaz de oxidar unidades
nao-fendlicas da lignina. Portanto, a lacase sozinha, somente consegue oxidar
unidades fendlicas, que correspondem a menos de 20% das unidades de lignina na

madeira.
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Por esse motivo, as lacases séo frequentemente aplicadas na presenca de
um mediador sintético como o hidroxibenzotriazol (HBT) e 2,2’-azinobis-(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS). Esses mediadores, compostos de baixo
peso molecular, sdo oxidados pela enzima até a formacédo de radicais estaveis e
atuam como mediadores, permitindo que a enzima oxide outros compostos.*°

E provado que os quatro atomos de cobre formadores da enzima participam
da catalise e os elétrons podem adentrar a molécula de varias formas. O mecanismo
da reacédo se inicia quando ocorre uma transferéncia de elétron para um dos atomos
de cobre e entdo se forma um radical livre a partir de um substrato organico. A
reducdo do oxigénio forma duas moléculas de &gua, uma delas é transportada
rapidamente para a solucéo e a outra permanece ligada fortemente ao fon cobre 2.%

Estudos feitos com a lacase proveniente de Rhus vernicifera, mostram que as
enzimas podem se apresentar em estados ativos e inativos. Quando em estado
ativo, os ions de cobre do tipo 1 e 3 possuem uma relacdo intramolecular, 0 que ndo
acontece quando em estado inativo. A interacdo de uma enzima em seu estado ativo
com a molécula de oxigénio s6 ocorre quando todos os ions de cobre estdo em
estado monovalente.®

As lacases podem ser aplicadas em diversas areas como biorremediacao,
industria de papel e celulose, producdo de bioetanol, industria de produtos de
limpeza, biossensores, industria de alimentos, industria téxtil, entre outros. Na
maioria dessas aplicacoes, elas sdo utilizadas em conjunto com mediadores redox.
Um dos fatores limitantes para que o uso dessas enzimas seja mais difundido € a
dificuldade de aumentar sua escala de producéo. Isso se deve a falta de um sistema

de producéo em grande escala que seja eficiente e economicamente viavel.*?

3.6 APLICACOES DAS LACASES

3.6.1 Industria de papel e celulose

A utilizacdo de enzimas nessa industria se da nos processos de biopolpacao

e biobranqueamento. Geralmente, a técnica de biopolpacdo € feita antes da
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polpacéo, mas também pode ser aplicada entre fases do refino. O processo consiste
em utilizar as enzimas produzidas pelos fungos da podriddo branca para degradar
compostos da parede celular da madeira. O processo acontece, pois as enzimas sao
capazes de despolimerizar a lignina quebrando ligacGes éter, deixando celulose e
hemicelulose intactas para o posterior processo de polpacdo.**®

A vantagem dessa utilizacdo é a menor demanda de energia comparada ao
refino mecanico da polpa, além do aumento da resisténcia do papel e diminuicdo do
impacto ambiental do processo. Embora o sistema de biopolpacdo possua um alto
custo, ele € compensado pela economia final do processo, j& que a demanda de
reagentes quimicos é diminuida.3*

O biobranqueamento é um método de prétratamento que visa modificar a
polpa para facilitar o processo de branqueamento quimico. O processo quimico
utiliza substancias como sulfito, soda e cloro e € altamente eficiente, porém afeta o
meio ambiente pela presenca do Cl,. A lacase oxida os grupos hidroxifendlicos na
polpa, transformando-os em radicais fenoxi. Essa transformacdo resulta em
despolimerizacdo ou polimerizacdo promovendo o biobranqueamento através da
deslignificaco.®*

E importante que as enzimas do complexo lignocelulitico sejam extremamente
seletivas a lignina, para evitar perdas de polpa durante o processo que possam

acarretar a perda da viscosidade.®*

3.6.2. Producao de bioetanol

O desenvolvimento de combustiveis de segunda geracao a partir de biomassa
lignocelul6sica apresenta vantagens do ponto de vista econdmico e ambiental. Muito
se tem pesquisado acerca de conversfes eficientes da biomassa em etanol ou
compostos de maior valor agregado. A separacao insuficiente da celulose e da
lignina e a formacao de produtos que inibem a producdo de etanol sdo alguns dos
obstaculos encontrados nesse processo.*’

