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RESUMO

FERRAZ, A. Aspectos tecnolgicos e bases mecanisticas do processo de biopolpacio.
2010. 109 1. Tese de Livre-docéncia, Departamento de Biotecnologia, Escola de Engenharia
de Lorena, Universidade de Sao Paulo, 2010.

O tema da presente tese ¢ a biodegrada¢iio da madeira e sua aplicagio no processo
tecnologico da biopolpagdo. A vasta literatura disponivel dentro desse tema indica que a
biopolpagédo ¢ uma tecnologia promissora, pois permite a economia de energia em processos
industriais destinados & produgéio de celulose e papel. Por outro lado, os estudos que visem
entender os mecanismos quimicos e bioquimicos envolvidos na biopolpagio se mostram
fundamentais para direcionar os esforgos de selegio de fungos mais apropriados para o
processo, ou mesmo levar a proposicio de sistemas biomiméticos que simulem a etapa de pré-
tratamento biologico. Nesse contexto, a presente tese relata uma série de trabalhos que tem
como objetivo principal avancar no desenvolvimento tecnoldgico e na geracdo de
conhecimento associados ao processo de biopolpagdo. Os dados apresentados se referem ao
uso do fungo de decomposicio branca Ceriporiopsis subvermispora em ensaios de
biodegradagfio da madeira que cobrem desde a escala de bancada até a escala pré-industrial,
onde pilhas de 50 ton de cavacos foram biotratadas. A madeira biotratda foi submetida a
processos subsequentes de polpagfio termomecénica ou quimiotermomecénica, além de ter
sido caracterizada por uma série de técnicas analiticas visando determinar a composicio
quimica e as caracteristicas estruturais dos componentes da madeira biotratada. A secregio de
enzimas e outros metabdlistos extracelulares foi monitorada durante o biotratamento a fim de
verificar os mecanismos bioquimicos envolvidos no processo degradativo. Os dados
indicaram que a biopolpacéo ¢ factivel em escala industrial e os beneficios obtidos a partir do
biotratamento da madeira podem ser economicamente atraentes dependendo dos custos
operacionais e dos custos de energia elétrica envolvidos nas etapas de biotratamento e
polpagdio. Nos estudos envolvendo os mecanismos quimicos que poderiam explicar a
biodegradacdo da madeira pelo fungo em questdo foi demonstrado que a lignina ¢
preferencialmente degradada enquanto a celulose € mantida praticamente intacta nos estagios
iniciais da biodegradacdo. A lignina residual presente na madeira biotratada sofre
despolimerizagdo intensiva o que se mostrou uma consequéncia de degradagio da
macromolécula a partir da quebra de ligagGes aril-éter e Ca-Cp. A principal enzima oxidativa
responsavel por essa via de degradag@io foi a Manganés peroxidase que para atuar mostrou
dependéncia pela presenca de acidos graxos insaturados que sio peroxidados pela enzima. A
peroxidacéio dos 4cidos graxos deve levar a formagio de radicais organo-peroxila ou mesmo
radicias acila que por sua vez sdo os efetivos agentes de degradagio da lignina. Por outro lado
a celulose residual da madeira biotratda mostra-se com mesmas caracteristicas de massa
molar at¢ cerca de 30 dias de biotratamento. Em perfodos mais longos de biodegradagiio, esse
polissacarideo passa a apresentar massa molar progressivamente menor, porém nio foi
eficientemente assimilado pelo fungo, uma vez que predomina o acimulo de oligbmeros de
celulose na madeira biotratada. Esse perfil de degradacdo de celulose se mostrou compativel
com a secrecio de endo-celulases e a inexisténcia de celobiohidrolases no complexo
celulolitico do fungo.

PALAVRAS-CHAVE: Biopolpagio. Ceriporiopsis subvermispora. Manganés Peroxidase.
Peroxidagfio de lipideos. Polpacio mecénica.



ABSTRACT

FERRAZ, A. Technological and mechanistic basis of fungal biopulping. 2010. 109 p. Tese
de Livre-docéncia, Departamento de Biotecnologia, Escola de Engenharia de Iorena,
Universidade de Sdo Pauio, 2010.

The subject of the present thesis is the wood biodegradation and its application in the
technological process named biopulping. The current literature related to this subject indicates
that biopulping is a promising technology, since energy savings are obtained in the industrial
process used to produce pulp and paper. On the other hand, the studies related to the chemical
and biochemical mechanisms explaining biopulping benefits are relevant, since they could
help on further fungal screening projects or even could be the basis for the proposal of new
biomimetic systems used to simulate the wood biodegradation step. Taking this context, the
present thesis describes a series of articles focused on the development of the biopulping
technology as well as on their fundamentals. Data presented were restricted to the action of
the white-rot fungus Ceriporiopsis subvermispora used in biodegradation assays performed
from laboratory scale up to a pre-industrial level, where 50 ton chip piles were biotreated.
Biotreated wood as used in subsequent pulping experiments based on themomechanical and
chemithermomechanical processes. Biotreated wood was also characterized by a series of
analytical techniques aiming to determine their chemical composition as well as the structural
characteristics of the residual wood components. Enzyme secretion during the biotreatment
was also evaluated in order to study the biochemical mechanisms involved in the
biodegradation step. The data obtained indicated that the biopulping process is feasible on an
industrial scale and the economical benefits of the process would depend on the wood
biotreatment costs and the costs of electrical energy. The studies performed to evaluate the
chemical mechanisms explaining wood transformations during biopulping showed that lignin
is selectively degraded, while cellnlose is maintained almost intact during the initial stages of
wood biotreatment. The residual lignin in wood was heavily depolymerized. The main
reaction routes involved aryl-ether and Co-CP cleavage. The main oxidative enzyme secreted
by the fungus during wood biotreatment was manganese peroxidase. The enzyme was
responsible for the lignin degradation but the reactions seem to depend on the presence of
unsaturated fatty acids that were peroxidized by the enzyme. Unsaturated fatty acids
peroxidation gives rise to the formation of organoperoxyl or even acyl radicals that are
efficient lignin degraders. On the other hand, residual cellulose showed to maintain its
macromolecular characteristics up to 30 days of wood biotreatment. Longer biotreatment
periods caused a progressive decrease in the molar mass of this polymer. However, released
cellulose olygomers accumulated in the system resulting in low glucan loss values up to 90
days of biodegradation. This cellulose degradation mechanism was compatible with the
secretion of a cellulolytic complex by the fungus that contained endocellulases but was poor
in cellobiohydrolases.

KEYWORDS: Biopulping. Ceriporiopsis subvermispora. Manganese Peroxidase. Lipid
peroxidation. Mechanical pulping.
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1 Introdugiio

O tema da presente tese € a biodegradacio da madeira e sua aplicagfio no processo
tecnolégico da biopolpagdo. Trata-se de um tema com significativa relevéncia académica e
tecnologica. Do ponto de vista académico, ¢ relevante entender os mecanismos de
biodegradagdo da madeira e dos lignoceluldsicos em geral, uma vez que esse processo
constitui um importante ciclo do carbono na natureza. Ja do ponto de vista tecnolédgico, a
biodegradacdo da madeira, sob condi¢des controladas € com fungos pré-selecionados, tem
demonstrado grande éxito como um pré-tratamentc aos processos de polpacfo. Essa
combinagfio de processos tem sido denominada de biopolpacdo. De forma geral, pode-se
afirmar que o uso de cavacos biotratados permite reduzir significativamente o consumo de
energia elétrica nos processos de polpagdo mecdnica. No caso da polpagdo quimica, os
cavacos biotratados demandam condi¢Ges mais amenas de cozimento que aquelas usualmente
empregadas nos processos tradicionais.

Um grande esforco de pesquisa ¢ desenvolvimento envolvendo o processo de
biopolpacio tem sido realizado em vérios paises do mundo, culminando na avaliagio
industrial dessa tecnologia nos tltimos anos. No entanto, as bases quimicas e bioquimicas do
processo ainda ndo sdo completamente conhecidas. Em geral, os beneficios do pré-tratamento
da madeira com fungos de decomposicdo branca sdo obtidos j& nos estdgios inicias de
biodegradagdo, quando as perdas de massa da madeira ainda nfo ultrapassaram 5%. Com
biotratamentos tdo curtos quanto uma semana, os cavacos de madeira ja se apresentam mais
frageis e podem ser rompidos facilmente no sentido das fibras. Esse efeito de amolecimento
foi, de fato, a base para as propostas inicias do processo de biopolpacdo. Por outro lado,
muitas questdes sobre os fundamentos moleculares desse “amolecimento” dos cavacos ainda

permanecem sem resposta. Entre essas questdes podemos listar as que seguem:



- Quais sdo as modificagdes quimicas sofridas pela madeira que explicariam o efeito de
“amolecimento™?

- Quais sfio os agentes bioquimicos envolvidos?

- Existiria um tinico fator responsavel pelos beneficios da biopolpagio?

As respostas a essas questdes podem levar ao entendimento e, por consequéncia, ao
melhor desenvolvimento e otimizago desse processo biotecnologico. Nesse contexto, a tese
de livre-docéncia aqui apresentada envolve uma série de estudos abrangendo os aspectos
tecnoldgicos e as bases mecanisticas da biopolpagio. O texto foi organizado a partir de uma
revisdo bibliografica sobre o tema, seguida de uma andlise critica de trabalhos previamente
publicados pelo autor. A sele¢do dos trabalhos em questdo buscou mostrar a contribuicfio do
grupo de pesquisas coordenado pelo autor na obtengdo de respostas as questdes anteriormente

apresentadas.

2 Revisido bibliografica

A vasta literatura relativa 4 biodegradagio da madeira e suas aplicagdes tecnoldgicas
pode ser dividida em 2 tdpicos. Um relativo ao que esta estabelecido quanto & aplicabilidade
do processo de biodegradagio como auxiliar em processos tecnolégicos de polpagéio mecénica
ou quimica. O outro topico refere-se ao modo de a¢fio dos fungos decompositores de madeira.
De fato, hoje h4 modelos que podem explicar a decomposi¢fio da madeira como resultado da
acdo de enzimas extracelulares e de metabdlitos de baixa massa molar, também extracelulares.
No entanto, pouco se sabe sobre quais alteragdes provocadas pelos fungos sio importantes
para o beneficio maximo na biopolpaciio e também quais sdo exatamente 0s agentes
causadores dessas alteragdes. Essas questdes t€m origem na dificil abordagem experimental
necessaria para o estudo da biodegradagio da madeira. Muito do que estd estabelecido

atualmente sobre a biodegradago da lignina tem origem em resultados obtidos em sistemas



modelos, muitos deles referentes ao cultivo de fungos em meio liquido atuando sobre
compostos modelos de lignina. Também, boa parte do que estd estabelecido quanto a
decomposi¢do de polissacarideos provém de resultados experimentais obtidos com
Ascomicetos que ndo sdo os principais organismos envolvidos na decomposicdo natural da
madeira, nem os que tém encontrado aplica¢fio tecnoldgica para o processo.

Com o intuito de rever o atual "estado da arte” relativo a biodegradacdo da madeira e
sua aplicacfio em processos de biopolpagfo, apresenta-se a seguir uma descri¢do dos modelos
atualmente utilizados para descrever a agéo de fungos decompositores da madeira, suas
limitag8es e as aplicagdes da biodegradacdio como um processo auxiliar aos processos de
polpacdo. A revisdo bibliografica apresentada é concomitantemente comentada a fim de
diagnosticar os pontos que merecem esforco experimental adicional, podendo assim contribuir
com o entendimento da biodegradacfio da madeira e consequentemente com sua aplicagfo no

processo de biopolpacéo.

