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16.1 INTRODUCAO

Diversos setores da producao industrial que incluem os sistemas de con-
versao de materiais lignoceluldsicos demandam processos de transformagio
da matéria-prima que podem ser auxiliados pela a¢ao de fungos especificos
ou suas enzimas. Linhagens de micro-organismos que apresentam maior efi-
ciéncia de producdo de enzimas, aliadas a processos biotecnoldgicos, pro-
porcionam parcerias em novos e interessantes negocios. Do ponto de vista
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tecnologico, a biodegradagao de materiais lignoceluldsicos pode ser utilizada
em diversos processos industriais de transformacio destinados a producao
de celulose e papel, biocombustiveis, além de outros. Nesses setores indus-
triais, o foco esta principalmente na utilizacdo de enzimas, produto do meta-
bolismo dos micro-organismos. Entretanto, as enzimas desenvolvidas até o
momento precisam ganhar mais eficiéncia para que processos industriais
mais produtivos sejam operacionalizados.

As principais enzimas relacionadas a degradag¢io de materiais lignocelu-
l6sicos sdao as xilanases, celulases, esterases, glucanases, celobiases, peroxi-
dases e lacases. A questdo do efeito dessas enzimas na degrada¢ao do mate-
rial lignocelulésico ainda nao esta totalmente definida. Apesar de nunca
tanto esforco de pesquisa ter sido feito sobre essa tematica, existe ainda uma
enorme necessidade de que sejam desenvolvidas novas tecnologias compe-
titivas, eficientes na conversio de biomassa em bioprodutos. O descobri-
mento das bases técnicas de obten¢do e caracterizacao dessas enzimas tem
gerado uma visao mais clara sobre o tema, e é o que pretendemos abordar
neste capitulo.

O uso de enzimas para auxiliar na deslignificacio de materiais lignoce-
lulésicos tem como premissa o rompimento das ligagdes entre os carboi-
dratos e a lignina. Nesse aspecto, o primeiro setor industrial a se interessar
pelo uso de enzimas foram as fabricas de celulose e papel, quando as enzi-
mas comegaram a se tornar vidaveis para branquear celulose e substituir o
cloro elementar, com reducido na libera¢ao de organoclorados persistentes
nos ambientes naturais. O rompimento das cadeias de xilana pela xilanase
separa as ligacoes de lignina-carboidrato, que ocorrem apds o periodo de
cozimento, melhorando o acesso dos reagentes de branqueamento e facili-
tando a remocao da lignina em subsequentes sequéncias quimicas de bran-
queamento. Posteriormente, enzimas com acao direta sobre a oxidag¢ao e
despolimerizagao da lignina presente nas fibras tornaram-se alvo de estudos.

Geralmente a producdo de enzimas por fungos é estudada em meios sinté-
ticos, muitas vezes contendo indutores enzimaticos. Portanto, os resultados
nem sempre refletem os acontecimentos dos sistemas in situ ou in vivo. Uma
alternativa promissora tem sido o uso de materiais lignocelulésicos como
substrato indutor para a produc¢ao de diferentes enzimas, garantindo, assim,
a producdo de enzimas de alta especificidade, atuando como catalisadores
para tornar os processos mais efetivos e baratos. Existem poucos estudos na
literatura descrevendo a produgdo de enzimas em larga escala por fungos
crescendo sobre seu substrato natural em condicdes de fermentagdo em meio
solido, sistema mais préximo do processo in vivo.
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A produgio industrial de enzimas pode ser feita em reatores especiais nos
quais se colocam fungos. Como substratos, podem ser usados residuos agri-
colas ou florestais. Alguns estudos cientificos e tecnologicos foram publi-
cados sobre processos biotecnoldgicos em pilhas de cavacos. Tal processo,
denominado biopolpacdo, consiste na inocula¢do de fungos especializados
nas pilhas de cavacos para promover a deslignificacao. O reator pode ser
a propria pilha de cavacos, ou, eventualmente, um enorme silo de cavacos
especialmente criado para oferecer melhores condigdes de aeracdo, umidade
e temperatura. Os fungos inoculados nos cavacos produzem quantidades
significativas de enzimas ligninoliticas, capazes de degradar seletivamente
a lignina dos cavacos. A biopolpacido de cavacos de madeira é uma 6tima
possibilidade para integrar a produ¢do de enzimas e aplicagdo em outras
etapas operacionais. Como as enzimas sao extracelulares, elas podem ser
facilmente separadas do substrato para serem usadas, por exemplo, na etapa
de branqueamento da celulose.

16.2 ENZIMAS LIGNOCELULOLITICAS

No processo de degradacao da parede celular vegetal atua um grupo de
hidrolases, enzimas responsaveis pela degradac¢do da celulose e das polioses
que apresentam certa especificidade pelo respectivo substrato, ao passo que
as enzimas envolvidas na degradacdo da lignina sdo oxidases, que em geral
sdo pouco especificas' (Figura 16.1).

As enzimas hidroliticas necessdrias a degrada¢ao da celulose sdao as endo-
-1,4-B-glucanase, exo-1,4-B-glucanase e 1,4-B-glicosidase. Endoglucanases
hidrolisam ligacées glicosidicas, particularmente em regides amorfas da celu-
lose, expondo novos terminais livres que serdo locais de atuacao das exoglu-
canases. Exoglucanases ou celobio-hidrolases hidrolisam ligacoes glicosidi-
cas das pontas de cadeia da celulose, produzindo celobiose. B-glicosidases
clivam a molécula de celobiose em duas unidades de glicose. Em adi¢ao as
enzimas citadas, uma quarta enzima, a celobiose desidrogenase, atua sobre
celobiose, oligdmeros de glicose e celulose, oxidando o terminal redutor.
Trabalhos recentes descreveram uma mono-oxigenase litica dependente de
cobre, capaz de quebrar a cadeia de celulose pela oxidagao das moléculas de
anidropiranose nos carbonos C1 ou C4%3,

Dada a heterogeneidade do substrato, a hidrolise das hemiceluloses é
mais complexa, sendo necessdria a acao de endo-1,4-B-xilanase, B-xilosidase
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e enzimas acessorias (oa-glucuronidase, a-L-arabinofuranosidase, acetil este-
rase, mananases e galactanases)®.

A lignina requer para sua oxidacdo a acdo de uma série de enzimas, que
compreendem a lignina-peroxidase (LiP) e peroxidase dependente de manga-
nés (MnP), que sao heme proteinas capazes de oxidar subestruturas da lig-
nina na presenga de peroxido de hidrogénio!*°; e uma oxidase, a lacase, uma
cuproproteina que catalisa a redu¢do de O, a H,O, com simultanea oxidagao
de subunidades fendlicas da lignina®s. A LiP apresenta potencial de oxidagao
suficientemente elevado para abstrair elétrons de subestruturas fendlicas e
nio fenodlicas, ao passo que MnP, que apresenta menor potencial de oxida-
¢do, é capaz, somente, de abstrair elétrons de subunidades fendlicas. Alguns
fungos do género Bjerkandera e Pleurotus secretam ainda um terceiro tipo
de peroxidase, que oxida tanto substratos da MnP (fenois e Mn?*) quanto da
LiP (alcool veratrilico) e tem sido denominada de peroxidase versatil (VPs)®.

Embora sem participa¢do direta na degradacido e/ou modificagdo da lig-
nina, a glioxal oxidase e a aril dlcool oxidase sdo enzimas extracelulares que
participam da produ¢do de peroxido de hidrogénio, indispensavel para a
agao das peroxidases!’’.