As lacases sao aplicadas nos substratos lignoceluldsicos a fim de degradar a
lignina e permitir que a celulose se torne acessivel aos outros organismos que vao

realizar a fermentacéo para obtencdo do bioetanol. Esse processo, conhecido como
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deslignificacdo, se mostrou eficiente na otimizagédo da producéo do etanol celulésico.
A enzima diminui a quantidade de compostos fendlicos, possibilitando um maior
crescimento das leveduras responsaveis pela conversdo da biomassa e,

consequentemente, um aumento da producéo do bioetanol.*"*®

3.6.3. Industria téxtil

Essa industria é responsavel pelo maior consumo de corantes no mercado.
Visto que os tratamentos existentes ndo sdo completamente eficazes para remocéao
desses corantes dos efluentes provenientes dessa atividade, as enzimas tém sido
amplamente aplicadas.*

As lacases, além de serem utilizadas na remocao de corantes dos efluentes,
tém sido utilizadas no clareamento de materiais téxteis e também na sintetizacao de

novos corantes.>°

3.6.4 Industria de alimentos

As lacases podem ser aplicadas em processos que modificam a cor e a
aparéncias dos alimentos. O escurecimento e a turbidez dos alimentos podem ser
provocados pela presenca de compostos fendlicos nos mesmos, caso onde essa
enzima pode ser de grande utilidade.*

Além disso, elas sdo utilizadas em processamento de bebidas, determinacéo
de &cido ascérbico, obtencédo de pectina da beterraba e em massas de panificacao.
Ainda se torna necessério estudar técnicas de menor custo para que sua aplicacédo

seja mais difundida.*
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Otimizar via planejamento fatorial a producdo de lacase por Pleurotus
ostreatus através do processo de fermentacdo no estado solido (FES) utilizando

bagaco de cana-de acUcar como principal substrato.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a cinética de producéo de lacase por P. ostreatus

e Selecionar a melhor composicdo do meio de cultivo baseado em bagaco de
cana, utilizando diferentes concentra¢cfes de indutores e diferentes fontes de
nitrogénio através de um planejamento fatorial e caracterizar a lacase

produzida por meio de medida de sua atividade no extrato enzimatico.
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5 METODOLOGIA

5.1 MANUTENCAO DA CEPA E PREPARO DO INOCULO

A cepa de Pleurotus ostreatus foi obtida a partir banco de cepas microbianas
do Laboratorio de Biotecnologia da UTFPR. A manutencéo do fungo para utilizacéo
e repique foi feita em placas de Petri com Agar Batata Dextrose (PDA) com
incubagéo em estufa a 28°C durante 7 dias seguido de armazenamento a 4°C. Para
a FES, foram retirados, com auxilio de tubos de ensaio estéreis, plugs circulares de
aproximadamente 15 mm, posteriormente depositados sobre o substrato com o
micélio voltado para cima. Foram adicionados, com auxilio de uma ping¢a, 3 plugs
contendo o micélio em cada Erlenmeyer. A Figura 3 mostra um esquema do

procedimento utilizado para inoculacdo do fungo no meio de cultivo.

Figura 3: Esquema da metodologia utilizada para inocula¢éo de P. ostreatus nos

frascos Erlenmeyer do experimento

5.2 PREPARO DO SUBSTRATO

O bagaco da cana-de-acucar utilizado como substrato de crescimento para o
P. ostreatus foi coletado em pontos de venda de caldo de cana localizados na
cidade de Curitiba, PR. Ap0s a coleta, o bagaco foi lavado em &gua corrente