2.1 Biodegradacio da madeira

Os organismos mais efetivos na biodegradagdo de madeira na natureza sao os fungos
de decomposi¢do branca, que degradam todos os componentes da madeira e os de
decomposigéo parda, que degradam principalmente os polissacarideos. Ha ainda um grupo de
fungos classificados como de decomposigéio branda que degradam lignina e polissacarideos,
porém em velocidades muito baixas (Kirk ¢ Cullen, 1998). Os fungos de decomposic¢éo
branca sdo aqueles que encontram aplicagfio nos processos de biopolpaco, pois sfo os Gnicos
a degradar lignina de forma eficiente (Akhtar et al., 1998; Ferraz et al.,, 2008). A
biodegradacfio de madeira por esses fungos € atribuida a acfio de uma série de enzimas e
compostos de baixa massa molar extracelulares. A degradagfo ocorre necessariamente de

forma extracelular, uma vez que os componentes da madeira devem ser inicialmente



despolimerizados até compostos menores que sdo susceptiveis ao metabolismo intracelular
dos fungos envolvidos.

Em termos microscopicos, observa-se que os fungos invadem a madeira através do
limem das células. As hifas ai instaladas produzem uma grande diversidade de metabdlitos
extracelulares que entdo atuam degradando a parede celular vegetal. E possivel ainda
diferenciar dois modos principais de degradagdo da célula vegetal por fungos de
decomposi¢@o branca. O primeiro envolve uma “escamacgfo” progressiva da parede celular no
sentido ltmem-lamela média, levando a diminui¢fo progressiva e irregular da espessura da
parede celular (Fig. 1). O outro modo de degradagiio, que tem sido observado em fungos
seletivos para a degradagio de lignina, envolve a remocfio de lignina e polioses sem a
simultinea erosfio da parede celular vegetal. Nesses casos, a parede celular, apesar de
degradada, mantém sua forma original (Fig. 2). Os mecanismos distintos de degradacio
envolvidos em cada caso tém sido objeto de muitos estudos e um aspecto a ser considerado ¢
o modo de agfio das enzimas extracelulares sobre o complexo lignoceluldsico.

Vérios trabalhos tém demonstrado que enzimas lignoceluloliticas nfo penetram na
parede celular vegetal intacta (Srebotnik et al., 1988; Flounoy et al., 1993; Blanchette et al.,
1997). Com isso, a degradagio enzimdtica dos componentes da parede celular ndo poderia
justificar o modelo de ataque ndo erosivo que descrevemos anteriormente (Fig. 2). Ou seja, se
as enzimas responsaveis pela decomposi¢io dos componentes da madeira néo podem penetrar
na parede celular vegetal, somente um processo de "escamagio” da parede celular pode ser
efetivo na biodegradacdio. No entanto, para os fungos de decomposi¢io branca que degradam
lignina seletivamente, esse modelo nfo € adequado. Em trabalho bastante esclarecedor,
Blanchete et al. (1997) demonstraram que Ceriporiopsis subvermispora (um dos fungos mais
seletivos ja descritos para a degradagfio de lignina) causa alteragdes estruturais significativas

na lignina presente na parede celular e na lamela média, mesmo antes da parede celular



vegetal ser permeavel a proteinas do tamanho da insulina (5730 Da). Dessa forma, varios
trabalhos tém proposto que alguns compostos de baixa massa molar poderiam atuar nos
estdgios iniciais da biodegradacfo da madeira. Esses compostos deveriam apresentar atividade
degradativa, mas serem pequenos o suficiente para penetrar no complexo celular vegetal,
degradar os componentes ai existentes ¢ com isso desestruturar a parede celular a ponto de
permitir a penetra¢do de enzimas oxidativas e hidroliticas. O modo de ag@o dessas enzimas €

apresentado a seguir.

Figura 1. Microscopia dtica mostrando o ataque progressivo (erosdo) da parede celular de
Picea abies por Heterobasidium annosum. Note que a célula ao centro apresenta erosdes
irregulares na parede celular. A escala no canto superior esquerdo da foto indica a magnitude

do aumento (Reproduzido com modificacdes de Fengel e Wegener, 1989).

Figura 2. Microscopia eletronica de transmissdo mostrando o ataque n#o erosivo da parede
celular de Notophagus dombeyi por Ganoderma australe. Corte fixado com KMnOy4 para
contraste da lignina. (A) células intactas, (B) e (C) as setas indicam o avanc¢o do ataque onde
as areas de menor contraste estdo livres de lignina. (D) células completamente livres de

lamela média (Reproduzido com modificagdes de Agosin et al., 1990),



A biodegradacéio de celulose ¢ um topico relativamente bem elucidado do ponto de
vista bioquimico. A degradacio do polimero ocorre pela acdo de trés grupos de enzimas que
atuam cooperativamente. Estes grupos de enzimas compreendem as endo-1,4-f3-glucanases, as
exo-1,4-B-glucanases {(ou celobiohidrolases) e as 1,4-f-glucosidases que, quando atuam em
conjunto, levam 2 hidrdlise completa da celulose até glicose. Esse modelo de biodegradagio
de celulose tem sido estabelecido com base em estudos realizados, principalmente, com o
complexo celulolitico produzido por fungos do género Trichoderma. Entre os fungos de
decomposic¢do branca, Phanerochaete chrysosporium figura enfre os poucos cujo complexo
celulolitico foi extensivamente estudado (Uzcategui et al.,, 1991). Nesse caso, também se
observa o complexo celulolitico completo e um modelo similar para a biodegradagio de
celulose pode ser assumido (Kuhad et al., 1997). Por outro lado, os fungos de decomposigio
parda, em geral, sdo deficientes na produgdo de exo-celulases ¢ a biodegradagio completa do
polimero pela via enzimatica parece limitada. Nesse caso, ha varias evidéncias indicando que
esse grupo de fungos produz uma série de compostos de baixa massa molar que permitem a
redugio de Fe** a Fe** e a posterior reagiio de Fenton (F ¢**/H,0,), gerando radicais hidroxila
que, pela elevada capacidade oxidativa, permitem uma extensiva oxidagdo e degradagio da
celulose (Goodell et al., 1997; Hammel et al., 2002).

Uma quarta enzima, aparentemente ligada ao complexo celulolitico, também tem sido
descrita. A celobiose desidrogenase (CDH) atua sobre celobiose, oligbmeros de glicose e
mesmo celulose, oxidando o terminal redutor. Essa enzima é capaz de utilizar quinonas como
aceptor de elétrons e, dessa forma, aparentemente interliga os complexos celulolitico e
ligninolitico (Henriksson et al., 2000). Outra atividade interessante descrita para CDH € sua
capacidade de reduzir Fe’' e dessa forma, na presenga de H;O;, gerar radicais hidroxila que
podem atuar diretamente na degradacfio de celulose como descrito anteriormente (Kuhad et al.,

1997). Dumonceaux et al. (2001) demonstraram que a expressfo desta enzima é critica nas



etapas iniciais de colonizacdo da madeira por Trametes versicolor, porém néo foi necessaria
para uma efetiva deslignifica¢io da madeira.

A biodegradacfo das polioses {ou hemicelulose) ocorre de forma semelhante 4 da
celulose. No entanto, ha uma maior diversidade de enzimas envolvidas na hidrélise do
polimero, pois ha enzimas especificas para cada tipo de ligagfo existente no polimero
principal e nas respectivas ramifica¢Ges. Assim, as xilanases hidrolisam a cadeia principal de
xilanas, enquanto mananases atuam nas cadeias que contém manose. Existem ainda enzimas
acessorias como as acetil-esterases e arabinofuranosidases que hidrolisam ramificagSes
especificas (Kuhad et al., 1997).

Um vasto grupo de enzimas esta relacionado a biodegradacéo da lignina. No entanto,
até os dias de hoje, existem imimeras duvidas sobre a real participagio de cada grupo € a
fun¢do que cada um deles exerce no processo global de oxidagfo que leva a lignina até
diéxido de carbono e dgua (Hammel e Cullen, 2008). Desde a descoberta das lignina-
perxidases (LiP) em 1983 (Glenn et al., 1983; Tien e Kirk, 1983), e posteriormente das
Manganés peroxidases (MnP) (Kuwahara et al., 1984), boa parte do que foi estabelecido sobre
a biodegradac¢do da lignina provém de experimentos realizados com o basidiomiceto P.
chrysosporium. Em menor extensfio, outros estudos tém sido realizados com outros
basidiomicetos como T. versicolor, C. subvermispora, Phebia radiata, Phebia (ou Merulius)
tremellosus, Phebia subserialis, Phanerochaete sordida, Pleorotus ostreatu, Pleorotus eryngii
e Bjerkandera adusta (Kuhad et al, 1997; Hammel e Cullen, 2008). A descri¢do do genoma
de P. chrysosporium nos ltimos anos (Martinez et al., 2004; Wymelemberg et al., 2006),
certamente abriu uma nova janela para estudos sobre essas espécies, incluindo estudos da

protedmica extracelular (Wymelenberg et al., 2005; Ravalason et al., 2008).



De forma geral, é possivel classificar as enzimas envolvidas na degradacédo de lignina
em pelo menos duas classes distintas: a) fenoloxidases; b) enzimas que produzem peréxido de
hidrogénio.

As fenoloxidases compreendem um grupo de enzimas caracteristico por pertencerem
as metaloproteinas. Entre as fenoloxidases, ainda podemos descrever dois subgrupos. Um
contém as enzimas dependentes de perdxido ou peroxidases. As peroxidases que estdo
envolvidas na biodegradagdo da lignina séo a LiP e a MnP. Ambas sdo comumente
produzidas por fungos de decomposigio branca. No entanto, existem espécies de fungos que
séo eficientes degradadores de lignina que produzem somente um ou outro subgrupo dessas
enzimas. O outro subgrupo contém as lacases. Essas enzimas sfo cuproproteinas que néo
dependem de perdxido para atuarem.

Em termos gerais, as enzimas do complexo ligninolitico podem ser ordenadas segundo
suas capacidades oxidativas como segue: LiPs > MnPs > Lacases (Kirk e Cullen, 1998;
Hammel ¢ Cullen, 2008). As LiPs podem abstrair elétrons de estruturas aromadticas néo
fenélicas, dando origem a radicais cation. As MnPs sdo dependentes de Mn®" ¢ sio capazes de
abstrair elétrons de estruturas fendlicas. As Figuras 3 e 4 mostram os ciclos cataliticos
simplificados dessas duas enzimas. Nos dois casos, a enzima ¢ ativada pela oxidagéio por
H,0,, levando a formagfio do composto I (C)) que ¢ um oxo-complexo deficiente em 2
elétrons. A reducdo do Cy até a enzima nativa ocorre através de duas etapas com a abstragio
de 1 elétron de cada vez. No caso das LiPs, a redugfo de C; a Cyy e também de Cyp a Cp pode
ocorrer através da oxidago de substratos ndo fendlicos levando a formacdo de radicais cation.
Nas LiPs ha um residuo de triptofano na cadeia protéica (trp171) que ocorre invariavelmente
em varias das isoenzimas conhecidas. Suple-se que esse triptofano atua como elo de
transferéncia de elétrons com substratos aromaticos que nfo podem ter um contato direto com

o grupo heme oxidado da enzima (Hammel e Cullen, 2008). Por outro lado, as MnPs



dependem de Mn** para a reducio de Cy a Cy (Fig. 4). O composto [ pode ser reduzido a
composto II a custa da oxidacdo direta de uma estrutura fendlica ou de um atomo de Mn*,
mas o fon Mn®" parece o elo preferencial de transferéncia de elétrons, visto que as MnPs néo
possuem o residuo de triptofano comumente encontrado nas LiPs. De fato, nas MnPs ha um
sitio de ligagio de Manganés e nfo o residuo de triptofano, sendo essa a principal diferenca
entre os dois grupos de enzimas (Hammel e Cullen, 2008). O Mn’* formado & bastante reativo
e pode atuar como um mediador da MnP, pois normalmente é estabilizado por quelantes
produzidos pelo proprio fungo, como o 4cido oxalico. O complexo Mn®**-oxalato, por sua vez,

pode ser reduzido & custa da oxidagfio de outra estrutura fenodlica (Hammel e Cutlen, 2008).