(1)

+ Acido glioxilico Glioxal &
= GOx “\%;\a
» (2)+VA h:

' (3)+Mn*
' (4) + mediador

Alcoois . Acidos . L
benzil Benzalde1ldos benzdicos _---» Enzimasligninoliticas -
R AAO L AAO
i E s Aldopiranoses
] | A Y lignina
AAD  --tee
’ \ Aldeido Alcoois _ Radical fenoxi
NADPH ~ NADP AOx Radical catidnico
Hy0, + (2)
Fe 3 (5)_(7 H,0, +Fe *2 H,0, + (3)
(5) 2Ly (6) Ot (4)

fenois
(9)(10) / v \
Celulose =~ ——————> celobiose OH- Celobiono lactona
9) (11)
(10)
(5) (9)(10)

' ) (12)
oligossacarideos glicose

—
O, H,0,

gluconolactona

Figura 16.1 Esquema de integracdo de vias metabélicas de degradacdo de materiais lignoceluldsicos. Enzimas: (1) glioxal oxidase;
(2) lignina peroxidase; (3) manganés peroxidase; (4) lacase; (5) celobiose desidrogenase; (6) celobiose quinona oxirredutase; (7)
protease; (8) lactonase; (9) endoglucanase; (10) exoglucanase; (11) B-glicosidase; (12) glicose oxidase; (13) catalase.



Producio de enzimas oxidativas em substratos lignoceluldsicos e aplicacto na deslignificacto de polpas celuldsicas 573

Frente a complexidade e a diversidade dos constituintes, a parede celular
dos vegetais é degradada principalmente por fungos, em especial por basi-
diomicetos que causam a decomposi¢do branca. Esses fungos agem através
da penetracdo de suas hifas pelo limen das células, as quais ali instala-
das produzem uma variedade de metabdlitos extracelulares que vao, assim,
atuar degradando os componentes da parede celular vegetal. A caracteris-
tica comum desses fungos é a capacidade de degradar lignina, assim como
celulose e polioses. Entretanto, as velocidades relativas de decomposi¢ao
da lignina e polissacarideos variam grandemente de acordo com a espécie
fingica. Esta classe de fungos pode ser distinguida em dois grupos: o grupo
dos fungos que degradam simultaneamente todos os componentes ligno-
celulésicos e o grupo dos fungos que degradam primeiramente a lignina
e a hemicelulose, preservando a celulose (Figura 16.2). Embora o nivel de
cada atividade enzimadtica varie entre os fungos, em geral eles ndo sio bons
produtores de celulases, e a seletividade de alguns esta relacionada a uma
atividade de celulase total baixa.

Figura 16.2 Micrografia do crescimento de um fungo de degradacdo branca seletiva em material lignoceluldsico e caracteristicas micro-
morfoldgicas da degradacio da parede celular (CC — canto da parede celular; ML — lamela média; S1, S2 — camadas da parede celular).

16.2.1 Aspectos relevantes da producéo e caracterizacao
das enzimas de fungos cultivados em madeira

Numerosos estudos sao descritos na literatura a respeito da producio e
caracterizagao de enzimas lignoceluloliticas por fungos pertencentes a classe
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Basidiomicotina, degradadores de madeira. A maioria desses estudos, porém,
tem sido conduzida em meios de cultura liquidos, quimicamente definidos,
geralmente na presenga de indutores enzimaticos e sob condi¢des controla-
das de tensdo de oxigénio, temperatura, pH, agitacao etc.

Em ambientes naturais, os fungos colonizam e crescem sobre seu subs-
trato s6lido de forma muito diferente da que ocorre em culturas submer-
sas, utilizadas na maioria dos estudos de degradacao de lignina ou celulose.
Consequentemente, essa diferen¢a nas condicdes de crescimento deve afetar
a expressdao da bateria enzimdtica que compode o sistema lignocelulolitico
dos fungos. Alguns poucos estudos na literatura descrevem a produg¢ao de
enzimas durante o crescimento dos fungos sobre madeira. Na maioria destes,
técnicas imunocitoquimicas sio utilizadas para demonstrar a localizagao das
enzimas lignoceluloliticas no substrato®.

Sethuraman et al.” demonstraram que o padrido de producio das enzi-
mas é extremamente dependente da fonte de carbono utilizada. Os autores
afirmam que Ceriporiopsis subvermispora, um fungo causador de podridao
branca da madeira e conhecido devido a sua habilidade de degradar lignina
seletivamente!®, apresentou uma baixa atividade celulolitica, mas uma alta
atividade hemicelulolitica e ligninolitica quando cultivado em meios com
glicose, celobiose e celulose Avicel ou Whatman. Considerando a atividade
celulolitica, detectou-se atividade para as endocelulases e quantidades nao
significantes de atividade para exocelulases. Esse fungo apresentou um cres-
cimento restrito sobre substratos de celulose cristalina devido a falta de um
sistema celulolitico completo, o que acarreta uma degradacdo limitada dos
componentes celuldsicos.

Como, em extratos obtidos durante a biodegradacao de Pinus radiata'!
e Eucalyptus grandis'* por esse fungo, a atividade de manganés peroxida-
ses (MnPs) é abundante, tais enzimas, produzidas em um eventual processo
operado em escala industrial, poderiam ser recuperadas por extracio dos
cavacos biodegradados previamente a polpacdo propriamente dita'? e apro-
veitadas para fins variados'*.

A semelhanca do observado para outros fungos, as MnPs produzidas por
C. subvermispora apresentam-se como multiplas isoenzimas. Tal multiplici-
dade pode implicar em diferencas nos espectros de a¢ao e nas concentracoes
de Mn** e H,0, requeridas por cada uma delas para oxidar compostos com
estruturas distintas'’.

Na sequéncia sio apresentados dados de um estudo em que C.
subvermispora foi utilizado para a producdo de enzimas a partir de cavacos
de E. grandis na presenca ou auséncia de conutrientes, glicose e milhocina'®!”.
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16.2.1.1 Producao de micélio e biodegradacéo da madeira

A produgido de micélio como inéculo é usada principalmente com fungos
que nao esporulam ou que apresentam dificuldade de esporula¢do. Nesse
caso, é requerido inicialmente o cultivo em meio sé6lido e, apds o periodo
de incubacdo, discos com didmetro definido sdo transferidos para frascos
contendo meio liquido, em reatores convencionais com aeragdo (Figura
16.3a). Apos o periodo de incubagdo, o micélio obtido é filtrado, lavado
e triturado em homogeneizadores com tempo e velocidade padronizados.
A determinacdo e calibracdo da concentracio do in6culo exigem maiores
cuidados e padronizagdes dos procedimentos, a fim de garantir a repetibi-
lidade dos experimentos. Para isso, uma amostra da suspensdo de micélio é
seca e pesada para determinag¢do da massa seca de fungo presente numa ali-
quota dessa suspensao. Uma perfeita colonizagao de cavacos pode ser obtida
usando-se uma concentrag¢io inicial de micélio igual a 500 mg por quilo de
madeira (massa seca).

Além da padronizacdo da concentragao de indculo, é fundamental empre-
gar in6culo vidvel. Para tanto, recomenda-se o cultivo em reatores com inje-
¢do de ar e com o menor nivel possivel de cisalhamento!® (Figura 16.3b).

Figura 16.3 () Biorreator agitado por pds e (b) de baixo cisalhamento com agitacdo e aeracdo por tubo em L.
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Previamente a inocula¢do de cavacos de madeira, estes devem ser manti-
dos em agua destilada por um periodo de 12 a 16 horas. Apos a drenagem
da 4gua, os cavacos terdo umidade de 60%. A operacdo de inoculagio é feita
por aspersdo, quando entdo sdo adicionados o(s) devido(s) cossubstratos e
a suspensao de micélio fungico ou, alternativamente, por inoculacio por
semente, utilizando cavacos pré-cultivados com fungo.