abundante e seco em estufa a 50°C durante 48 h. Em seguida o bagaco foi triturado
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utilizando liquidificador comercial e fracionado através de peneiras do tipo Mesh para
selecdo de fragmentos entre 2,0 e 10,0 mm que foram armazenados e utilizados
para os estudos de FES. O teor de acucares redutores residuais do bagaco apos
lavagem foi verificado apos fervura de 1 g bagaco em 100 mL de agua durante
10 min, seguido de filtracdo e hidrdlise acida do filtrado para a determinacdo dos

acucares redutores pelo método do DNS (acido dinitrosalicilico).**

5.3 FERMENTACAO NO ESTADO SOLIDO (FES)

Para os estudos de FES foram adicionados 5 g de bagaco de cana-de-aguUcar
em Erlenmeyers (250 mL) seguido da adicdo de 15 mL de uma solugéo basal de
sais (Tabela 1) que corresponde a uma umidade 75-80% através da equacado (1),
onde mH,0 corresponde a massa de solucédo, ms a massa de bagaco seco, X; a %
de umidade inicial do substrato e X, a % final de umidade. Antes de completar o

volume dessa solucéo, o pH foi ajustado para 5,5 com HCI| 0,5 M ou NaOH 0,5M.

_ (X2—X1)
mH,0 = ms Ay (1)

Tabela 1: Composicéo da solucdo basal e respectivas concentra¢des utilizadas nos
experimentos. (MENEZES,2009)*

Solucgéo Concentracéo no cultivo (g L™)
MgS0,.7H,0 0,3
CaCl, 0,3
FeS0,.7H,0 0,510°
MnSO,.H,0 0,156 10
CoCl, 0,210°
ZnS0,.7H,0 0,14 10*

Na Tabela 2 estdo dispostas as variaveis do planejamento experimental que

foram utilizadas no trabalho com a finalidade de otimizar a producéo de lacase.
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Tabela 2: Variaveis utilizadas na otimizacao.

Solucéo Variavel
Extrato de levedura Fonte de nitrogénio
Extrato de malte Fonte de nitrogénio e carbono
Sulfato de aménio Fonte de nitrogénio
Sulfato de cobre Fonte de cobre

As diferentes fontes de nitrogénio, carbono e o indutor (CuSO4) foram
adicionados conforme planejamento fatorial (item 5.4). Cada meio de cultivo em
Erlenmeyer foi inoculado com 3 plugs circulares obtidos através de cortes de PDA
contendo o fungo e o cultivo realizado em estufa a 28°C, exclusivamente em regime
estatico durante o periodo de 288 h. A cinética da producéo de lacase, utilizando a
condicdo 2 do planejamento fatorial (contendo apenas 2,5 g L™ de sulfato de
amonio), para determinar o pico de atividade foi determinada a cada 48 h de
fermentacao, sendo a primeira extracao realizada ap6s 72 h. A Figura 4 mostra um

meio de cultivo pronto para ser submetido ao periodo de incubacéo a 28 °C.

Figura 4: Meio de cultivo contendo o substrato, o inéculo e a solugcéo base
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5.4 OTIMIZACAO DA PRODUCAO DE LACASE

Um planejamento experimental Fatorial 2* com quatro repeticdes no ponto
central, conforme disposto na Tabela 3, foi realizado para a avaliacdo do processo
de producéo de lacase, totalizando 20 ensaios. Este planejamento foi utilizado para
0 meio contendo bagaco de cana e as variaveis estudadas foram a concentracao de
sulfato de cobre (indutor da atividade lacase) e as fontes adicionais de nitrogénio e
carbono (sulfato de amonio, extrato de levedura e extrato de malte), cujos niveis
estdo apresentados na Tabela 4. Os resultados obtidos na produgcéo de lacase
foram analisados no programa StatisticaTM (8.0) realizando-se uma estimativa dos

efeitos das variaveis sobre a resposta analisada.