Figura 3. Ciclo catalitico simplificado da LiP. S representa um substrato aromatico néo

fendlico.

Figura 4. Ciclo catalitico simplificado da MnP. PhOH representa um substrato fendlico.



Estudos envolvendo a mutagénese dirigida permitiram a preparacdo de LiP contendo
um sitio de ligacdo de Manganés e isso conferiu atividade de MnP a LiP em questio (Mester e
Tien, 2001). O inverso também ja foi realizado, ou seja, a introdugfio de um residuo de
triptofano 171 numa MnP proporcionou a atividade de LiP na MnP transformada
(Timofeevski et al., 1999). Algumas enzimas com a dupla atividade também foram
encontradas em espécies fungicas selvagens do género Pleorotus e Bjerkandera {Camarero et
al., 1999; Mester e Field, 1998). Essas enzimas foram denominadas como Peroxidases
verséteis (VPs).

As lacases atuam pela abstracio de 1 elétron de fendis, em fungfo da redugio de Cu?*
a Cu'", que por sua vez, reduz O, a H,0, permitindo que a enzima atue de forma ciclica (Fig.
5). As lacases podem, inclusive, degradar estruturas aromaticas ndo fenolicas através da
oxidagdo de alguns mediadores sintéticos como o hidroxibenzotriazol (HBT) (Kawai et al.,

1999) ou mesmo naturais como derivados do acido benzdico e ions Mn** (Srebotnik et al.,

0, c Lacase (Cu?") PhO-
H,0 D Lacase red. (Cu') PhOH

Figura 5. Ciclo catalitico da lacase. PhOH representa um substrato fendlico. A

2005).

estequeometria do ciclo envolve 4 Cu** (normalmente ligados a uma tnica proteina ou a 2

cadeias proteicas acopladas), 4 substratos fendlicos, 4 prétons € 1 molécula de O,.

As enzimas que produzem perdxido sfio acessorias as peroxidases. Essas enzimas
geram peroxido de hidrogénio in situ e possibilitam que as peroxidases atuem. As principais
enzimas produtoras de perdxido envolvidas na biodegradagfio de lignina sdo glicose oxidase ¢

metanol oxidase (intracelulares) que utilizam glicose e metanol como substratos,
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respectivamente (Kirk e Cullen, 1998; Kuhad et al., 1997). A glicose ¢ origindria da
biodegradagdo da celulose e das polioses que contém glicose. O metanol é produzido durante
a biodegradagdo da propria lignina através da remocfio de metoxilas ligadas aos anéis
aromaticos. A produciio de H,O» por enzimas extracelulares também tem sido descrita em
alguns fungos de decomposi¢do branca. Entre elas esta a glioxal oxidase (Kersten e Kirk,
1987; Wymelenberg et al., 2005; 2006) e a aril-alcool oxidase (De Jong et al., 1994; Ander e
Marzullo, 1997; Munteanu et al., 2008). Também MnP pode gerar H,O; a partir da oxidacéo
de acidos orgdnicos como o malbnico e o oxalico (Urzua et al., 1998). Nesse caso, o acido
dicarboxilico se decompde dando origem a CO; e radical formato que ao reagir com O, gera
superoxidnion que pode entdo gerar H,0x.

A biodegradacio de lignina a CO, e H,O depende de um processo efetivo de
despolimerizagdo dessa macromolécula que dé origem a compostos de baixa massa molar
susceptiveils ao metabolismo intracelular dos fungos. Grande parte da abordagem
experimental realizada até o presente, visando elucidar os mecanismos de biodegradacgfo da
lignina, toma como base que o polimero é constituido de ligagbes etéreas aril-alquil e que
poucos grupos fendlicos estéio disponiveis. Nesse contexto, via-se, a principio, como bastante
limitada a possibilidade de fungos LiP-deficientes em iniciar a reagfo de biodegradacfo, pois
somente essa enzima seria capaz de degradar estruturas néo fendlicas.

Varios estudos desenvolvidos, principalmente com P. chrysosporium e T. versicolor,
ambos produtores de LiPs, levam a conclusfo de pelo menos trés modos de degradagfo da
lignina: ruptura oxidativa de cadeias laterais envolvendo os carbonos a e B, levando &
formagéo de acidos carboxilicos; ruptura de ligagdes beta-aril-éter e consequente modificagio
das cadeias laterais e; degradagfo de nicleos aromaticos através da abertura oxidativa dos

anéis (Kirk e Cullen, 1998; Hammel e Cullen, 2008).
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As reagBes mencionadas anteriormente ocorrem através da formagfo inicial de um
radical catiénico nos nucleos aromaticos, intermediada pela acfio das LiPs. Este mecanismo
foi primeiramente demonstrado para a degradagéo de 1,2.4,5-tetrametoxi benzeno por LiP de
P. chrysosporium (Kersten et al., 1985). A formagfio do radical catiénico induz 4 ruptura de
ligagdes, principalmente entre os carbonos o € B ¢ a consequente degradagfo quimica (pela
a¢do do oxigénio e da 4gua) dos intermedidrios formados (Kirk e Cullen, 1998; Hammel e
Cullen, 2008).

A descri¢iio de varios fungos eficientes em degradar lignina, mas que ndo produzem
LiP, como C. subvermipora, Dichomitus squalens, Ganoderma lucidum, Panus tigrinus,
Perenniporia medulla-panis e Rigidoporus lignosus (Orth et al., 1993; Kuhad et al., 1997;
Hammel e Cullen, 2008), lancou a diivida quanto a forma que esses organismos utilizam para
degradar estruturas nfo fendlicas de lignina. Uma possibilidade tem como base a capacidade
das lacases associadas a mediadores atuarem também sobre estruturas ndo fendlicas da lignina
conforme discutido anteriormente. No caso da agfo das MnPs, alguns trabalhos indicam que a
peroxidacdio de acidos graxos poderia ser um processo mediador que permitisse das enzimas
degradar estruturas ndo fendlicas de lignina. Essa teoria estd discutida a seguir em maiores

detalhes juntamente com as caracteristicas do fungo C. subvermispora.

2.1.1 Fundamentos sobre a peroxidac¢fo de lipideos

A peroxidagdo de lipideos ¢ uma reagdio muito estudada pela sua importancia
biologica, visto que as membranas celulares apresentam camadas lipidicas que podem ser
degradadas pela a¢do de radicais livres (Southorn ¢ Powis, 1988). Os acidos graxos di- e poli-
insaturados possuem grupos CH; alilicos que podem ser facilmente oxidados por agentes

oxidantes, principalmente as espécies ativas de oxigénio, que incluem o radical hidroxila

(HO"), o radical superdxi-dnion (O; °) e o radical hidroperoxila (HOO"), que resuita da
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protonacdo do radical superéxi-anion em pHs dcidos (pKa 4,7). Véarios metais de transigio
também podem ser reduzidos a custa da oxidacfo de 4cidos graxos di e poli-insaturados. A
oxidagdo do grupo CH, alilico gera um radical centrado no carbono que rapidamente reage
com oxigénio dando origem a um radical organo-peroxila em uma estrutura de dieno
conjugado (Fig. 6). O radical organo-peroxila pode oxidar um novo grupo CH; propagando a
reacdo de peroxidago ou abstrair um Hidrogénio de algum doador, gerando um perdxido
organico (que ainda ¢ instavel e ira se decompor) ou ainda dar origem a reagdes de terminago
que envolvem o acoplamento de radicais (Southorn e Powis, 1988). Como os peréxidos
orgénicos formados ndo sdo estaveis, um ntmero variado de aldeidos se forma durante a
reagfo de peroxidagdo, sendo os principais o malondialdeido, o pentanal, o hexanal e o glioxal
(Masaphy et al., 1996; Watanabe et al., 2001). Esses aldeidos apresentam uma reagio
caracteristica com o acido tiobarbitirico, gerando compostos que absorvem na regifio de 532
nm ¢ sdo comumente utilizados como compostos diagnésticos da ocorréncia de reagdes de
peroxidagéo de lipideos (TBARS ou substéncias reativas com écido tiobarbitirico) (Masaphy

etal., 1996).

P N NN COOH

l Mn3t ou *OH ———» Mnt ou Ho0 {etapa de iniciacio)

NN TN COOH a—  » e N G Ve W COCH

(elapa de propagacio)

Figura 6. Peroxidagfo de um acido graxo di-insaturado iniciada por Mn®" ou radical hidroxila

(Reproduzido de Soutohorn e Powis, 1988 com modificagdes).
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As reacGes de peroxidagfio de lipideos induzidas por enzimas ligninoliticas foram
estudadas inicialmente em experimentos que buscavam explicar a degradagdo de compostos
xenobidticos (compostos recalcitrantes de origem normalmente sintética) iniciadas por MnP.
Varios compostos recalcitrantes podem ser decompostos em um meio reacional que contenha
MnP/Mn**/H,0, e 4cido linoleico emulsionado em algum surfactante como o Tween 20
(mistura de Acidos graxos saturados) (Moen e Hammel, 1994; Bogan et al., 1996; Bogan e
Lamar, 1996). Evidéncias experimentais foram obtidas no sentido de justificar essas reagdes
de degradacfio como decorrentes da ac¢l3o de radicais peroxila sobre os compostos
xenobidticos. Os radicais peroxila seriam formados a partir da peroxidag@io do acido linoleico
iniciada pela oxidagdio por Mn’*, gerado no ciclo catalitico da MnP. Em um estudo sobre a
degradacio de fluoreno, foi demonstrado claramente que a reagdo de degradagio era inibida
pela adigéo de sequestradores de radicais livres como o butil-hidroxi-tolueno (Bogan et al.,

1996).

2.1.2 C. subvermispora e a contribui¢io da reagiio de peroxidacio de lipideos para o
processo de biodegradaciio da lignina

Viarios fungos de decomposi¢io branca pertencem a um grupc que nio secreta LiP
durante a biodegradacio de madeira (Kirk e Cullen, 1998; Hammel e Cullen, 2008). A agdo
do grupo de fungos LiP-deficientes sobre a lignina ¢ atribuida as enzimas MnP e Lacase.
Como as duas enzimas podem oxidar somente estruturas fenolicas, que nfo sfio as mais
abundantes em ligninas nativas, muitos mediadores que potencializam a acfo dessas enzimas
tém sido estudados e descritos (Messner et al., 2003). Esses antecedentes tém levado a busca

de um modelo bioquimico que permita explicar a agio de MnP ou lacase como os principais
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agentes de degradagdo da lignina mediada pela acdo de alguns compostos de baixa massa
molar.

Um dos fungos mais estudados dentro do grupo LiP-deficientes tem sido C.
subvermispora. Esse fungo foi selecionado entre um grande nimero de espécies como um dos
mais eficientes para os processos de biopolpagdo (Akhtar et al., 1998). O género
Ceriporiopsis Dom. é um género pordide de fungo causador de decomposicio branca que
pertence a familia Polyporaceae (Burdsall Jr., 1998). Uma das espécies desse género, C.
subvermispora, é conhecida por sua grande seletividade para a degradagfo de lignina quer em
madeiras de folhosas ou de coniferas (Akthar et al., 1998). A espécie também apresenta
elevada velocidade inicial de colonizagfo da madeira e grande eficiéncia para causar o efeito
de "amolecimento” da matriz lignoceluldsica que € a base da biopolpagéo (Akhtar et al., 1998;
Scott et al., 2002; Hunt et al., 2004; Ferraz et al., 2008).