O cultivo em biorreatores pode ser realizado de formas diferentes; no
entanto, o que mais se recomenda para cavacos € a utiliza¢do de um sistema
aerado, utilizando-se fluxo de ar igual a 23 L/h e com agitacdo intermi-
tente, tipo tambor rotativo. Na auséncia desses reatores, podem-se utili-
zar baldes de polietileno fechados com tampa e com uma entrada para ar'’
(Figura 16.4).

Figura 16.4 Biorreator aerado com ar umidificado com cavacos de madeira, inoculado com Ceriporiopsis subvermispora.

Embora o sistema de cultivo em meio solido seja o sistema preferido para
a produgao de muitas enzimas de interesse industrial por fungos filamento-
s0s, a recuperacao dessas enzimas do substrato é um processo laborioso e
complexo, principalmente quando substratos lignoceluldsicos sdo utilizados.
Nio existe uma metodologia padrdo descrita na literatura para a recupera-
¢ao de proteinas desses substratos solidos. Isto se da porque os processos
de recuperagdo ou extracdo dependem do micro-organismo utilizado, tipo
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do substrato (natureza, tamanho de particula, porosidade etc.) e do tipo de
proteina a ser extraida. Segundo Leatham et al.?, é importante compreender
as limitacoes da extracdo de enzimas desde substratos lignocelulésicos. Os
autores afirmam que, no caso de madeira, pode-se assumir que somente as
enzimas presentes sobre as superficies hidratadas e expostas desse substrato
podem ser extraidas.

Dentre os fatores mais importantes a serem considerados na recuperagao
das enzimas a partir dos cavacos, estao a natureza da soluciao de extragio,
concentra¢do, volume e pH. Também devem ser consideradas as condi¢des
de extragdo, tais como temperatura e agitacao, e a quantidade de extracdes
feitas para recupera¢do da maior parte da atividade?*2!.

Proteinas microbianas extracelulares produzidas durante a degradacao
de madeira podem estar ligadas a membrana celular do micro-organismo,
adsorvidas na superficie da madeira ou formando agregados dentro do
limen das células da madeira, devido a natureza hidrofébica das proteinas®.
Por esse motivo, é essencial a utilizacdo de solu¢des com forgas iOnicas apro-
priadas e agentes solubilizantes de membrana para melhorar o rendimento
da recuperac¢ao enzimatica.

O numero de extragdes necessarias para maxima recuperag¢ao enzimatica
parece ser um assunto mais dificil de estabelecer, uma vez que, dependendo
da enzima, as vezes até a quarta extragao ainda é possivel detectar uma ati-
vidade significativa. Porém, apds duas extragdes consecutivas, na maioria
das vezes é possivel recuperar mais de 80% da atividade, para a maioria das
enzimas estudadas?.

As enzimas recuperadas durante a extra¢do correspondem a enzimas
extracelulares que estdo associadas ou adsorvidas ao micélio flngico e as
superficies expostas dos cavacos. Extratos preparados a partir dos cavacos
biodegradados por C. subvermispora suplementados (CN) ou nao (SN) com
conutrientes, glicose (0,5% m/m) e milhocina (0,5% m/m) foram analisa-
dos quanto a atividade de enzimas oxidativas e hidroliticas (Tabela 16.1),
confirmando o alto potencial ligninolitico e a baixa capacidade celulolitica
exibidos pelo fungo?*.

Com relagdo a atividade de MnPs, verificou-se que esta aumentou gra-
dativamente durante o periodo de biodegrada¢do, tanto na presenga quanto
na auséncia de conutrientes; na presenca de conutrientes, entretanto, a ati-
vidade de MnPs foi sempre consideravelmente superior, independentemente
do tempo de cultivo.
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Tabela 16.1 Atividades enzimdticas (Ul/Kg de madeira seca) determinadas nos extratos preparados a partir dos cavacos de E. grandis
biodegradados por C. subvermispora durante diferentes periodos, na presenca (CN) ou auséncia (SN) de conutrientes

ENZIMA 7 DIAS 14 DIAS 28 DIAS
SN (N SN N SN N
Endoglucanases 54 135 133 275 110 137
Celobio-hidrolases 0 0 0 0 0 0
B-glicosidases 9 16 15 23 87 132
Xilanases 260 402 376 541 123 252
B-xilosidases 0 0 0 0 0 0
Mananases 381 385 213 267 87 75
Lacases 10 6 2 1 6 29
Mangangs peroxidases 430 1.013 765 2.066 896 2.323
Lignina peroxidases 0 0 0 0 0 0

Apds o cultivo, podem-se avaliar os compostos aromaticos e hemepro-
teinas dos extratos com medidas de absorbancias em 280 nm?’ e 405 nm?,
respectivamente (Figura 16.5). Dessa forma, a variagao da concentragao
dos produtos de degradacdo da lignina com o tempo de cultivo pode ser
estimada através da multiplicagdo dos valores de absorbancia em 280 nm
pelos respectivos fatores de diluicio empregados nas andlises. Ressalta-se,
porém, que a adicdo de conutrientes aos cavacos de madeira previamente ao

cultivo do fungo aumenta a velocidade de biodegradacdo em cerca de 40%
(Figura 16.6).

16.2.1.2 Métodos utilizados para a limpeza e
concentracdo de proteinas extracelulares de fungos

Apesar da vantagem do uso dos materiais lignoceluldsicos para a pro-
ducio de enzimas ligninoliticas, estes sdo ricos em compostos indesejaveis
como lignina, extrativos, resinas etc., sendo este um dos problemas encon-
trados para a caracterizagao de proteinas e enzimas de fungos cultivados em
materiais lignoceluldsicos.
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As proteinas podem ligar-se a compostos fendlicos em meio aquoso atra-
vés de diferentes mecanismos, como ligagdes ionicas, pontes de hidrogénio
e interagOes hidrofébicas. O produto resultante da degradacio de ligninas é
mais hidrofébico e suscetivel a agregacao e precipitacdo da proteina. Algu-
mas caracteristicas estruturais das proteinas, como regides ricas em pro-
lina, predispéem-nas a formacao do complexo. Compostos fendlicos podem
também formar ligagoes covalentes irreversiveis com proteinas como uma
consequente oxida¢do a quinonas.

Tanto os compostos fendlicos ndo oxidados quanto as quinonas reagem
com as proteinas e inativam as enzimas ou alteram a mobilidade das molé-
culas de proteinas, em géis ou resinas. Portanto, é necessaria a remogao
dessas substancias para que o procedimento de separacdo e identificagao das
proteinas apresente um resultado sem interferéncias, devendo ser incluidos
nos procedimentos de purificacdo de proteinas métodos capazes de eliminar
compostos que prejudiquem as técnicas analiticas de determina¢ao de pro-
teinas e atividades enzimadticas e a eletroforese.

Além de interferir na quantificagdo e caracterizagao de proteinas, a pre-
senca de extrativos e derivados de lignina também interfere na determinagao
de atividades enzimdticas'’?’. Dessa forma, o desenvolvimento de métodos
adequados para a remocdo seletiva dos contaminantes presentes nos extra-
tos é uma parte importante de trabalhos que visam purificar e caracteri-
zar enzimas de interesse produzidas durante a biodegradacio de materiais
lignocelulésicos.