Tabela 3: Matriz do planejamento fatorial experimental 2* para os ensaios do experimento

Ensaio Sulfato de Extrato de Extrato de Sulfato de
amodnio levedura malte cobre
1 -1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1 -1
3 -1 1 -1 -1
4 1 1 -1 -1
5 -1 -1 1 -1
6 1 -1 1 -1
7 -1 1 1 -1
8 1 1 1 -1
9 -1 -1 -1 1
10 1 -1 -1 1
11 -1 1 -1 1
12 1 1 -1 1
13 -1 -1 1 1
14 1 -1 1 1
15 -1 1 1 1
16 1 1 1 1
17 0 0 0 0
18 0 0 0 0
19 0 0 0 0
20 0 0 0 0

Tabela 4: Variaveis e niveis do planejamento fatorial completo 2* para avaliacdo da influéncia da
fonte de N e concentracdo do indutor na producédo de lacase.

Variaveis Niveis
-1 0 +1
Sulfato de aménio (g L™) 0 1,25 2,5
Extrato de levedura (g L™) 0 1,25 2,5
Extrato de malte (g L™) 0 1,25 2,5
CuSO, (uM) 0 75 150
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5.5 EXTRACAO AQUOSA E MEDIDA DA ATIVIDADE DA LACASE

Para extracao da lacase, 50,0 mL de agua deionizada foram adicionadas aos
Erlenmeyers contendo o meio de fermentacdo. Com auxilio de um bastéo de vidro,
as amostras foram homogeneizadas e aliquotas (4 mL) do extrato aquoso foram
colocadas em Eppendorfs para serem armazenadas congeladas a -20 °C antes de
serem submetidas a determinacdo da atividade enzimatica logo apos
descongelamento.

Em tubos de ensaio limpos foram adicionados 0,2 mL da amostra, 0,4 mL da
solucdo de ABTS 10 mM e 3,4 mL da solucdo de tampédo acetato de sodio 50 mM e
pH 5,0. Os tubos foram aquecidos em banho-maria a 40 °C por 5 minutos e entéao
submetidos a leitura no aparelho. O espectrofotémetro foi zerado utilizando uma
solucdo contendo o ABTS, a solu¢do tampédo e agua deionizada em substituicdo a
amostra no meio. A analise da atividade enzimética foi medida em espectrofotdmetro
com comprimento de onda fixo em 420 nm monitorando-se a oxidagao do 2,2'-azino-
bis(3-etiltiazolina-6-sulfonato), ABTS.*

5.6. ANALISE ESTATISTICA

Para uma melhor interpretacdo dos resultados, foi realizada uma analise
estatistica dos dados obtidos experimentalmente. Com auxilio do software
STATISTICA 13 foram realizados os testes estatisticos ANOVA e Diagrama de
Pareto.

O teste ANOVA foi realizado com um nivel de confianga de 95%, comparando
a influéncia de cada variavel nos resultados obtidos. Foram feitas analises
separadas para 0s quatro dias de coleta (5, 7, 10 e 12 dias), para que fosse possivel
entender a influéncia das variaveis na producdo de lacases de acordo com o tempo

de fermentac&o.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 CINETICA DE PRODUCAO ENZIMATICA

A cinética de producédo enzimatica em batelada foi realizada a partir de testes
utilizando a condicdo 2 do planejamento fatorial (solucdo basal + 2,5 g L™ de sulfato
de amonio). O ensaio foi realizado durante 14 dias para que se pudesse averiguar o
pico de producdo de lacase. Os resultados das atividades enzimaticas estdo
dispostos na Figura 5.

Figura 5: Cinética de producéo de lacases por Pleurotus ostreatus
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Assim, foi possivel observar que a atividade enzimética se mostrou maior
entre os dias 5 e 12, exceto a atividade do dia 10, que pode ter sido resultante do
menor desempenho fungico nessa replicata. Um estudo reporta que Pleurotus sajor-
caju tem seu pico de producdo ao décimo dia de fermentacdo com posterior
decréscimo, assim como o Pleurotus ostreatus. Outro estudo encontrou picos de
producéo de lacase por Pleurotus pulmonarius em 10 dias de fermenta(;z?\o.”'44

Por esse motivo, baseado nos resultados da cinética e em dados da literatura,
decidiu-se que as aliquotas dos experimentos subsequentes seriam retiradas em 5
dias, 7 dias, 10 dias e 12 dias.
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6.3 PRODUCAO DE LACASE

Para avaliar a producdo de lacase pelo fungo Pleurotus ostreatus foram
testadas diferentes composi¢des do meio de cultivo utilizando o bagaco de cana
como substrato/suporte para o crescimento fungico. Foi avaliada a influéncia das
variaveis: sulfato de amonio, extrato de malte, extrato de levedura e sulfato de cobre.