A ocorréncia de C. subvermispora aparentemente esta restrita as regides temperadas
do hemisfério norte (Akhtar et al., 1992), embora outras espécies do género estejam
distribuidas no mundo e, inclusive, duas ja foram coletadas em ambientes naturais do Brasil,
C. panocincia e C. cistidiata (Gerber e Loguércio-Leite, 2000; Loguércio-Leite et al., 2001).
No mesmo histérico evolutivo do género Ceriporiopsis, encontram-se ainda as espécies do
género Phebia (Burdsall Jr., 1998).

As enzimas extracelulares produzidas por C. subvermispora compreendem as lacases e
as MnPs, varias enzimas do complexo xilanolitico e, do complexo celulolitico, as exo-
celulases sdio produzidas em pequenas quantidades, embora endo-celulases ¢ beta-
glicosidadases sdo produzidas em quantidades compardveis as reportadas para outros
basidiomicetos de decomposigio branca (Lobos et al., 1994; Sethuraman et al., 1998; Souza-
Cruz et al., 2004; Milagres et al., 2005; Magalhies e Milgares, 2009). A atividade de LiP néo

tem sido detectada em cultivos desse fungo mesmo em diversos meios ¢ formas de cultivo
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(Lobos et al., 1994; Souza-Cruz et al., 2004; Aguiar et al., 2006; Vicentim e Ferraz, 2007).
Foram identificadas copias dos genes /ip no seu genoma, porém a expressio desses genes nio
foi comprovada em nenhuma condi¢do de cultivo testada (Rajakumar et al., 1996). Como em
varios basidiomicetos, a expressdo dessas enzimas ¢ dependente do substrato (Orth et al.,
1993; Sethuraman er al. 1998; Machuca e Ferraz, 2001; Hammel e Cullen, 2008). Um fato
intrigante nesse aspecto é a detecgfio de niveis muito baixos de lacases em condigles de
cultivo onde o unico substrato orginico € o proprio lignocelulésico (Vicuna et al., 1996;
Souza-Cruz et al., 2004; Vicentim e Ferraz, 2007). Com isso, a degradagio de lignina por esse
fungo deveria, a principio, ser atribuida exclusivamente a agdo de MnP. Outro dado a ressaltar
¢ que a degradagio de lignina por esse fungo ocorre notoriamente em pontos distantes da hifa
fingica (Blanchette et al., 1997; Mendonga et al., 2004), ou seja, o modelo de degradagéo
operante € classificado como ndo erosivo. Esse conjunto de dados tem levado a busca de um
modelo bioquimico que permita explicar a aco de MnP como o principal agente de
degradacfo da lignina mediada pela acdo de alguns compostos de baixa massa molar.

Em uma série de trabalhos esclarecedores, o grupo de K.E. Hammel (Jenssen et al.,
1996; Srebotnik et al., 1997) demonstrou que o mecanismo quimico envolvido na
decomposigio de lignina por C. subvermispora deve passar necessariamente por um modelo
onde um elétron ¢ abstraido diretamente de estruturas néo fendlicas. Ou seja, a abstraciio de
elétron ¢é induzida por espécie ativa com elevada capacidade oxidativa. Isso foi demonstrado
pela determinagfo dos produtos de degradagdo de um composto modelo de lignina, marcado
com carbono 13, ligado a uma cadeia polimérica de polietilenoglicol.

Uma hipotese para explicar a abstragiio de elétrons de estruturas ndo fendlicas em um
fungo LiP-deficiente estaria relacionada com a peroxidagio de acidos graxos iniciada por
Mn®" oriundo da acdio da MnP. Enoki et al. (1999; 2000) demonstraram que C. subvermispora

produz varios acidos graxos (4cidos linoleico, oleico, valérico, palmitico e estearico) quando
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cultivado em meio sélido contendo madeira moida pré-extraida para a remocio da fragio
lipidica. Esses dcidos foram produzidos principalmente nos estagios iniciais da biodegradagdo
tendo suas concentragdes dimmuidas significativamente apds 2 semanas de cultivo, o que foi
segutdo pelo aparecimento de perdxidos orginicos. Esses dados levaram os autores a
relacionar a formagdo dos peréxidos organicos com a a¢do de Mn®* (oriundo da oxidagdo de
Mn*" por MnP) sobre os acidos graxos, seguido da adigiio de oxigénio aos radicais alila
inicialmente formados, exatamente como ja bastante estudado para a peroxidagéo de lipideos.
O mesmo grupo (Watanabe et al., 2000) demonstrou posteriormente que ha a formacio de
diversos radicais, incluindo o radical acila por a¢8o de MnP sobre acido linoleico in vitro. A
formacfo desses radicais poderia ocorrer longe do ponto onde a enzima ¢ produzida. O grupo
de Watanabe (Watanabe et al., 2001) estudou ainda em detalhes a peroxidacdo de acido
linoleico por MnP purificada a partir de cultivos de C. subvermispora. Nesse estudo foi
determinado que a peroxidacio de 4cido linoleico pelo sistema MnP/Mn?*/H,0, gerou n-
pentanal, n-hexanal e glioxal como principais produtos de reacdo. O glioxal formado continua
a sofrer reagdes de oxidacdo levando a formac#o inicial de um radical acila por abstracdo de
Hidrogénio do Carbono aldeidico. Essa reacfio produz quimioluminescéncia com um espectro
de emissfo que nfo corresponde a espéceies excitadas bem documentas como carbonila triplete
(Amax 400-500 nm), bi-acila (acoplamento de 2 radicais acila) triplete (Améx 500-600 nm) e
oxigénio singlete (Amax 634 nm e 703 nm) (Watanabe et al., 2001). Os autores concluem que
a emissio de luz na reagfio de glioxal com MnP ¢ um evento quimico novo e de dificil
explicagdo baseada na ocorréncia de espécies excitadas oriundas de radicais acila
anteriormente descritas.

Kapich et al. (1999) demonstraram que os radicais peroxila oriundos da peroxidacfo
de dcido linoleico iniciada por MnP recombinante de P. chrysosporium expressa em

Aspergillus oryzae foi capaz de atuar em modelos de lignina ndo fendlicos, abstraindo um
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elétron (e um préton) do carbono «, levando a posterior degradagfio do composto modelo (Fig.

7.
OH
-~
o _~OH _OH
HO\/I\ O
0 ~
o
OCH3 OCH3
OCHs
OCoHs OCH3 OCH3

OCoH5 OCoHs

ROO*
( HCO"
ROOH
H

° OH
Ho L . ~OH -
~ + © OCHg B HO\/J\O A HO>)\O
) ocHy > 9° OCHz
OCH3 02

OCZH5 OCH3 OCHg
OC,Hs5 OCgH5

Figura 7. Degradacdo de um composto modelo de lignina (nfio fendlico) pelo sistema MnP,
acido linoleico e H>0;. O modelo proposto explicaria a via de oxidagdo C-a (A) e a clivagem
B-O-4 (B). As duas reagdes seriam iniciadas pela abstragdo do um hidrogénio benzilico do
composto modelo através da agfio de um radical peroxila gerado pelo sistema MnP/4cido

linoleico/H, 0, (Reproduzido de Kapich et al., 1999 com modificacdes).

Até o momento, o modelo que envolve a peroxida¢do de acidos graxos iniciada pela
acdio de MnP parece ser o mais adequado para explicar a acdo dos fungos que degradam a
madeira de forma nfio erosiva e que também nfo produzem LiP (Hammel e Cullen, 2008).

Srebotnik e Boisson (2005) demonstraram que também lacases podem iniciar reagdes
de peroxidagdo de acidos graxos desde que na presenga de mediadores como o acido 4-
hidroxi-benzdico ou lignina sintética. A peroxidacfo de 4dcido linoleico foi extremamente
incrementada quando o meio reacional continha Mn®**. Os autores demonstraram que os
radicais fenoxila gerados no 4cido 4-hidroxi-benzéico podem oxidar Mn** a Mn®*" ¢ esse
inicia a peroxidagfio do 4cido linoleico como ja descrito para as reacdes catalisadas por MnP.,

A presenga de um mediador fendlico foi determinante para a eficicia da reacfio, visto que
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reagdes que continham mediadores nfo fendlicos como o éacido 4-metoxi-benzoéico, uma
lignina sintética exaustivamente metilada ou mesmo somente lacase, nfio induziram

peroxidagdo significativa do 4cido linoleico.

2.2 Biopolpacao

Partindo do principio de que varias espécies de fungo podem degradar lignina, surgiu
a idéia inicial da biopolpagfio. A principio, os fungos que degradam lignina seletivamente, isto
¢, removem lignina preservando a celulose, podem ser aplicados sobre cavacos de madeira e
depois de um determinado tempo de biodegradagdo dar origem a um residuo biodegradado
rico em celulose ¢ com baixo teor de lignina. Esse processo & realmente possivel e a
ocorréncia de amostras de madeiras naturalmente biodegradadas com teores de
polissacarideos superiores a 95% demonstra que a biopolpagéo € realmente factivel (Agosin et
al., 1990). Além de madeiras degradadas na natureza, a biodeslignificag¢@o in vifro também é
possivel, porém se restringe a formacio de pequenos pontos de intensa deslignificagdo
detectados nas superficies de cavacos biotratados com fungos selecionados como G. australe
¢ C. subvermispora (Ferraz et al., 2000a). No entanto, a biodegradagfo extensiva de lignina ¢
um processo extremamente demorado e sua aplicagio dentro de uma industria de celulose e
papel ¢ inviavel.

Uma reformulagdo no conceito inicial de biopolpagdo foi necessaria para que o
processo obtivesse éxito em escala ampliada e com tempos de biodegradagdo compativeis a
produgdo industrial. Na reformulagio desse conceito foi considerada a possibilidade de
aplicar a biodegrada¢do de madeira como uma etapa prévia a polpagio quimica ou mecénica
(Akhtar et al., 1998 e referéncias ali citadas).

Mesmo com periodos mais curtos de biodegradacio (7 a 15 dias), a madeira

biodegradada ja apresenta um “amolecimento” caracteristico que permite maior facilidade de
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desfibramento mecénico ou no caso de polpagdo quimica, maior facilidade de penetragio dos
reagentes, bem como maior susceptibilidade da lignina parcialmente degradada a
solubilizagfo pelos licores de polpagfio. Esse pré-tratamento bioldgico permite entio uma
redugo no consumo de energia para o desfibramento e refino mecénico ou, no caso da
polpacdo quimica, diminuigdo no tempo, na temperatura de reagio ou mesmo na carga de
reagentes quimicos utilizados. Essa “ameniza¢fo™ nas condigdes necessérias para a producio
de polpas celuldsicas também pode proporcionar a obtengdo de polpas com melhor resisténcia
mecdnica (Akhtar et al., 1998; Ferraz et al., 2008).