Um numero diferente de métodos ja foi estudado para a remocio das
substancias provenientes da madeira e que conferem uma cor marrom ao
extrato enzimatico. A extracdo de proteinas com dacido tricloro acético
(TCA), fenol, e mesmo a remogao prévia dos extrativos da madeira em agua,
foram técnicas empregadas com o objetivo de se obter preparagdes proteicas
mais limpas e com menos contaminantes. A extra¢do de cavacos em dgua
ou etanol/agua previamente a inoculagao de fungos em madeiras mostrou-se
bastante eficiente na remog¢ao de compostos aromaticos?®.

Para a remog¢do de compostos aromdticos presentes em extratos de mate-
riais lignoceluldsicos biodegradados pode-se usar também a polivinilpoli-
pirrolidona (PVPP) que tem origem na polimerizacio da vinilpirrolidona,
sendo o produto obtido formado por macromoléculas em rede. A adsorcio
de polifenois por PVPP se da através da OH do polifenol e do grupo carbo-
nila de PVPP, juntamente com a sobreposi¢ao (elétrons desemparelhados)
das interacdes polares e hidrofobicas entre o anel aromadtico do polifenol e
o anel de PVPP. Em um trabalho realizado por Magalhies?’, foram testadas
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concentracoes de PVPP entre 1,0% e 5,0%; entretanto a maxima redugao
na absorbancia a 280 nm obtida, utilizando-se 5,0% de PVPP, foi de ape-
nas 8,5%. De acordo com Toth e Pavia’®, a eficiéncia de PVPP na adsor-
¢do de compostos aromaticos é aumentada em menores valores de pH, por
haver favorecimento da formacio de pontes de hidrogénio entre adsorvente
e adsorbato.

Resinas de troca ionica também podem ser empregadas para limpeza de
extratos enzimaticos. A limpeza de extratos enzimaticos em resinas de troca
ionica tem por objetivo remover eficientemente nao s6 grande parte da cor
dos extratos, mas também compostos fendlicos, dcidos organicos e inorga-
nicos, compostos furanicos e metais, contaminantes que podem interferir
na obten¢do dos resultados da purificacdo. As resinas de troca idnica sao
constituidas por um esqueleto tridimensional ao qual se fixam os grupos
ativos. Estas permitem trocar os ions ndo desejdveis da solu¢do problema
por aqueles que se encontram saturando os grupos funcionais da resina. Um
estudo conduzido com o extrato de cultivo de C. subvermispora exemplifica
a possibilidade de extracao das MnPs em coluna empacotada com resina
trocadora de anions (DEAE Sepharose) em pH 4,8 (Figura 16.7). Sabe-se
que as MnPs produzidas por C. subvermispora apresentam pontos isoelé-
tricos (pls) que variam entre 3,2 e 4,4%". Por outro lado, os contaminantes
encontrados em extratos preparados a partir de madeira biodegradada nor-
malmente apresentam pK s em valores basicos da escala de pH?".

Toda a atividade de MnPs contida em 50 mL do extrato foi adsorvida
em 10 mL de resina, sem leva-la a indicios de saturacao (Figura 16.7a). A
Figura 16.7b mostra que a absorbancia a 280 nm foi inferior aquela encon-
trada no extrato bruto em todas as fra¢des obtidas durante o procedimento
experimental. Esse procedimento evidencia a possibilidade do emprego de
extracdo em fase so6lida como uma etapa que, além de levar a concentracao
das enzimas de interesse, minimiza a concentragdo de compostos que absor-
vem a 280 nm, mas nao tém afinidade pela resina.

O carvao ativado é um excelente adsorvente de compostos que absorvem
a 280 nm, gragas a sua alta drea superficial e a presenca de uma variedade
de grupos funcionais em sua superficie. O oxigénio é o principal atomo que
aparece na rede de carbono, presente principalmente nos grupos funcionais
carbonila, carboxila, hidroxila e enois. Esses grupos superficiais influenciam
a reatividade e as propriedades de adsor¢ao do material.

Tem-se estabelecido que a principal forma de interag¢do entre fenol e car-
vao ativado é através da ligacdo entre os elétrons do sistema 7, ou seja, 0s
elétrons 1 do anel aromatico do fenol ligam-se ao sistema 7t das camadas
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Figura 16.7 Relagdo entre a atividade de MnPs no eluato e no extrato de C. subvermispora (a) cultivado em madeira e conutrientes
(CN) e (b) entre a absorbéncia a 280 nm no eluato e no extrato CN, respectivamente efluente e afluente, durante as etapas de carrege-
mento (0 mLa 50 mL), lavagem (55 mL a 60 mL) e eluicdo (65 mL a 105 mL) da coluna empacotada com a resina DEAE Sepharose
em pH 4,8. Concentracdo de NaCl utilizada na eluicdo: 65 mL (0 M a 0,1 M), 70 mL (0,1 M), 75 mL (0,1 Ma 0,2 M), 80 mL (0,2
M), 85mL (0,2Ma0,3M),90mL(0,3M),95mL(0,3Ma0,4M)),100mL (0,4M), 105mL (0,4 Ma0,5M).

grafiticas do carvao. Essa intera¢do ocorre paralelamente ao plano basal do
carvao ativado.

A partir de estudos de adsor¢do de extratos enzimaticos com atividade de
MnP em carvao ativado ficou demonstrado que a concentra¢do necessaria
para alcancar alta eficiéncia de adsor¢dao depende do tempo de biodegradacio
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dos cavacos e da presenca ou auséncia de conutrientes durante o cultivo do
fungo. Extratos mais “limpos”, em geral, apresentam menor seletividade na
remog¢dao de compostos que absorvem em 280 nm durante a adsor¢do em
carvio ativado'’.

A seguir, serdo apresentados dados de recuperagao da atividade de MnPs
de extratos preparados a partir dos cavacos biodegradados por 7, 14 e 28
dias submetidos a adsor¢ao em carvao ativado, variando-se a concentragao
de carvdo de forma a maximizar a recuperagdo (Tabela 16.2).

Tabela 16.2 Valores percentuais de afividade de MnPs e de absordo relativa a 280 nm remanescentes nos extratos enzimdticos apés
adsorcto em concentracdes selecionadas de carvio ativado

EXTRATO  CARVAO (% M/V) ~ ATIVIDADE (%) ABSORCAO A 280 NM (%)

SN 7 dias 0,5 90,7 59,4
SN 14 dias 1,5 93,1 35,8
SN 28 dias 3,0 85,2 26,9
(N 7 dias 1,0 92,6 40,3
(N 14 dias 2,0 98,5 35,3
(N 28 dias 3,0 102,7 30,3

Cultivo em madeira na presenca (CN) ou auséncia (SN) de conutrientes.

Conforme pode ser observado, dependendo do extrato e da concentra-
¢ao de carvao ativado utilizados, foi possivel remover entre 40% e 75%
da absorcdo a 280 nm com apenas pequenas perdas na atividade de MnPs,
inferiores a 15%.

Na sequéncia, os extratos foram submetidos a recuperag¢iao das enzimas
com o auxilio da resina DEAE Sepharose em pH 4,8; que foi seguida pela
eluicio no mesmo tampao, adicionado de NaCl 0,2 M (Tabela 16.3).