Apoés cada etapa do cultivo, foi possivel caracterizar o extrato bruto obtido
através da oxidacdo do ABTS com a intencdo de se medir a atividade enziméatica do
extrato liquido fangico.

Os resultados das atividades enzimaticas obtidas estdo apresentados na
Tabela 5, onde os maiores valores estdo realgcados, bem como na Figura 6 onde
estdo representadas as melhores condicbes para facilitar a comparacéo entre as

condi¢Oes de cultivo e suas respectivas atividades.

Tabela 5: Atividades enzimaticas correspondentes aos dias 5, 7, 10 e 12 de fermentacéo nas

condi¢Bes previamente estabelecidas pelo planejamento fatorial.

Tempo de
1 2 3 4 5 6 7 8 9
fermentacao
) (UIL) (UIL) (UIL) (U/IL) (U/L) (U/L) (U/L) (U/L) (U/L)
S 3,16 181,15 16,98 187,31 1,33 198,97 7,16 123,21 93,24
7 33,30 396,77 20,15 99,07 10,32 267,07 5,99 198,97 46,45
10 12,15 277,39 0 23,14 0 235,76 0 0 45,12
12 5,33 230,77 0 16,82 0 179,82 0 37,46 11,43
Tempo de
10 11 12 13 14 15 16
fermentacéo Ponto central
i (U/L) (U/L) (U/L) (UlL) (UL (U/L) (U/L) (U/L)
S 251,08 8,49 565,27 64,60 48352 64,10 386,78 231,02+ 146,31
7 267,57 66,27 353,81 68,10 749,75 93,07 833,83 372,58+ 168,51
10 35,30 31,41 255,74 38,74 76,67 31,41 283,05 30,87 + 13,84

12 0,89 3,88 13,15 12,88 20,55 19,65 132,09 19,75 + 14,22
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Figura 6: Representacéo grafica das atividades enzimaticas correspondentes aos dias 5, 7, 10

e 12 de fermentagdo das 8 melhores condigdes.
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A partir da andlise desses dados, pode-se observar que a maioria das
condicdes teve seu pico de atividade enzimatica aos 7 dias de fermentacdo com
decaimento da atividade aos 10 dias de fermentacdo. Na literatura, € possivel
encontrar dados variados a respeito da producao de lacases por Pleurotus ostreatus.
Um estudo utilizando Pleurotus ostreatus em bagaco de cana-de-acucar e vinhaca
como fonte de nitrogénio, obteve resultados da atividade de lacase com pico no 15°
dia de fermentacdo. Em outros estudos, utilizando cepas diferentes do fungo P.
ostreatus foi possivel observar picos de atividade no décimo e no sétimo dia de
fermentacdo.?**4°

A maior atividade enzimatica encontrada foi de 833,83 U L™, correspondente
a condicdo 16 do planejamento fatorial em 7 dias de fermentacdo, onde foram
adicionados 2,5 g L™ de sulfato de aménio, 2,5 g L™ extrato de malte, 2,5 g L™
extrato de levedura e 150 uM de sulfato de cobre simultaneamente no cultivo. Na
literatura foi possivel encontrar atividades maximas de 22,86 U L™ para P. sajor-caju
(10° dia) e de 23,58 U L™ para P. tailandia (15° dia).*?