Atualmente, a biopolpacio associada aos processos de producio de polpas mecéanicas
atingiu um grau de desenvolvimento que permitiu a ampliagdo de escala para o nivel piloto ¢
semi-industrial (Scott et al., 1998; Scott et al., 2002; Guerra et al., 2006; Ferraz et al., 2008;
Masarin et al., 2009). Os processos de polpacéio mecénica respondem por aproximadamente
20% da produgéo de polpa celuldsica mundial e séo caracterizados pelo alto rendimento (90-
98%) e pelos baixos custos de instalagdo (Biermann, 1993). Apesar da relativa simplicidade
da instalacéio, 0s processos mecénicos caracterizam-se por demandar um grande consumo de
energia elétrica, além de produzir polpas de baixa resisténcia, o que limita sua aplicagdo &
producéio de jornais, catalogos, papelfio e, em misturas com polpas de melhor qualidade, para
papéis sanitarios e absorventes (Biermann, 1993; Klinga et al., 2008).

A polpacio biomecanica tem apresentado resultados promissores com relacdo &
diminui¢do no consumo de energia durante o processo mecénico, bem como quanto a
melhoria da resisténcia mecanica das polpas obtidas em escala de laboratério. A redugéio no
consumo de energia elétrica observada depende do grau de refino realizado no processo
mecanico e ocorre porque a madeira biodegradada apresenta menor coesfo entre as fibras,
permitindo que os discos dos refinadores operem mais distanciados, exigindo menor torque

para o processo de desfibramento inicial e posterior refinamento. Uma conseqiiéncia do
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desfibramento mais “ameno” da madeira biotratada € a menor degradagfio das fibras o que
pode proporcionar a obtengéio de polpas de methor qualidade (Leatham et al., 1990a; Akhtar
et al., 1998; Ferraz et al., 2008; Masarin et al., 2009).

A eficiéncia do bioprocesso depende do fungo utilizado. Leatham et al. (1990a, b)
avaliaram 9 espécies diferentes de fungos de decomposigio branca e um fungo de
decomposigiio parda na polpagfio biomecénica. As economias de energia proporcionadas pelo
pré-tratamento com os fungos de decomposi¢io branca variaram entre 1 e 47% para T.
versicolor e Phlebia brevispora, respectivamente. Entre as melhores espécies, além de P.
brevispora, se destacaram P. subserialis (42% de economia de energia), Pholiota mutabilis
(37%) e P. tremellosa (35%). Uma correlacdio direta entre economia de energia e methoria das
propriedades fisicas das polpas com a perda de massa ou extensdo da degradagio de lignina
durante o biotratamento néio foi observada. Pelo contrario, alguns dos melhores resultados em
economia de energia corresponderam a madeiras levemente degradadas que apresentaram
perdas de massa menores do que 5%. Na década de 90, vérios trabalhos buscaram espécies
adequadas para o processo de biopolpagdo. Boa parte dos estudos foi desenvolvida por
pesuisadores do Forest Products Laboratory, Madison, EUA com base num projeto financiado
na forma de consércio com véarias indistrias. Uma revisdo dos avangos obtidos por esse grupo
foi publicada por Akhtar et al (1998) e apontou C. subvermispora e P. brevispora como as
espécies mais indicadas para biopolpagio tanto de madeira de folhosas como de coniferas. P.
chrysosporium RP-78 também foi indicado como muito eficiente para o tratamento de
madeiras de folhosas. Mais recentemente, Physisporinus rivulosus foi selecionado como ouira
espécie eficiente para a biopolpacdo preferencial de madeiras de coniferas (Hakkala et al,
2004; Maijala et al., 2008).

Dentro de uma mesma espécie de fungo, diferentes linhagens também apresentam

eficiéncia diferenciada. Por exemplo, Akhtar et al. (1992) avaliaram 5 cepas diferentes de C.
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subvermispora no pré-tratamento de Pinus taeda. A economia de energia variou entre 21% e
37% para os pré-tratamentos com as diferentes cepas e, em geral, as caracteristicas fisicas das
polpas melthoraram em relagdo a um controle ndo biodegradado. Também nesse caso ndo
foram observadas correlagdes diretas entre a extensfio da biodegradagfo com a economia de
energia ou a melhoria das caracteristicas fisicas das polpas.

O pré-tratamento de cavacos de madeira com fungos ligninoliticos seguido de
polpagio quimica tem recebido menos aten¢fio quando comparado aos processos de polpagio
biomecénica. A maioria dos trabalhos publicados esta relacionada ao uso de processos bio-
quimicos desenhados para a preparacgfio de polpas de baixo nimero kappa e susceptiveis ao
branqueamento. Nestes casos, sempre € necessario o emprego de um processo de polpacio
severo, realizado a altas temperaturas e com elevadas cargas de reagentes. Em tais condicgoes,
o pré-tratamento fungico pode levar a uma diminui¢io na carga de alcali requerida no
cozimento da ordem de 1-2% (processo kraft), gerando polpas de propriedades similares as
obtidas a partir de controles nfio biodegradados, ou ainda pode levar a obtengfo de polpas
com teores de lignina residual levemente menores (Oriaran et al., 1990; Bajpai et al., 2001;
Kang et al., 2003; Mendonca et al., 2008). Por outro lado, alguns trabalhos mostraram que o
méximo beneficio do pré-tratamento fingico somente é obtido quando o processo posterior de
polpacdo quimica € realizado em condi¢bes mais amenas de reagéo (Ferraz et al. 2000;
Mendonga et al., 2002; 2004). Nestas condicdes, as polpas preparadas apresentam teor de
lignina residual elevado e por isso possuem uma aplicagio mais restrita na preparagio de
papéis. Estas polpas, denominadas de polpas de alto rendimento, geralmente séo utilizadas na
preparagiio de papéis de recobrimento de embalagens ¢ usualmente nfo sfo branqueadas

(Bierman, 1993).

22



2.2.1 Alvura de polpas mecinicas preparadas a partir de madeiras biodegradadas

Um limitante para a aplicagéio do pré-tratamento biologico combinado com a produgéo
de polpas mecénicas € que as polpas obtidas apresentam valores inferiores de alvura. Um fato
intrigante é que cavacos biodegradados geram polpas mais escuras independentemente da cor
inicial dos cavacos. Por exemplo, o tratamento com o fungo C. subvermispora escurece a
madeira de Pinus sp. e descolore Eucalipto. No entanto, as polpas de ambas as madeiras
biodegradadas s#o mais escuras do que um controle nfo degradado (Guerra et al., 2006). Com
1850, pode-se inferir que a estrutura da lignina dos cavacos biotratados facilita a formagfo de
cromoforos durante as etapas de polpacfio mecéanica. No entanto, a natureza e as varidveis que
afetam a producfo desses croméforos em biopolpas, bem como as reacfes de formagdo, ainda
nio foram elucidadas.

Segundo Sykes (1993), a redugio de até 15 pontos percentuais na alvura € bastante
comum em polpas biomecédnicas de Aspen bitratado com P. chrysosprium. Akhtar et al.
(1998) também reportaram uma reducio significativa de alvura em polpas termomecénicas e
quimiotermomecanicas de Aspen e Pinus sp. biotratados com C. subvermispora.

Outra questdo a ser avaliada nos estudos relativos a implementaciio da polpagiio
biomecadnica diz respeito a branqueabilidade das polpas nos casos onde ha a intengio de
preparar papéis absorventes. Apesar da baixa alvura inicial, estudos preliminares de
branqueabilidade de polpas de P. taeda biodegradado por C. subvermispora sugerem que
polpas biomecénicas podem ser branqueadas aos mesmos niveis de alvura que as polpas
controle. No entanto, para mesmas cargas de reagentes de branqueamento, os valores de
alvura para as biopolpas sfo menores do que os observados para o controle (Akhtar et al,
1998). Sykes (1993) também estudou a branqueabilidade de polpas biomecénicas de Aspen
previamente tratado corh P. chrysosporium ou C. subvermispora e mostrou que os valores

finais de alvura das biopolpas dependem da otimizagfo da carga de agente de branqueamento
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utilizado. A comparac&o dos resultados apresentados por Akhtar et al. (1998) e Sykes {1993)
sugere que a otimizacdo do branqueamento dependa do processo de polpacdo, da espécie de
madeira e do fungo utilizado para degradar a madeira.

Por fim, outro problema associado a utiliza¢éio das biopolpas € a falta de informacéo a
respeito da estabilidade da alvura dessas polpas apds serem branqueadas. Sykes (1993)
avaliou a estabilidade da alvura de polpas mecénicas de Aspen preparadas a partir de cavacos
biodegradados por P. chrysosporium e C. subvermispora. Nesse estudo, o autor submeteu
biopolpas branqueadas por peroxido de hidrogénio a testes de foto- e termo-amarelamento
induzido e mostrou que as polpas provenientes de Aspen biodegradado escureceram mais
rapido do que as polpas controle. No entanto, esta avaliacfio foi restrita &s polpas mecénicas
de Aspen e as causas que levaram ao amarclamento precoce das biopolpas ndo foram
avaliadas.

Uma vez que a reversdo da cor é um dos fatores que podem limitar a difusfio da
utilizagdo das biopolpas de alto rendimento, parece claro que o estudo relacionado &
caracterizagdo das estruturas responsaveis pelo inicio das reagdes de amarelamento, induzido

por luz ou calor, é uma etapa essencial para o desenvolvimento da biopolpagéo.

2.3 Consideracdes finais sobre a revisio bibliografica

O conjunto de trabalhos apresentados e discutidos anteriormente indica que a
biopolpagio ¢ uma tecnologia promissora. O desenvolvimento dessa tecnologia em escala
ampliada podera fornecer informacgdes que permitam confirmar seus efeitos benéficos em
condi¢les de operacfo industrial, além de gerar dados que permitam planejar um desenho
industrial adequado para utilizar o biotratamento como uma etapa de pré-tratamento dos
cavacos de madeira. Por outro lado, os estudos que visem entender os mecanismos quimicos e

bioquimicos envolvidos na biopolpag¢éo poderdo direcionar os esforcos de selecdo de fungos
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mais apropriados para o processo, ou mesmo levar a proposi¢io de sistemas biomiméticos
para a etapa de pré-tratamento. E nesse contexto que a presente tese relata uma série de
trabalhos desenvolvidos recentemente com o objetivo essencial de avancar no
desenvolvimento tecnoldgico e na geragiio de conhecimento associados ao processo de

biopolpagéo.

3 Objetivos
O objetivo principal desse grupo de trabalhos foi avaliar a viabilidade tecnologica da

biopolpagiio e estudar os mecanismos quimicos e bioquimicos envolvidos nesse processo.

Para atingir esse objetivo, o trabalho foi dividido nas seguintes etapas:

- Construir e operacionalizar uma planta piloto destinada ao biotratamento de até 50 ton de
cavacos de Eucalyptus grandis. Etapa desenvolvida em conjunto com a empresa
Melhoramentos Papéis, Caieiras, SP.

- Conduzir experimentos de biodegradacfo de E. grandis e Pinus taeda por Ceriporiopsis
subvermispora em escala de laboratério

- Caracterizar as enzimas secretadas durante a biodegrada¢do da madeira

- Determinar a perda de massa e o teor de componentes nas madeiras biotratadas

- Avaliar as caracteristicas estruturais e macromoleculares dos componentes residuais

presentes na madeira biotratada

25



4 Parte experimental
4.1 Polpagiio TMP e CTMP de Eucalyptus grandis biotratado em uma planta piloto
Cavacos de E. grandis foram biotratados em uma planta piloto de biopolpagio
desenhada para tratar até 50 ton de cavacos por batelada. Essa planta piloto est4 instalada na
empresa Melhoramentos Papéis, Caieiras, SP e foi desenvolvida em conjunto pela empresa
Melhoramentos, a empresa Biopulping International (Madison, WI, EUA) e pelo Laboratério
de Ciéncias da Madeira (USP-Lorena). Um desenho esquemitico da planta piloto esta
ilustrado na Figura 8. Os cavacos submetidos ao processo de inoculagdo foram previamente
descontaminados por inje¢@o de vapor com tempo de residéncia de aproximadamente 1 min a
95°C, seguido de resfriamento até 40°C em fluxo continuo contra corrente de ar filtrado
através uma linha de filtros do tipo Allergen- 1000 seguido de mais duas linhas de filtros do
tipo Ultra-Allergen 1250 (Filtrete 3M). Os cavacos foram entfo misturados com cavacos pré-
cultivados com C. subvermispora. O processo de inoculagio compreendeu a construgio de
uma pilha de 50 toneladas de cavacos que demandou quatro etapas de ampliacio de escala
que partiu com 40 kg de cavacos cultivados em laboratério (Mendonga et al., 2002; Guerra et

al., 2006).