Tabela 16.3 Atividade de MnPs, absorcdio relativa a 280 e a 405 nm e concentraciio de proteinas, determinados nos extratos apés o
condicionamento com carvdo ativado e resina trocadora de dnions

EXTRATO  ATIVIDADE(UI/ML) ~ ABSORCAO A 280 NM  ABSORCAO A 405 NM  PROTEINAS (MG/ML)
SN 7 dios 3,63 15,02 0,85 0,16
SN 14 dias 12,27 12,74 1,08 0,17
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EXTRATO  ATIVIDADE(UI/ML) ~ ABSORCAQ A 280 NM  ABSORCAQ A 405 NM  PROTEINAS (MG/ML)

SN 28 dias 1,81 40,55 1,50 0,22
(N 7 dias 14,39 31,80 1,89 0,35
(N 14 dias 23,50 34,30 2,69 0,24
(N 28 dias 20,02 50,35 2,43 0,39

A Tabela 16.3 mostra que, apds o condicionamento com carvao ativado
e resina trocadora de anions, as atividades de MnPs chegaram a valores de
até 23,50 UI/mL. Embora os valores de absor¢ao relativa a 280 nm tenham
sido superiores aqueles determinados nos respectivos extratos brutos, os
aumentos nos valores de atividade de MnPs (superiores a 30 vezes) foram
muito mais expressivos que os aumentos nos valores de absor¢ao relativa
a 280 nm (inferiores a 5 vezes). Apesar disso, picos de absor¢dao de luz no
comprimento de onda de 405 nm, tipicos de hemeperoxidases purificadas,
foram observados apenas nos extratos SN 14 dias, CN 14 dias e CN 28 dias
(Figura 16.8).
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Figura 16.8 Espectros de absorcdo relativa obtidos apds o condicionamento dos extratos com carvio ativado e resina trocadora de
dnions.
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O fato de os aumentos nos valores de absor¢ao relativa a 405 nm (1,9 a
4,5 vezes) terem sido muito menores que aqueles esperados com base nos
valores de atividade de MnPs (33,9 a 105,8 vezes) demonstra que o con-
dicionamento dos extratos acarreta a remo¢ao de inibidores da atividade
enzimatica. Comportamento semelhante, observado durante a extragdo de
MnPs com uma outra resina trocadora de anions (Q Sepharose), também foi
reportado por Lobos e colegas?’.

A caracterizagao do perfil de bandas proteicas e de atividade enzimatica
MnPs nos extratos secretados pelo fungo foi realizada por meio de eletrofo-
rese em gel de poliacrilamida utilizando-se sistema descontinuo®’. As bandas
de proteinas foram reveladas com nitrato de prata, apos eletroforese em
condigoes desnaturantes. A presenca de bandas com atividade de MnPs foi
detectada apos eletroforese em condi¢des ndo desnaturantes, empregando-se
amistura constituida por 1,75 mL de tampao succinato de s6dio 50 mM (pH
3,2), 1,5 mL de lactato de s6dio 50 mM, 0,5 mL de vermelho de fenol 0,1%,
0,5 mL de sulfato de manganés 1 mM, 0,25 mL de albumina bovina 1,8%,
0,25 mL de peréxido de hidrogénio 2 mM e 0,25 mL de extrato enzimatico.

Carvalho et al.'® separaram duas bandas proteicas principais, com massas
molares relativas (M, ) iguais a 46,8 = 0,6 KDa e 51,6 = 1,0 KDa, dos extra-
tos preparados a partir dos cavacos biodegradados; tanto na presenga (CN)
quanto na auséncia (SN) de conutrientes. Nos cultivos ndo suplementados,
essas duas bandas foram claramente visualizadas nos extratos obtidos ap6s
28 dias de biodegradacdo (SN 28 dias); nos suplementados, apos 14 dias
(CN 14 dias). A atividade de MnPs foi confirmada pela coloracdo dos res-
pectivos géis com vermelho de fenol em presenga de H,O, apos eletroforese
sob condi¢des nao desnaturantes, com bandas bastante difusas tendo sido
geralmente observadas (Figura 16.9).
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Figura 16.9 Espectros de absorcdo relativa obtidos apds o condicionamento dos extratos com carvdo ativado e resina trocadora de dnions.
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Para a obten¢do de bandas bem definidas e livres de artefatos, os extratos
tiveram que passar por condicionamento. Portanto, a avalia¢io do resultado
¢ dificil em virtude de haver alguma alteracio composicional nesta etapa.
Esse procedimento limita o analista a concluir que a suplementagao nutri-
cional altera o padrao das principais proteinas extracelulares produzidas
pelo fungo. Como demonstrado nos exemplos anteriores, a suplementacao
nutricional apenas acelera o desenvolvimento do micro-organismo sobre os
cavacos da madeira.

16.3 USO DE ENZIMAS OXIDATIVAS NO
BIOBRANQUEAMENTO DE POLPAS CELULOSICAS

O branqueamento é um tratamento que tem como objetivo aumentar a
alvura e limpeza de polpas celuldsicas cuja maior parte da lignina foi remo-
vida por algum tratamento. A remogao da lignina residual de polpas normal-
mente é conduzida em uma sequéncia multiestagios, com o uso de produtos
clorados, oxigénio, ozonio ou peréxido de hidrogénio, variando de acordo
com o grau de alvura desejado. As enzimas oxidativas podem ser um desses
agentes, pois, como ja descrito, agem na lignina através da formacao inicial
de um radical cationico que induz a ruptura de ligagcdes e a consequente
degrada¢dao quimica dos intermediarios formados.

A descrigao de varios fungos eficientes em degradar lignina possibilitou
os estudos de aplicagao em processos industriais, como um meio de melho-
rar a seletividade dos processos de polpacdo e de branqueamento’!. Mais
recentemente, experimentos laboratoriais de deslignifica¢do por fungos tam-
bém tém sido realizados para produ¢do de bioetanol®?33. A modificacio,
degradacdo e remocgao da lignina por fungos diminuem a recalcitrancia do
material lignocelulésico. Isso poderia ser traduzido em economia de produ-
tos quimicos de polpagdo e/ou pré-tratamento. Entretanto, como os fungos
demandam um longo tempo para causar modificacdes na estrutura do mate-
rial lignocelulésico, sdo invidveis para o uso industrial.

As enzimas oxidativas sdo de interesse para diversos processos indus-
triais de transforma¢do que envolva lignina ou outros compostos aroma-
ticos. Alguns fatores dificultam a aplicacdo de enzimas, dentre os quais os
mais importantes sdo o volume requerido de enzima e as condi¢des dos
processos, uma vez que as enzimas fungicas atuam normalmente na tem-
peratura de 30 °C a 40 °C e em pH de 3 a 5. Porém, em estudos de bio-
polpa¢do em escala laboratorial, antes de serem processados, os cavacos
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biodegradados sao lavados com um volume de liquido/sélido na razdo de
3:1 (v/p). O extrato enzimatico obtido é rico principalmente em xilanases
e Mn-peroxidases!*34, Tais enzimas sio potencialmente importantes em
biobranqueamento de polpas celulésicas, em que a lignina é removida quase
completamente apds o processo de polpacido, porém uma parte é capaz de
permanecer na polpa interferindo na qualidade do produto final®s.

16.3.1 Uso de lacases

As lacases sdo enzimas que, para degradar a lignina, necessitam pri-
meiramente oxidar mediadores que, por sua vez, atuam como agentes
oxidantes da lignina residual presente em polpas celulésicas. Na ausén-
cia de mediador, a lacase age polimerizando a lignina em vez de degra-
da-la. O primeiro mediador de lacase testado para oxidar a lignina foi o
2,2’-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid (ABTS). O uso de
ABTS nio tem utilidade pratica por ser um composto toxico e de custo
incompativel com os processos de deslignificacio. Muitos estudos ja foram
realizados em busca de outros mediadores eficientes na degradacdo de lig-
nina, menos toxicos e de baixo custo. Um mediador redox ideal deve ser um
bom substrato para lacase, suas formas oxidadas e reduzidas devem ser esta-
veis durante o ciclo redox do mediador, desempenhando, dessa forma, mui-
tos ciclos de reagdao sem sua degradagao®®. O 1-hidroxibenzotriazol (HBT) é
um mediador bastante eficiente para os processos de deslignificagao, embora
apresente custo elevado. Metabdlitos fungicos como o acido 3-hidroxian-
tranilico’” e compostos derivados de lignina, principalmente compostos
fendlicos®®, também ja foram testados, porém nao apresentaram a mesma
eficiéncia do HBT***°. Como a a¢ao da enzima é essencialmente oxidativa,
e ndo de mineralizacdo completa da lignina, o tratamento requer uma etapa
subsequente de extracdo alcalina para remover a lignina oxidada, de forma
muito similar ao que se observa nos sistemas de branqueamento quimico.