Estudos utilizando serragem e vinhagca como substrato obtiveram uma
atividade méaxima de 2144,6 U L™ de lacase a partir de P. ostreatus. Esse valor alto,
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comparado aos obtidos nesse trabalho, pode ser justificado pelo uso da serragem ao
invés do bagaco de cana-de-agucar, pois, segundo estudos prévios, os fungos tem
dificuldade de se desenvolver em meios com altos niveis de sacarose, devido a sua
incapacidade de metaboliza-la.****

Relatos prévios comprovam que a presenca de glicose em altas
concentracdes suprime a producdo de lacase, onde foi constatado que as menores
atividades de lacase foram encontradas onde os meios foram suplementados com
altas concentracdes de glicose (5 e 9 g L™). Para a determinacéo da glicose residual
no bagaco foi utilizado o método do DNS para determinacdo de acucares redutores
e o valor obtido foi de 0,103 g / g de bagaco. Mesmo apos a sequéncia de lavagem,
a glicose residual ainda se encontra presente em niveis consideraveis (10%) no
bagaco de cana, o que pode ter suprimido a producédo enzimatica, gerando valores
mais baixos do que os esperados. Uma hipétese é que a presenca de glicose inibe
0s genes de producdo enzimatica, que sao utilizados para metabolizar outras fontes
de carbono.*®*’

E esperado que os resultados obtidos na fermentac&o no estado solido sejam
superiores aos obtidos com a fermentacdo submersa. Isso se deve ao fato do cultivo
no estado solido resultar em um extrato muito mais concentrado. O uso de solu¢fes
extratoras, em substituicdo a dgua, pode aumentar consideravelmente as atividades
resultantes, bem como a purificagdo do extrato enzimatico, metodologia aplicada por
Vukojevic et al.?*4*

Os valores mais baixos de atividade, considerando o tempo 6timo de
fermentacdo em 7 dias, se encontram em casos onde o meio nao foi suplementado
com as variaveis (condi¢cdo 1), em casos onde o meio foi suplementado somente
com extrato de levedura ou extrato de malte (condicdes 3 e 5, respectivamente) ou
no caso onde a suplementacdo foi realizada por uma combinacdo de extrato de
levedura e extrato de malte.

Trabalhos prévios mostram que a suplementacdo de nitrogénio para producao
enzimatica a partir de Pleurotus ostreatus € positiva, ja que aumenta a mineralizacao
da lignina. O extrato de malte e o extrato de levedura, sozinhos, ndo provocaram um
efeito muito positivo no cultivo, contrario ao sulfato de aménio, cuja utilizacao
resultou em valores de atividade consideraveis. Esse fato pode ser explicado pela

7

disponibilidade de nitrogénio dos compostos, que é maior no sulfato de aménio,
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onde a amodnia corresponde a cerca de 20% do total, do que nos extratos de malte e
levedura.***®

Resultados elevados foram obtidos nas condicdes onde o sulfato de cobre foi
adicionado, combinado ou ndo com outros componentes. O sulfato de cobre tem
sido documentado como um bom indutor da atividade de lacase. Embora alguns
fungos, como algumas espécies de Trametes, tenham seu crescimento inibido pela
presenca de cobre, a producdo de lacase ainda foi estimulada. Estudos mostram
gue o crescimento do Pleurotus ostreatus néo foi afetado pela presenca de cobre,
tornando seu cultivo passivel de suplementacdo para obtencdo de maiores
atividades da enzima. Assim, esse fungo se torna um excelente candidato para esse

objetivo.*

6.4 ANALISE ESTATISTICA

Para analisar quais variaveis possuem a maior influéncia na atividade
enzimatica, os dados obtidos foram submetidos ao teste ANOVA e Diagrama de
Pareto. Com auxilio do software STATISTICA 13, foi realizado um teste ANOVA com
nivel de confianca de 95%. Abaixo estdo apresentados os resultados estatisticos do
teste ANOVA (Figura 7) e do Diagrama de Pareto (Figuras 8, 9, 10 e 11).

O ANOVA testa a possibilidade de um resultado ser estatisticamente igual ou
diferente dos outros. Para isso, testa a significancia de cada variavel em relacdo aos
resultados obtidos. J4 o diagrama de Pareto analisa a relacdo entre as causas,
nesse caso as variaveis, e as consequéncias, nesse caso as atividades enzimaticas,

apresentando as variaveis que possuem efeitos significantes no resultado.
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Figura 7: Resultados dos testes ANOVA. Sendo a) 5 dias de fermentacéo, b) 7 dias de
fermentacgdo, c) 10 dias de fermentacgéo e d) 12 dias de fermentacéo.