Ventilador

Figura 8. Esquema ilustrativo da planta piloto de biopolpa¢io instalada na empresa

Melhoramentos Papéis, Caieiras, SP.
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Apds 60 dias de biotratamento, os cavacos da dltima pilha foram desfibrados e
refinados utilizando uma planta industrial que opera com 2 estdgios de refinamento visando
produzir polpas termomecanicas ou quimiotermomecénicas com aproximadamente 400 mL de
drenabilidade CSF (Canadian Standard Freeness). A planta industrial em questfio (empresa
Melhoramentos Papéis, Caieiras, SP) conta com controle automatizado que permite integrar o
consumo de energia bruto em cada um dos dois discos refinadores, além de controle da
produciio massica do periodo, o que permite calcular os consumos especificos de energia
consumida em cada etapa avaliada (Pavan, 2008).

As polpas preparadas nesse estudo foram avaliadas em laboratério quanto ao grau de
refino (TAPPI standard T2270m-85) e quanto a resisténcia mecénica ac esforgo de tracio
(TAPPI standards T 494 om-01).

A avaliagfio de fungos contaminantes na pilha de madeira inoculada foi feita a partir
de cavacos que apresentaram nivel elevado de contaminagiio. Os fungos em questdo foram
isolados a partir da superficie dos cavacos contaminados e cultivados em placas de Petri
contendo meio com 2,0% de extrato de malte, 0,2% de extrato de levedura e 2% de agar. O
crescimento flingico nessas placas foi monitorado diariamente e micélio ou esporos presentes
nas bordas da placa foram re-cultivados em meio contendo agar-dextrose/extrato de batata até
que uma cultura pura fosse obtida. A identificacdo dos fungos em questiio foi feita a partir de

caracteristicas morfoldégicas dos esporos avaliadas de acordo com Barnett € Hunter (1987).

4.2 Branqueamento e estabilidade de alvura da polpa bio-TMP

Amostras de polpa ndo branqueada produzidas em escala industrial a partir da madeira
biotratada foram submetidas a reagdes de branqueamento conforme descrito por Sykes
(1993). Antes do branqueamento, as polpas (a 0,3% de consisténcia) foram pré-tratadas com

0,4% de DTPA (4cido dietilenotriamina pentacético) por 30 minutos a 60 °C, com pH inicial



de 6,3. Apds tratamento com DTPA, as amostras foram colocadas em recipientes de
polietileno, juntamente com MgSO4 (0,05g/100g de polpa), e branqueadas com peréxido de
hidrogénio em concentragdes variaveis entre 2 ¢ 12%. A consisténcia foi de 10%, e o
tratamento conduzido a 60°C por 30 min (Guerra et al., 2006).

A rteversio da alvura das polpas branqueadas foi avaliada através de foto-
amarelamento induzido, conforme descrito por Pan e Ragauskas (1995). A avaliagdo do
escurecimento induzido foi feito com polpas com alvuras iniciais varidveis entre 45% e 75%.
As folhas foram colocadas em um ambiente fechado e exposto a irradiagdo de luz na regido
do UV/visivel (330-400 nm). As polpas foram colocadas a aproximadamente 10 c¢cm de
distincia da fonte de irradiacdio por perfodos que variaram de 1 a 8 horas de exposigio
(Guerra et al., 2006). Apos cada periodo, a alvura das polpas foi determinada (TAPPI

standard T452 om-98).

4.3 Polpacio quimiomeciinica em escala de laboratério de cavacos de E. grandis
biotratades por C. subvermispora

Cavacos de E. grandis controle ou biotratado em escala de laboratorio foram digeridos
a 121°C por 2 h em licor contendo 10% de Na;SO3 e 5% de NaOH, ambos em base m/m de
madeira seca. Quatro frascos contendo, cada um, 50 g de cavacos (base seca) e 300 ml de
licor foram tratados simultaneamente. Apds a digestfio, o contetido de um dos frascos foi
lavado vérias vezes com agua corrente até a dgua de lavagem apresentar pH neutro. Os
cavacos lavados foram entfio secos ao ar, pesados, e tiveram a umidade determinada em
termo-balanca OHAUS. As massas secas iniciais e finais desses cavacos foram usadas para
calcular o rendimento da etapa de cozimento. Os cavacos cozidos dos outros 3 frascos foram
desfibrados por 1 h em um liquidificador comercial de 3,5 1 a baixa consisténcia (1,7% w/v).

O material desfibrado foi lavado e selecionado em um classificador com malha de 0,15 mm.
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A polpa classificada foi centrifugada até uma consisténcia aproximada de 30%. Os rejeitos
retidos na malha foram pesados e defibrados por 1 h adicional em um moinho Jokro
(Regmed) a 11 % de consisténcia (20 g de rejeitos e 180 ml de licor em cada recipiente do
moinho Jokro). As fibras resultantes dessa etapa foram lavadas e selecionadas em um
classificador com malha de 0,15 mm. A polpa que passou na malha foi centrifugada e
misturada com a polpa obtida na etapa anterior. A polpa misturada foi entfio refinada por
periodos varidveis entre 30 e 90 min em um moinho Jokro nas mesmas condighes
previamente descritas. As polpas refinadas foram suspensas em Agua e usadas para a
determinagio do grau de fibrilagdo (determinaciio do grau Schopper-Riegler em aparelho
Regmed) bem como para a preparagio de folhas teste com gramatura de 150 g/m®. As folhas
foram ensaiadas quanto a resisténcia a tra¢do e ao rasgo de acordo com as normas TAPPI, T
494 om-01 e T 414 om-04, respectivamente. As fibras de cada etapa foram ainda avaliadas
quanto & distribuigdo de tamanho usando um equipamento Galai Cis-100 (Ankersmid-Israel)

(Vicentim e Ferraz, 2008).

4.4 Avaliac¢iio da degradacio dos componentes da madeira ¢ a secre¢io da enzima MnP

durante o biotratamento de madeira por C. subvermispora

4.4.1 Etapa de biotratamento e extracio de enzimas

Tanto madeira de E. grandis como de P. taeda foram biotratadas em escala de
laboratdrio e avaliadas quanto 4 composi¢io quimica e quanto as caracteristicas estruturais
dos polimeros residuais. Os processos de biotratamento em escala de laboratério foram
conduzidos em Erlenmeyers de 2L (Vicentim e Ferraz, 2007; Aguiar et al., 2008) e/ou
biorreatores de 20L (Mendonga et al., 2002; Vicentim e Ferraz, 2008). Nos dois casos o fungo

utilizado no biotratamento foi C. subvermispora.

29



Para a preparacdo do indculo, o fungo foi repicado em 200 ml de meio liquido
composto de glicose/extrato de batata (24 g 1"} e extrato de levedura (7 g I"). O repique foi
feito a partir de 20 discos com 8 mm de didmetro obtidos de placas de Petri pré-cultivadas
com o fungo. As culturas em meio liquido foram mantidas sem agita¢do por 12 dias a 27 °C.
O micélio crescido foi filtrado e lavado com &gua autoclavada. O micélio proveniente de
varios cultivos foi macerado em um liquidificador de 500 mi com 100 ml de agua autoclavada
em 3 ciclos de 15 s. A suspens@o de micélio foi entdo usada para inocular os cavacos de
madeira.

Os cavacos de E. grandis (2.5 cm x 1.5 cm x (.2 cm) foram obtidos junto & empresa
Melhoramentos Papéis, Caieiras, SP, sendo provenientes de arvores com aproximadamente 8
anos. No caso de P. faeda, os cavacos foram preparados por corte manual (3,0 x 2,5 x 0,2 cm)
a partir de uma Unica tora proveniente de uma arvore com aproximadamente 28 anos cedida
pelo parque estadual de Campos do Jorddo, SP. Antes da inoculagiio, os cavacos foram
imersos em agua por 16 h. Apos esse periodo, o excedente de agua foi drenado e os cavacos
umedecidos foram autoclavados a 121 °C for 15 min. O teor de umidade dos cavacos
autoclavados apds esse procedimento era de 55%.

Os cavacos mencionados anteriormente foram inoculados com suspenscio de micélio
de C. subvermispora na proporc¢io de 100 mg/kg no caso de P. taeda e 500 mg/kg no caso de
E. grandis. Em alguns experimentos, os cultivos receberam ainda nutrientes adicionais
conforme mencionado no capitulo de resultados e discusséo. Em todos os estudos os cultivos
foram realizados em triplicata.

Alguns cultivos foram submetidos & extracfio de enzimas apos tempos definidos de
biotratamento (Vicentim e Ferraz, 2007). As enzimas foram extraidas com tampé&o acetato de
sodio 50 mM (pH 5.5) contendo Tween 60 (0.1 g I’l). Para a extracdo, 50 g (base seca) de

cavacos foram extraidos com 200 ml de solugéo extratante por Sha 10+ 1 °C (Souza-Cruz et
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al. 2004). Os extratos obtidos foram filtrados através de filtro de vidro poroso e em seguida
através de membranas com poros de 0,45 um. A atividade da enzima MnP foi determinada

pela oxidagio de vermelho de fenol (Souza-Cruz et al., 2004).

4.4.2 Caracterizacio quimica da madeira biotratada

Os cavacos foram previamente moidos em um moinho de facas até passarem por uma
matha com perfuragdes de 0,75 mm e extraidos por 6 h em Soxhlet com etanol 95 %. O teor
de componentes (lignina, glucana e polioses) foi determinado a partir da hidrélise édcida do
material pré-extraido (Ferraz et al., 2000b). Cerca de 300 mg de amostra seca ao ar foram

tratados com 3 mL de HpSO4 72% (peso/peso) por uma hora a 30°C. Em seguida o contetido

do tubo de ensaio foi transferido quantitativamente para um Erlenmeyer de 250 mL com o
auxilio de 79 ml. de 4gua. A mistura foi autoclavada a 121°C por 30 minutos, resfriada e
filtrada em filtros de vidro sinterizado de porosidade nimero 3, previamente secos a 105°C e
pesados. O material retido foi lavado com 2 porgbes de 5 mL de dgua e seco até massa
constante. Esse resfduo corresponde a lignina insolivel em acido (Klason). O filtrado foi
avolumado a 100 ml e analisado quanto aos teores de aglicares em um sistema de
cromatografia liquida. A analise cromatografica foi feita em um cromatografo liquido de alta
eficiéncia utilizando uma coluna BIORAD HPX-87H e HySO4 5 mM a 0,6 mL/min como
eluente e um detector de indice de refragio (Shimadzu). A concentragfio de agucares foi
determinada através de curvas de calibragéo preparadas com padrdes de grau analitico secos
sob silica e vacuo. O teor de lignina soltivel em 4cido foi determinado através da leitura em
205 nm de uma diluigdo (usualmente 2:10) do hidrolisado, tomando-se como padrdo uma

absortividade de 105 L/g.cm neste comprimento de onda.