As condicdes de tratamento com lacase requerem um pH entre 4,5 a 6,0, ¢
a temperatura nao ultrapassa os 50 °C. Os niveis de utilizacdo da enzima em
geral sdo elevados. Trabalhos recentes mostram niveis de producdo de lacase
tao elevados quanto 740 U/mL*'. Assim, é importante definir o melhor ponto
de aplicagdo da lacase no processo de branqueamento, a fim de manter a
maior eficiéncia catalitica e diminuir a carga empregada no branqueamento.
A melhor performance da lacase tem sido obtida com polpas tratadas com
oxigénio (kraft/O,), e ndo com as polpas marrons saidas do reator principal.
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No entanto, isso parece depender claramente do tipo de polpa empregado, e
seria necessario avaliar essa questdo para cada caso que se faca necessdrio.

Call e Muncke*® otimizaram as cargas de enzimas, mediador, pH e tem-
peratura de reagdo obtendo 57% de deslignificagdo da polpa celulésica,
medido pelo nimero kappa. Em uma etapa subsequente, a condi¢ao otimi-
zada do branqueamento foi avaliada em uma planta piloto, e o resultado
de deslignificacdo foi confirmado. Como consequéncia, a alvura da polpa
aumentou de 38% para 55% ISO. Com uma etapa de branqueamento pos-
terior utilizando o peréxido de hidrogénio, a alvura final atingiu o valor de
76,5% 1SO.

Esse nao foi o unico ensaio de tratamento de polpas com lacase em escala
piloto. Ibarra e colegas** usaram sequéncias de branqueamento combinando
oxigénio, lacase e peroxido de hidrogénio e observaram que nas sequéncias
com lacase as polpas finais resultaram em menor nimero kappa do que as
obtidas nas sequéncias sem lacase. A alvura das polpas em questio foi pro-
porcional a remogao de kappa, sendo 91,2% ISO na sequéncia que incluia
lacase contra 87,9% no controle.

O elevado custo dos mediadores tem sido o maior entrave no emprego de
branqueamento com lacases. Camarero et al.*3 avaliaram o uso de mediado-
res alternativos, por exemplo, os compostos nitrogenados frequentemente
usados na industria de alimentos, assim como compostos fendlicos correla-
cionados com subestruturas de lignina. A acetosiringona destacou-se entre
os mediadores, tanto para a reducao de kappa quanto para a elevacdo da
alvura da polpa; entretanto, comparado ao HBT, os mediadores testados
foram menos eficientes.

A demanda por mediadores é da ordem de 10 Kg/t de polpa. Contudo, o
uso de fenois derivados da lignina ou misturas de licor kraft poderiam ser
utilizados. Compostos fendlicos gerados a partir da degradagao de substra-
tos lignoceluldsicos por fungos tém sido usados como modelos de mediado-
res de lacase para descoloragao de corantes reativos?®.

Outro aspecto relevante nos estudos de branqueamento com lacases é que,
dependendo da origem da lacase, obtém-se diferencas de deslignificagao’”.

16.3.2 Uso de MnP

O uso de MnP no branqueamento de polpas promove altos niveis de
deslignificacao e de alvura, mas requer a presenca de varios coadjuvan-
tes no meio reacional. Para a MnP atuar é necessdria a preseng¢a de um
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acido organico como lactico, oxdlico ou malénico, MnSO,, Tween 60 ou
outra mistura surfactante rica em acido graxo poli-insaturado e H,0,. Este
ultimo deve ser adicionado preferencialmente de forma continua ao longo
da reacao.

Os estudos de branqueamento com MnP purificada de Phanerochaete
sordida em polpas celulésicas com kappa inicial de 17 e alvura de 31,8%
resultou apds uma extragao alcalina em uma polpa com kappa 11 e alvura
de 44%. Ao se repetir essa sequéncia MnP/alcali por seis vezes obteve-se
uma polpa com 75% de alvura. Esse ensaio foi obtido com elevadas car-
gas de enzima (100 Ul/g de polpa) por um tempo prolongado de 24 horas.
A presenga de dcidos graxos insaturados, sulfato de manganés e peroxido
de hidrogénio foi fundamental para alcangar o resultado positivo de bran-
queamento. O efeito branqueador da MnP estd relacionado a reagdes de
peroxidacdo de lipideos, que, ao gerar radicais organoperoxila, atuam na
degradagao da lignina'.

O uso de MnP imobilizada proporcionou a geracao de Mn?* ou radicais
organoperoxila quando uma solugao contendo MnSO,, H,0,, dcido malo-
nico e Tween 80 foi passada pela coluna de imobilizacdo. A reagdo enzima-
tica foi conduzida a 40 °C e os produtos da reacdo foram eluidos e trans-
feridos para o reator de branqueamento a 70 °C. A alvura da polpa obtida
alcancou 88% apos sete ciclos de branqueamento enzimaticos seguidos de
extracdo alcalina*.

Um estudo de branqueamento de polpas em um reator de quatro litros
com a sequéncia composta por MnP/quelante/peroxido de hidrogénio alca-
lino e carga de enzima de 20 U/g de polpa resultou numa polpa com 86%
de alvura em relacdo ao controle de 80%, cujas propriedades mecanicas nio
foram alteradas.

Um fator que afeta a eficiéncia da MnP ¢é o tipo de quelante usado para
os ions Mn . Feijoo et al.** avaliaram diversos quelantes durante o teste de
branqueamento com MnP e definiram que o oxalato foi o quelante que deu
melhor resultado. Todo o processo requereu a otimizag¢do da concentragao
de MnSO, e H,0,, com resultado da ordem de 30 pM a 50 pM e 40 uM a
50 uM, respectivamente. A adi¢ao do peroxido de hidrogénio foi feita com
pulsos de cinco minutos a partir da dilui¢io de uma solucio estoque de
maior concentracdo. O branqueamento com enzima e perdxido produziu
uma polpa com 83% de alvura, e no controle, sem enzima, a alvura foi bem
menor (77%).
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16.3.3 Uso de LiP

A enzima lignina peroxidase tem sido muito menos avaliada em estudos de
biobranqueamento de polpas kraft do que as lacases e as MnPs. Isso se deve
ao fato de a enzima LiP ser produzida por poucos micro-organismos e ser
secretada somente em condi¢bes de cultivo bastante especiais, principalmente
em decorréncia da limita¢do de carbono ou nitrogénio nos meios de cultura®.
Em geral, os estudos de branqueamento realizados com LiP utilizaram extra-
tos brutos de cultivo, ou seja, nestes extratos hd outras enzimas. Esse fato
dificulta muito o discernimento de quais sdo os agentes envolvidos no bio-
branqueamento. Um branqueamento enzimatico de polpa kraft de eucalipto
realizado com uma mistura de LiP, MnP e celobiose desidrogenase mostrou-
-se vantajoso para reduzir o numero kappa em relagdo a um branquemento
ao controle utilizando apenas alcali*. O uso de misturas de enzimas é uma
condicdo bastante favoravel para o branqueamento de polpas devido a ocor-
réncia de um efeito sinérgico, conforme reportado por Antonopoulus et al.¥’,
para a mistura de peroxidases e xilanases. Esse preparado enzimatico atuou
em condi¢do levemente alcalina (pH 7,6) e ocasionou uma reducdo de 2,8
pontos no numero kappa de polpas, com kappa inicial de 11,7.