ANOVA: Var 5 dias; R-sqr=89741; Adj 72644 ANOVA: Var. .7 dias; R-sqr=,9035; Adj 74266
a) 2**(4-0) design; MS Residual=8134 466 b) 2**(4-0) design; MS Residual=16175,06

DV: 5 dias DV: 7 dias
Factor SS df MS F p Factor SS df MS F P
(1)Aménio 2804311 1 2804311 3447444  0.001080) (1)Aménio 498115 1 4981148 3079524 0.001447
(2)Levedura 4228 1 4228 005198 0827227 (2)Levedura 1765 1 17655 0,10915 0,752348
(3Malte ! 330 1 330 000406 0951259 (3)Malte 55674 1 556736 344194 0,112966
(4)Cobre [ 89671 sl 1 896718 1102369 0.016001/(4)Cobre 130883 1 1308830 809165 0,029390
1by2 28476 1 28476 035006 0575677 1by2 3099 1 30994  0.19162 0676892
1by3 < frf | 37 000045 0,983770 1by3 53037 1 530369 327893 0.120145
1by4 394231 1 394231 484643 006991 1byd 67451 1 674506 417004 0087195
2by3 108467 1 108467 133343 0.292106 2by 3 3639 1 36394 022500 0.652026
2by4d 20737 1 20737 025492 0631634 2by4 22387 1 223869 138404 0283971
3byd 12050 1 12050 014813 0713602 3 by 4 72588 1 725885 448768 0,078455
[Enror 488068 6 8134 5 Error 97050 6 161751
Total SS 4757652 16 Total SS 1005689 16 | |

ANOVA; Var.:10 dias; R-sqr=,68258; Adj;, 15355 ANOVA; Var :12 dias; R-sqr=,77333; Adj 39555

c) 27"(4-0) design; MS Residual=9566,045 d) 2**(4-0) design; MS Residual=2918,109

DV: 10 dias DV: 12 dias
Factor SS | df MS F D Factor SS | df MS | F { P
(Aménio [ 60773l 1 6607727 6907481 0.039153 (1)Ambnio 20907711 1, 20907.71 7,164815 0,036696
(2)Levedura 5806 1 580,57 0,060691 0813619 (2)Levedura 355872 1 355872 1219529 0311761
{3)Malte 134 1 1336 0,001397  0,971402 (3)Malte 902,70 1 902,70 0309345 0598197
(4)Cobre 38751 1 387506 0405085 0,547971 (4)Cobre 408577 1 408577 1400142 0281454
1by2 562 1 5625 0005880 0,9413691by2 320356 1 320356 1097820 0,335106
1by3 35 1 3147 0003290 09561221 by 3 580 81 1 58081 0,199036 0671148
1byd 252 1 2515 0002629 0,9607711by 4 725478 1 725478 2486124  0,165927
2by3 29 1 3295 0003444 0955107 2by 3 226862 1 226862 0777427 0411855
2byd 515222 1 5152219 5385945 0,059387 2 by 4 1468096 1 1468096 5030983 0.066075
3byd 12114 1 121139 0126634 0,7341253 by 4 229106 1 229106 0785117 0,409685
Error 573963 6 9566 05 gnov 1_7{.08.66 6 2918 11
Total SS 1808219 16 Total SS 7724334 16

A andlise de variancia leva em conta o teste de uma hip6tese que, de acordo
com os resultados, pode ser aceita ou rejeitada. Se o valor de F calculado for maior
que o valor tabelado, a hipétese é rejeitada e € possivel dizer que ha uma diferenca
significativa entre os resultados. O valor do F apresentado nas tabelas indica se o
resultado obtido se deve a variavel independente ou ndo. Quanto maior o valor de F,
maior a significancia, o que sugere que os resultados sdo provenientes da variavel
independente e ndo do acaso.