O calculo da perda centesimal de componentes (glucana, polioses e lignina) foi feito

como segue: Pc (%) = [(mci-mef)/mei]x 100

Onde:
Pc : perda centesimal de componentes
meci @ % de componente na madeira controle x massa de madeira inicial

mcf @ % de componente na madeira biodegradada x massa de madeira final

4.4.3 Caracteriza¢io da lignina in situ por oxidagio com CuO e por derivatizacio
seguida de clivagem redutiva (DFRC)

As amostras de madeira, controle e biodegradadas, foram oxidadas com CuO
utilizando-se o método descrito por Chen (1992). A madeira moida, extraida por 6 horas com
etanol 95%, foi seca a vacuo sobre pentdxido de fosforo. O reator foi carregado com 400 mg
de madeira, 2 g de 6xido de cobre, 15 mL de hidroxido de sodio aquoso 2 mol.L” ¢ 100 mg
de sulfato férrico amoniacal (Fe(NH4)2(504)2-6H20) ¢ finalmente borbulhado com nitrogénio.
A reacdo foi conduzida a 170 °C por 3 horas. Terminado o tempo de reagéo, o reator foi
resfriado em banho de agua e gelo e seu conteudo lavado com uma solucdo de hidréxido de
sodio 1 mol.L™ e filtrado em papel de filtro. O filtrado recolhido foi acidificado, a pH 1, com
4cido cloridrico 6 mol.L™'. A mistura 4cida foi extraida trés vezes com 40 mL de éter etilico
previamente tratado com solugfio saturada de Fe(NH4)2(SO4)-6H;O para remogdo de
peréxidos. Os extratos eféreos foram combinados e secados com sulfato de sédio anidro. O
volume de éter etilico foi reduzido a 5 mL por evaporaggio a vacuo. Nesta etapa, a amostra foi
tratada novamente com sulfato de soédio para retirada da dgua residual. A amostra concentrada
foi transferida para um tubo, previamente seco e pesado. O éter foi removido por um fluxo de

nitrogénio; o residuo pesado e o rendimento de oxidacdo calculado como a massa do material
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extraido com éter etilico dividido pela massa de lignina presente na amostra de madeira
(Guerra et al., 2002).

Os produtos de oxidagéo, secos sob atmosfera de nitrogénio, foram dissolvidos em 3
mL de piridina e uma aliquota de 0,2 mL dessa solugdo foi transferida para um tubo contendo
0,77 mL de padrio interno (fluoranteno dissolvido em piridina na concentragdo de 1000 mg.L”
l). A mistura foi derivatizada com 0,5 mL de N,O-bis (trimetilsilil) trifluorcacetamida
(BSTFA) durante 1 hora a 60°C e, em seguida, resfriada até temperatura ambiente. Um pL da
mistura reacional foi analisado por cromatografia gasosa acoplada a um detetor de massas
(CG/EM) Finnigan, modelo MAT GCQ™, calibrado com perfluorotributilamina (PFTBA) na
faixa de varredura de m/z de 20 a 900. Os espectros foram medidos apds ionizacio das
moléculas por impacto de elétrons (70 eV). Uma coluna cromatografica DB-5 (de 30 m x 0,25
mm) foi utilizada para a analise; a pressdo de hélio na entrada da coluna foi mantida constante
e correspondeu a um deslocamento linear de 33,0 cm/s (aproximadamente 1 mL/min). O
injetor, a linha de transferéncia e a fonte de ions foram aquecidos a 220°C, 275°C e 170°C,
respectivamente. O forno foi mantido a 60°C por 0,5 min e, posteriormente, aquecido, a uma
taxa de 30%min, até 130°C. Esta temperatura foi mantida por 1 min e o forno aquecido
novamente, a 3,5°C/min, até a temperatura final de 210°C, que foi mantida por 10 min
(Guerra et al., 2002).

A quantificagdio dos produtos de oxidagfo foi feita em um equipamento Varian,
modelo 3400 CX, equipado com um detector de ionizagdo de chama, que foi mantido a
temperatura constante de 300°C. As condi¢Ses de analise foram as mesmas descritas
anteriormente para CG/EM, exceto que N», a uma velocidade linear de 70 crw/s, foi utilizado
como gas de arraste. A quantidade de cada mondmero foi determinada usando uma curva de
calibragdo onde a razdo entre drea do padrio auténtico e do padrfo interno foi graficada em

fung¢fo da concentragfo do respectivo mondmero.
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O método de derivatizagiio seguido de clivagem redutiva (do inglés, DFRC) foi
realizado conforme descrito por Lu e Ralph (1997). A um baldo de fundo redondo, contendo
0,1 g de madeira, previamente moida e extraida, por 6 horas, em aparelho Soxhlet com etanol
95%, foram adicionados 15 mlL de uma solugdo-estoque de brometo de acetila:acido acético
(20:80). O baldo foi fechado e colocado em banho termostatizado, a 50°C, por 3 horas. Ao
final deste periodo, o solvente foi completamente evaporado, a 35°C, sob pressdo reduzida. O
residuo obtido foi misturado com 15 ml de uma solucdio-estoque de dioxano:acido
acético:agua (15:12:3) e, apds completa dissolugdo, adicionaram-se 0,25 g de zinco em pd. A
mistura foi agitada, a temperatura ambiente, por 16 horas e, em seguida, transferida,
quantitativamente, para um funil de separagio com 50 mL de diclorometano e 50 mL de
cloreto de amoénio saturado. O pH da fragfio aquosa foi ajustado, para menor que 3, pela
adigfo de acido cloridrico 3% e a amostra vigorosamente misturada. A fragfo orgénica foi
separada e armazenada, enquanto a fragfio aquosa foi extraida mais duas vezes com
diclorometano (2 x 50 ml de diclorometano). As fragbes orginicas separadas foram
combinadas e secas com sulfato de sédio anidro e entdo concentradas até aproximadamente 5
mk., a 35 °C, sob pressdo reduzida. A solugfio concentrada foi acetilada por 3 horas com 10
ml. de anidrido acético:piridina (1:1). A acetilagfio foi interrompida pela adigdo de metanol e
os componentes voléteis evaporados, a 35 °C, sob pressfo reduzida. Imediatamente apds a
evaporagio, o padrio interno (1 mL de uma solugio 1000 mg.L"' de fluoranteno em
diclorometano)} foi adicionado e a mistura analisada por cromatografia gasosa, utilizando-se
detectores de massa (CG/EM) e ionizagio de chama (CG/IC) (Guerra et al., 2002).

Os produtos da reagéio de DFRC foram analisados no mesmo sistema cromatografico
descrito anteriormente. Utilizou-se um programa de aquecimento da coluna descrito por Lu e
Ralph (1997). O forno foi mantido a 140°C por 60 segundos e, posteriormente, aquecido a

uma taxa de 3° C/min até 240°C. Esta temperatura foi mantida por 1 min e o forno foi
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novamente aquecido, a 30°C/min, até a temperatura de 290°C, a qual foi mantida por 12
minutos.

Para a quantificagdo dos produtos de DFRC, utilizou-se o mesmo sistema CG/IC
descrito anteriormente onde as condi¢des de analise foram as mesmas descritas para o sistema
CG/EM, exceto que o He foi substituido por N; (velocidade linear de 70 cm/s). A quantidade
de cada mondémero foi determinada usando uma curva de calibragiio onde a razfio entre drea
do padrio auténtico e do padrio interno (fluoranteno 1000 mg.L™") foi graficada como uma

fungdo da concentragéio do respectivo alcool (Guerra et al., 2002).

4.4.4 Caracterizaciio da lignina in sifu por tioacidélise

As amostras de madeira, controle ¢ biodegradadas, foram oxidadas com CuQO
utilizando-se o método descrito por Rolando et al. (1992). 20 mg de madeira moida livre de
extrativos (base seca) foram tratados com 15 mL de mistura dioxano/etanotiol 9:1 contendo
0,2 M de eteriato-trifluoreto de boro em tubos com vedagfio, em duplicata. Adicionou-se a
mistura reacional 1 mL de tetracosano 0,6 g/ em dicloro-metano como padrio interno. A
tioaciddlise foi realizada a 100°C por 4 h em um banho de silicone termostatizado. Apds
esfriar-se, a mistura reacional foi transferida para vm Erlenmeyer com o auxilio de 15 mL de
dgua destilada e ajustou-se o0 pH em torno de 3 com NaHCO; 0,4 M. Foram feitas trés
extragbes sucessivas dos produtos da tioaciddlise com 20 mL de diclorometano cada. Os
resquicios de agua nos extratos orginicos foram eliminados por tratamento com Na;SOy
anidro. Os extratos orgénicos foram evaporados sob presso reduzida a 40°C e ¢ material final
foi redissolvido em 1 mL de diclorometano. 10 pl desta solugdo foram derivatizados por
sililacdo com 50 pL de N,O-bis-(trimetilsilil)-trifluoroacetamida (BSTFA) por 1 h a 60°C na
presenga de 5 pl. de piridina como catalisador. Foi injetado 1 pl. da mistura reacional no

cromatdgrafo de fase gasosa.
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Os produtos da sililagdo foram analisados em um cromatografo de fase gasosa HP
5890 com detecgéo por ionizagio de chama, utilizando uma coluna DB-5 de 30 m x 0,53 mm.
O fluxo de nitrogénio utilizado foi de 33,0 cm/s € a temperatura do injetor fol mantida a
240°C. Para melhor separacéo dos compostos foram utilizadas duas rampas de temperatura na
coluna cromatografica consistindo da seguinte programagéo: o forno foi mantido inicialmente
a 140°C por 1 min e em seguida aquecido a uma taxa de 3°C/min até 240°C. Apos 1 min nesta
temperatura, o forno foi reaquecido a uma taxa de 30°C/min até 290°C. A temperatura final
foi mantida por 7 min. Para diminuir a quantidade de amostra injetada foi utilizado um
fracionamento mecénico (split) na razfio de 1:30 utilizando o préprio gas de arraste (N») como
diluente.

Para quantificar os mondmeros da tioaciddlise utilizou-se o fator de resposta de 1,5 em
fungo do padrfio interno (relativo s dreas dos picos) (Rolando et al., 1992). Para calcular o
rendimento, a massa molar de uma unidade fenilpropano adotada foi de 187 g/mol e utilizou-
se um fator de correcdo de 0,76, baseado no rendimento de 76% de tioaciddlise de um

composto modelo de lignina guaiacil com ligagdo p-0-4 (Onnerud e Gellerstedt, 2003).

4.4.5 Extracio da lignina de madeira moida (LMM) e sua caracterizacio

A LMM de P. taeda foi preparada a partir de amostras previamente moidas em um
moinho de facas, extraidas por 6 horas em aparelho Soxhlet com etanol 95% e secas a vacuo
sobre P»Os (Guerra et al., 2003). Cerca de 92 g de amostra foram impregnadas com tolueno e
colocadas em um moinho de bolas, mantendo-se a razdo entre a massa de bolas e a massa de
madeira em aproximadamente 20. A moagem foi feita durante 130h a temperatura ambiente
(ndo ultrapassou 35°C) em um moinho com 96 rpm. Para compensar perdas de tolueno, o
moinho foi aberto para adi¢iio do solvente a cada 24h. Apods o tempo de moagem, 0 moinho

foi descarregado e a madeira moida foi seca ao ar.
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A madeira moida e seca foi entdo extraida com dioxano 96% (cerca de 10 mL de
dioxano 96% por lg de madeira moida) em agitador a 120 rpm por 24h sob temperatura
ambiente e na auséncia de luz, A suspensdo foi filtrada em papel de filtro e o filtrado foi
armazenado a 4°C. O processo de extragio foi repetido mais uma vez com o residuo sélido da
primeira extragdo. Os filtrados foram entfo misturados e evaporados sob pressio reduzida a
35°C e, posteriormente, secos & vacuo sobre pentoxido de fésforo.