A producio de LiP em fermentadores é expressivamente menos eficiente
do que lacase e MnP, e isso limita muito a aplicagdo dessa enzima em proces-
sos de biobranqueamento. De fato, a diferen¢a de produtividade é da ordem
de mil vezes menos para a LiP, visto que essa enzima ¢é frequentemente pro-
duzida e expressa em unidades por litro (UI/L), enquanto os valores de ati-
vidades obtidos com lacases e MnPs sao expressos em Ul/mL.

16.4 PlglNciplos BASICOS DO TRATAMENTO
ENZIMATICO DE POLPAS

16.4.1 Procedimento de recuperacao de enzimas
de cavacos de madeira biotratados

Micro-organismo, preparo do inéculo e biodegradacdo da madeira

Ceriporiopsis subvermispora deve ser mantido em agar extrato de malte a
4 °C, e das placas retira-se 20 discos com didmetro de 8 mm para inoculagao
em frascos Erlenmeyer de 2 L contendo 200 mL de meio a base de extrato
de batata-dextrose (2,4%) e de extrato de levedura (0,7%). Apos 12 dias
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de incubacgio estdtica a 27 °C, o micélio obtido deve ser filtrado, lavado e
macerado com 4gua esterilizada.

Biorreatores de polietileno com capacidade de 20 L sdo preenchidos com
2 Kg de cavacos de eucalipto (massa seca) e mantidos imersos em agua por
um periodo de 12 horas. Apds drenagem e esterilizagao a 121 °C por 15
minutos, os biorreatores podem ser inoculados com uma aliquota da suspen-
sao de micélio obtida da maneira descrita no paragrafo anterior, de forma
a se obter uma concentracio inicial de micélio igual a 500 mg por quilo de
madeira (massa seca), podendo ser suplementados ou nio com conutrientes,
glicose (0,5% m/m) e milhocina (0,5% m/m). Os biorreatores inoculados
necessitam ser agitados para homogeneiza¢dao de seu conteudo e incubados
a 27 °C por 28 dias, utilizando-se fluxo de ar igual a 23 L/h.

Preparo dos extratos enzimdticos

Para a obtencdo dos extratos enzimdticos, o contetido do biorreator
(micélio e cavacos) é entao transferido, em fracoes de 200 g, para frascos
Erlenmeyer de 2 L contendo 500 mL do tampao de extrag¢do (acetato de
sodio 50 mM, pH 5,5, adicionado de 0,01% de Tween 60) e mantido sob
agitacao de 120 rpm a 10 °C por um periodo de 4 horas. Os extratos enzi-
maticos assim obtidos passam pela etapa de centrifugacao a 3.400 g por 15
minutos, para a remog¢ao de materiais particulados.

Experimento de remocdo de contaminantes e concentracéo das enzimas

A remog¢do de contaminantes é normalmente conduzida em frascos Erlen-
meyer de 1 L contendo 500 mL de extrato e 2% de carvdo ativado sob agi-
tagao por 30 minutos, seguida de filtracao em papel de filtro quantitativo.

Apbs a adsorgdo em carvio ativado, o pH dos extratos é ajustado para
4,8 com acido acético 2 M, sendo posteriormente carregados em coluna
(10,2 x 0,98 cm) empacotada com a resina DEAE Sepharose CL 6B. Previa-
mente ao carregamento dos extratos, a coluna necessita ser equilibrada com
tampao acetato de s6dio 50 mM (pH 4,8), sendo as operacoes de carrega-
mento, lavagem e eluicio operadas a 0,50 a 0,75 mL/min. Para a lavagem
da coluna, emprega-se um tampao de equilibrio, e para a elui¢ao, NaCl 0,2
M preparado no mesmo tampao.
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Determinacéo das atividades enzimdticas

As atividades enzimaticas, expressas em UI/Kg de madeira ou Ul/mL de
extrato, podem ser feitas utilizando as seguintes metodologias:

Para a atividade de lacases é feito o acompanhamento da oxidagdo de
ABTS (e,,,, . igual a 36.000 M cm™). A mistura reacional contém 0,1 mL
de ABTS 1 mM, 0,3 mL de tampao citrato-fosfato 75 mM (pH 5,0), 0,1 mL
de dgua deionizada e 0,5 mL de extrato enzimadtico.

A atividade de manganés peroxidases é determinada acompanhando-se
a oxidagao de vermelho de fenol (g, , igual a 22.000 M cm™). A mistura
reacional contém 1,75 mL de tampao succinato de s6dio 50 mM (pH 3,2),
1,5 mL de lactato de s6édio 50 mM, 0,5 mL de vermelho de fenol 0,1%, 0,5
mL de sulfato de manganés 1 mM, 0,25 mL de albumina bovina 1,8%, 0,25
mL de peréxido de hidrogénio 2 mM e 0,25 mL de extrato enzimdtico. Apos
o inicio da rea¢ado, fracoes de 1 mL sao retiradas do tubo contendo a mistura
reacional a cada 1 minuto e transferidas para cubetas contendo 65 uL de
hidroxido de s6dio 6,5 M, previamente a leitura da absorbancia.

A atividade de lignina peroxidases é determinada acompanhando-se a
oxidacdo de Azure B. A mistura reacional contém 0,1 mL de Azure B 320
pM, 0,5 mL de tampdo succinato de sédio 50 mM (pH 4,5), 0,2 mL de per6-
xido de hidrogénio 2 mM e 0,2 mL de extrato enzimatico.

16.4.2 Tratamento enzimatico de polpas celulésicas

Preparo da polpa

Para se obter uma boa eficiéncia no tratamento enzimatico de polpas
celulésicas é necessario que a matéria-prima tenha sido submetida a um
pré-tratamento para que parte da lignina e hemicelulose seja removida, pre-
servando ao maximo a celulose. Em geral, as polpas passam por tratamentos
alcalinos ou acidos visando alcangar esse objetivo. Dependendo da compo-
sicao quimica da polpa é feita a escolha da(s) enzima(s) para o tratamento
enzimdatico. Conhecendo-se as atividades das enzimas estudadas (Tabela
16.1), é possivel calcular a carga enzimatica que deve ser aplicada no trata-
mento. As condi¢des operacionais de temperatura, pH e tempo vao depender
das propriedades da enzima utilizada.
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Condig¢ées de tratamento enzimdtico da polpa

O tratamento com o extrato enzimatico ¢ normalmente feito empregando
duas unidades de atividade por grama de massa seca de polpa e 1,5 g de
polpa (massa seca) na consisténcia de 10%. A consisténcia é determinada
pela relacio massa seca/massa umida, sendo expressa em porcentagem
(Equagdo 16.1). A polpa é pesada e é determinada a massa umida. Para atin-
gir a consisténcia desejada (10%), adiciona-se um volume de dgua e enzimas
a massa seca. O pH da polpa deve ser ajustado de acordo com o experi-
mento, trabalhando-se geralmente em pH entre 4 e 7 para enzimas deriva-
das de fungos, temperatura de 50 °C e tempo de 2 a 12 horas. A mistura de
enzima e polpa é mantida em sacos de polietileno, vedados com seladora e
devidamente incubados em banho com temperatura controlada.