Os valores de F para extrato de malte e extrato de levedura ndo sédo
significantes em nenhum dia de fermentag&o, sugerindo que essas variaveis nao
exercem grande influéncia nos resultados obtidos. J& o sulfato de aménio apresenta
a maior significancia, indicando que ele exerce maior influéncia nos resultados. A
analise mostra que o sulfato de cobre exerce influéncia somente no tempo de 5 e 7
dias de fermentacéo.

Outro fator a ser considerado é o valor de p. Quanto menor esse valor, mais

provavel que a diferenca entre os resultados seja real. Nos casos citados acima, o



valor de p se mostra bem abaixo de 0,05 (valor utilizado para nivel de confian¢a de

95%), sugerindo que a comparacao da influéncia das variaveis é valida.
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Figura 8: Diagrama de Pareto para 5 dias de fermentacao.
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Figura 9: Diagrama de Pareto para 7 dias de fermentagéao.
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Figura 10: Diagrama de Pareto para 10 dias de fermentacao.
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Figura 11: Diagrama de Pareto para 12 dias de fermentagéao.
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A analise dos resultados através do Diagrama de Pareto corrobora com o que

mostrou a analise por ANOVA. As barras apresentam a andlise de influéncia de

cada variavel ou de duas variaveis combinadas, ou seja, 0 quanto cada valor de

atividade foi influenciado por cada variavel.
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O sulfato de amonio foi a variavel que exerceu maior influéncia nos resultados
de todos os tempos de fermentacdo, se mostrando com uma influéncia sempre
positiva. O sulfato de cobre influenciou positivamente nos 5, 7 e 10 dias de
fermentacado, porém em 12 dias apresentou um resultado negativo, indicando que as
maiores atividades foram obtidas com os menores valores de sulfato de cobre.

O extrato de malte se mostrou pouco positivo em 5 e 7 dias e sua influéncia
foi maior em 7 dias, mas em 10 dias apresentou um valor negativo. O extrato de
levedura se mostrou pouco eficiente, pois a maioria dos resultados apresentados
para essa variavel no diagrama sdo negativos, mostrando que quanto menor a

concentracdo de extrato de levedura, maior a atividade enziméatica.
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7 CONCLUSAO

Conclui-se que o bagaco de cana-de-acUcar € um bom substrato para a
fermentacdo no estado soélido (FES), mais especificamente para a producdo de
lacases. A FES também se mostrou uma boa alternativa para o objetivo desse
trabalho.

Através deste projeto, foi possivel concluir que a melhor condicdo para
producado de lacases por Pleurotus ostreatus € com a suplementacdo combinada de
extrato de malte, extrato de levedura, sulfato de aménio e sulfato de cobre. Também
foi possivel concluir que o pico de producdo enzimatica ocorre aos 7 dias de
fermentacao.

Através dos resultados e da analise estatistica, foi possivel determinar que o
extrato de malte e o extrato de levedura ndo exerceram grande influéncia nas
atividades enzimaticas quando comparados ao sulfato de aménio e sulfato de cobre.
Ja ao comparar os dois ultimos, percebe-se que a influéncia exercida pelo sulfato de

amonio € muito maior do que a exercida pelo sulfato de cobre.
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8 SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

Realizar analises a fim de estudar a composicdo dos extratos enzimaticos
produzidos nesse trabalho, além de realizar ensaios para quantificar as proteinas
presentes nos extratos.

Utilizar diferentes solucdes extratoras, em substituicdo a agua, para comparar
a eficiéncia de recuperacdo dos extratos enzimaticos.

Aplicar esses extratos em tratamentos de efluentes, corantes e residuos que
contenham compostos lignocelulésicos a fim de analisar a eficiéncia catalitica
dessas enzimas.

Realizar testes de producdo em maior escala, como cultivo em bandejas, para
analisar a viabilidade tanto econdmica quanto ambiental.

Aplicar o bagaco de cana pré-tratado resultante deste trabalho em outros

processos de producao
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