(Equacido 16.1)

agua adicionada (ml) = polpa (massa seca) — polpa (massa umida) — enzima (mL)
consisténcia

Apoés os tratamentos das polpas com o extrato contendo a atividade
oxidativa, estas precisam ser submetidas a uma extra¢do alcalina. Normal-
mente, utilizam-se 4% de NaOH, a 70 °C, durante 60 minutos. Depois dessa
etapa sdo realizadas as analises das polpas, empregando no minimo os testes
de viscosidade e nimero kappa.

O numero kappa representa o grau de deslignificagio de uma polpa de
celulose e ¢ definido como o nimero de mililitros de uma solu¢do de KMnO,
0,1 N consumido por um grama de polpa seca. Os resultados sdo corrigidos
para dar um consumo de 50% de KMnO, em contato com as amostras. As
polpas, entre 0,30 g e 0,35 g (massa seca), sao suspensas em 10 ml de dgua
destilada e transferidas com 140 ml de dgua destilada para um Erlenmeyer
de 300 ml, o qual necessita ser mantido a 25 °C sob agitacdo. Para polpas
de celulose com baixos teores de lignina, com um nimero kappa entre 2,5
e 35, pipetam-se 25 mL de KMnO, 0,1000 +/- 0,0005 N em um Erlenmeyer
de 125 mL, e adicionam-se 25 mL de H,SO, 4,0 N. Essa solugdo ¢ entdao
misturada quantitativamente a polpa para reagir por 10 minutos, sendo a
reacdo em seguida interrompida pela adi¢do de 5,0 mL de KI 1,0 M. Todo
o residual da solucdo de permanganato deve ser lavado com 50 mL de dgua
destilada e vertido no frasco contendo a polpa. O iodo livre presente na
suspensdo ¢ que vai ser titulado com tiossulfato de sodio (Na,S,0,) 0,1000
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+/- 0,0005 N até a solucdo ficar amarelo-clara. Em seguida, sdo adicionadas
duas gotas de solucdo de amido, e a titulagdo é conduzida até a viragem da
cor azul para a branca. Um controle sem a polpa deve ser preparado para
que o volume de Na,SO, consumido pelo branco seja usado na equagao de
determina¢ao do numero kappa (Equacdo 16.2).

(Equagao 16.2) n°kappa = (P x f)/w x [1 + 0,013 (25 -T)
P = [(b-a)]/0,1 f=0,0084P + 0,895

em que P é o volume de KMnO4 que reagiu (mL); a é o volume de
Na,S,0, gasto na titulagdo da amostra (mL); b é o volume de Na,§,0, gasto
na titulacdo do branco (mL); f é o fator de correcido para um consumo de
50% de permanganato de potdssio, determinado para cada P; N é a nor-
malidade da solugdo de Na,§,0,; T ¢ a temperatura de analise (°C); e w é a
massa da polpa seca (g).

A viscosidade é determinada pesando exatamente 0,125 g em um frasco,
seguido da adi¢dao de 25 mL de uma solugao de etilenodiamina cuiprica 0,5
M. Apés agitagdo de 10 minutos com uma barra magnética a mistura é
transferida para a pipeta de Fesnske-Oswald, previamente aferida com 6leo
padrdo e usada dentro dos limites de viscosidade apropriados. O tempo de
escoamento é cronometrado, podendo assim a viscosidade da polpa de celu-
lose ser determinada de acordo com a Equag¢do 16.3.

(Equagao 16.3) V (cp) =k xtxd

em que V ¢ a viscosidade da solugdo (cP); k ¢ a constante do viscosimetro
(cP.sh.gl.cm?®); t € o tempo de escoamento (s); d é a densidade da solucao de
celulose a 25 °C - 1,052 g.cm™

A eficiéncia de deslignificacdo e a seletividade do processo de branquea-
mento sao determinadas através das seguintes relacoes:

(Equagao 16.4)

% Eficiéncia de deslignificacdo = n° kappa inicial — n°® kappa final
n° kappa inicial

(Equagao 16.5) Seletividade = eficiéncia de deslignifica¢ao
% de redu¢do da viscosidade da polpa
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As polpas tratadas com as enzimas de C. subvermispora em geral apresen-
tam aumento da viscosidade em relagdo ao controle. O aumento da viscosi-
dade é uma propriedade desejavel, pois se relaciona com o grau de polime-
rizagdo da celulose e, indiretamente, com a resisténcia do papel. O aumento
da viscosidade apds o branqueamento é observado pela a¢do enzimadtica nas
xilanas e lignina da superficie das fibras, enriquecendo a polpa em celulose.
Dessa forma, o grau de polimerizac¢ao final da polpa é aumentado.

O numero kappa das polpas é reduzido em até 10% apds o tra-
tamento com extratos quando se utiliza a carga de 2 Ul/g de manganés
peroxidase, com 3 horas de reagdo. A perda da lignina apds o tratamento
enzimdtico tem sido atribuida a redu¢do dos complexos de lignina-carboi-
drato. Ocorrem também mudancas morfologicas na superficie das fibras,
como fendas, filamentos e desfibramento devido ao tratamento enzimatico.
Essas fendas facilitam a difusdo das macromoléculas de lignina degradada
da parede das fibras, proporcionando uma diminui¢do mais acentuada do
numero kappa das polpas branqueadas.

O extrato enzimatico de C. subvermispora apresenta um efeito biobran-
queador significativo e mostra-se bastante seletivo, em razdo da composi¢ao
de seu complexo enzimatico compreender as lacases, as MnPs, o complexo
xilanolitico completo e um pouco eficiente complexo celulolitico.

16.5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Fungos de degradag¢ao branca sdo os principais decompositores dos mate-
riais lignocelul6sicos, e alguns deles podem ter um impacto importante na
inddstria que visa ao processamento de materiais lignocelulésicos. Alguns
exemplos mostram que espécies dessa classe de fungos inoculadas sobre
polpa celuldsica nio branqueada causam o aumento da alvura e a diminui-
¢ao do numero kappa dessa polpa*®. Outro exemplo importante da aplica¢ao
biotecnologica de fungos de degradacdo branca refere-se a biopolpagao de
cavacos de Eucaliptus com C. subvermispora. Os resultados mostram uma
reducdo de até 40% no consumo de energia durante a polpacdo termome-
canica®*. Mais recentemente, a combina¢ao de um pré-tratamento bioldgico
de palha de trigo com Irpex lacteus e Poria subvermispora seguido de uma
extragao alcalina aumentou significativamente a acessibilidade enzimatica a
celulose e a produgdo de etanol a partir da glicose formada?3.

Obviamente, o tratamento de materiais lignoceluldsicos com fungos estd
muito distante dos propésitos industriais, por apresentarem longos tempos
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de incubagio e o inevitavel consumo de polissacarideos. Esse tem sido um
problema que pode ser resolvido com o emprego direto das enzimas produ-
zidas por esses fungos. Entretanto, o emprego de enzimas oxidativas nes-
ses processos ainda estd limitado a elevada demanda, mas esse aspecto ndo
parece ser critico, pois em curto espaco de tempo haverd a possibilidade da
producdo comercial dessas enzimas a partir de organismos recombinantes.
Por exemplo, um trabalho ndo muito recente mostrou que é vidvel a secre-
¢do de MnP por uma levedura transformada geneticamente, que foi capaz
de produzir niveis de MnP da ordem de 2,5 U/mL em cultivos submersos em
fermentador®. A enzima produzida foi parcialmente purificada e também se
mostrou efetiva para a deslignificacdo de polpas kraft.
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