A distribuicdo de massas molares das amostras LMM foi determinada utilizando-se
um sistema cromatografico com uma coluna de 57cm x 1,8cm preenchida com uma suspenséo
de Sephadex G-50 em hidroxido de sodio 0,5 mol.L. A fase mével foi hidroxido de s6dio 0,5
mol.L”, com vazio de 0,4 mL.min™. Injetaram-se 400 pL. de amostra a uma concentragéo
final de 2 g/L, conforme descrito por (Forss et al., 1989). FragGes de 4,0 mL foram coletadas e
a absorbancia de cada uma foi lida em 280 nm (Guerra et al., 2003).

A coluna cromatografica foi previamente calibrada com proteinas de massas molares
conhecidas. Além dessas proteinas, foram usados, para a determinagdo dos volumes de
exclusio (Vo) e permeacio total (V;), Blue Dextran (2.000.000 g.mol™) e acetona (58 g.moL’
", respectivamente. As proteinas foram aplicadas na coluna nas mesmas condi¢des da
amostra e seus volumes médios de eluigfo transformados em um valor que independe do

tamanho da coluna (Kd), conforme a equacio 2.

Kd = (Ve — Vo) (Vac - Vo) @)
onde:
Va = volume de eluicdo
Vo = volume de excluséo total
Ve = volume de permeacéo total



Os cromatogramas obtidos foram integrados em fragdes de 4 mL e os valores de Mw
(massa molar média em massa), Mn (massa molar média em ndmero) ¢ Mw/Mn

(dispersibilidade) foram calculados pelas equagBes 3, 4, e 5, respectivamente (Guerra et al.,

2003).
Mw = X(ai x Mi }/T ai (3)
Mn = ¥ ai/S(ai/Mi) 4
D = Mw/Mn (3
onde:

ai = area do cromatograma sob uma fracfio "i". (os valores de cada fracio foram de 4 mL)

Mi = massa molar da fragéo "i" obtido por interpolagéo na curva de calibrago

A caracterizagfo por espectroscopia UV-Visivel foi feita a partir de solugSes estoque
da LMM em dioxano 96%. As solucgBes foram analisadas em um espectrofotémetro GBC-
Cintra 20 ¢ as absortividades das ligninas calculadas a cada 5 nm na regifio de 240-450 nm
(Guerra et al., 2004).

Os espectros de RMN-'H foram obtidos de amostras de lignina acetiladas. A
acetilag#o foi feita com cerca de 100 mg de amostra dissolvida em 2 mL de anidrido acético e
2 mL de piridina (Guerra et al., 2003). A mistura foi borbulhada por 15 minutos com
nitrogénio e o frasco selado. O sistema foi deixado & temperatura ambiente por 12h e no
escuro sob agitacdo magnética. Apds esse periodo, adicionou-se etanol para degradar o
excesso de anidrido e a mistura foi evaporada, sob pressdo reduzida, com sucessivas co-
evaporagdes com etanol 95%.

A andlise elementar das ligninas foi realizada em um equipamento Perkin Elmer no
Laboratorio de Recursos Renovaveis da Faculdade de Ciéncias Quimicas da Universidade de

Concepeidn, Chile.
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A caracterizagio da LMM por DFRC foi idéntica a descrita para a caracterizagio da
madeira, exceto que a massa de amostra usada foi de 10 mg e nfio 100 mg como no caso da
madeira. Os volumes dos reagentes foram estequiometricamente corrigidos (Guerra et al.,
2004). Nesse caso foi ainda possivel quantificar, por CG/EM, os dimeros formados apos a
reac8io de DFRC. Esses dimeros foram analisados com uma programacgio de temperatura da
coluna no sistema CG/EM diferenciado. Para isso, a temperatura inicial da coluna foi de
150°C (mantida por 1 minuto) e entfo o aquecimento seguiu uma rampa de 10°C/min até que
a temperatura do forno atingisse 300°C. A identificacfio dos dimeros a partir de seus espectros

de massa foi feita de acordo com os dados reportados por Peng et al. (1998).

4.4.6 Extracio da lignina por acidélise branda e sua caracterizacio

O isolamento das ligninas foi realizado por acidolise branda de acordo com Evtuguim
et al. (2001), com algumas modifica¢des. Foram extraidos cerca de 10 g de madeira livre de
extrativos (pré-extraida com etanol) em um baldo de trés bocas com 100 ml de dioxano/agua
9:1 contendo 0,2 M de HCI. A extracdo foi realizada com agitagio magnética constante a
90°C com o auxilio de um banho de silicone e sob atmosfera de N>. Apos 30 min, a reagéo foi
resfriada até 50°C e filtrou-se a mistura reacional em filtro de vidro sinterizado N°3. O
material insoluvel foi transferido de volta ao baldo e extraido mais duas vezes sob condi¢des
idénticas. Uma quarta extragfio foi realizada com dioxano/dgua 9:1 sem HCl. As quatro
fragdes orgénicas foram combinadas e concentradas até cerca de 20 a 30 mL sob pressio
reduzida a 40°C. A solugfio resultante foi gotejada sobre 600 mL de &gua destilada com
agitacdio constante para precipitacdo da lignina. A solugfo foi mantida por uma noite em
geladeira ¢ filtrada no dia seguinte em filtro de vidro sinterizado N°3, previamente pesado

para determinacfo do rendimento de extragfo. As ligninas foram mantidas em estufa a 55°C
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por uma noite antes das pesagens. O isolamento foi quantificado de acordo com o teor de

lignina Klason de cada amostra de madeira.

4.4.6.1 Quantificaciio de grupos funcionais das ligninas isoladas por espectroscopia de
ressonincia magnética nuclear de fosforo (RMN-BIP)

As ligninas isoladas foram analisadas quantitativamente com relagfo ao teor de grupos
funcionais (hidroxilas alifaticas ¢ fenolicas, carboxila) por RMN-*'P (Granata e Argyropoulos,
1995). Aproximadamente 40 mg de lignina isolada foram dissolvidos em um via/ contendo
0,4 mL de uma mistura de piridina e cloroférmio deuterado (1.6:1 v/v). Em seguida, foram
adicionados 50 uL de acetil-acetonato de cromo (III) 11,4 g/L (reagente de relaxamento) e
200 pl. de N-hidroxi-naftalimida 11,4 g/L (padrio interno) preparados em piridina e
cloroférmio deuterado (1,6:1 v/v). Por fim, 200 uL de reagente de fosfitilacdo 2-cloro-4,4,5,5-
tetrametil-1,3,2-dioxafosfolano foram adicionados ao via/. Usou-se ainda 100 pl de
colesterol 40 g/L. (também preparado em piridina e cloroférmio deuterado 1,6:1 v/v) como um
padrio interno. As amostras foram homogeneizadas e transferidas para um tubo de RMN de
0,5 mm de didmetro. Os espectros de RMN foram adquiridos em um espectrémetro de
ressonincia magnética nuclear Bruker de 250 MHz. Os teores de grupos OH alifaticos, OH
fendlicos de unidade guaiacila, p-hidroxifenila e de estruturas condensadas e grupos carboxila
foram quantificados como descrito por Granata e Argyropoulos (1995) de acordo com as
integrais de distintas regides dos espectros como mencionado a seguir. Carboxilas: 134,5 —
135,5 ppm, OH em unidade p-hidroxifenila: 137,4 - 138 ppm, OH em unidade guaiacila
eterificada: 138,2 — 140,4 ppm, OH em unidade guaiacila condensada: 140,5 — 144,5 ppm;

colesterol: 144,7 - 145 ppm e hidroxilas alifaticas: 146 — 149,2 ppm.
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4.4.7 Determinacio de substincias reativas com acido tiobarbitirico (TBARS) e reagées
de peroxidacio de acido linoleico in vitro

Os cavacos de madeira biotratada foram inicialmente lavados com dgua na proporgéo
de 6 mL/g. A lavagem foi feita sob agitagfio de 120 rpm por 24 horas a 10°C. A 4gua de
extracfo teve seu pH previamente ajustado em 7,0. Na madeira lavada foi determinada a
concentragio de substéncias reativas com dcido tiobarbitirico (TBARS). A determinacdo de
TBARS foi realizada de acordo com Enoki et al., (1999), com algumas adaptagies. Porgdes
de 5 g de cavacos foram novamente lavadas 5 vezes com 60 mL de dgua destilada por 1 hora
a 120 rpm a 25 °C. Apoés secagem dos cavacos ao ar, estes foram extraidos com 60 ml de
cloroférmio/metanol (2:1) durante 1 hora a 120 rpm a 25 °C. Em seguida, as amostras foram
concentradas em evaporador rotativo € avolumadas a 200 pL. A este volume foram
adicionados 3 mL de solugéio 0,335% (m/v) de acido tiobarbittirico em 10% (m/v) de acido
tricloroacético. A mistura foi mantida por 15 min em banho-maria sob ebuli¢do. Em seguida,
as amostras foram centrifugadas a 2000 G a 10 °C por 15 min ¢ o sobrenadante analisado num
espectrofotometro a 532 nm (coeficiente de absorgio molar =156.000 M. cm™). As
concentragdes foram reportadas como pg de TBARS por kg de madeira (base seca) (Vicentim
¢ Ferraz, 2008).

A avaltacdo da peroxidaciio de &cido linoleico im vifro foi feita a partir de reagfes
conduzidas numa cela de um oximetro (Kapich et al., 2005). Em uma cela de reacéo foram
adicionados 870 pL de tampdo 50 mM succinato de sodio, pH 4,5 € 250 ul. de lactato de
sddio 50 mM que foram deixados sob agitagdo magnética por aproximadamente 5 min a 27°C
para saturagdo com oxigénio. Posteriormente, mantendo a agitacdo magnética constante, foi
adicionado 500 pL de extrato enzimético, 40 pL de solugdo de MnSO,; 5 mM e 40 pl. de
emulsio de 4cido linoleico 0,2% em Tween 60 1% (p/v). A cela foi lacrada com o émbolo

superior e através de um tubo capilar foi injetado 4 pulL. de HyO, 20 mM. O volume final da
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reacdo foi de 1.700 pL. Uma reagfo controle foi realizada com extrato enzimético tratado em
banho sob ebuligdo por um periodo de 15 minutos. A taxa inicial de consumo de oxigénio (em
nmol/mL.min.) foi determinada a partir de leituras continuas proporcionadas pelo eletrodo

que mede a concentracfio de oxigénio dissolvido.

4.4.8 Extracio e caracterizacio das o-celuloses residuais

A a-celulose foi preparada a partir da holocelulose-clorito. Aproximadamente 5 g de
madeira moida foram extraidas com etanol 95% por 6 horas em extrator Soxhlet. Para a
preparagéo de holocelulose, 2 g de madeira foram tratados com 64 mL de agua destilada, 0,2
ml. de 4cido acético glacial € 0,6 g de clorito de sodio. A reagfo foi conduzida a 70-80°C,
sendo que a cada uma hora de reacgéo foi realizada nova adi¢fio de 0,2 ml. de 4cido acético e
0,6 g de clorito de sédio. Apos 4 horas de reagfio o frasco foi resfriado em banho de 4gua e
gelo e o produto final filtrado em filtro de vidro sinterizado nimero 2. O residuo sélido foi
lavado com acetona e usado para a preparaciio da o-celulose que € definida como a fragfo de
holocelulose insoltvel em solugdo de hidréxido de sdédio 17,5%. A a-celulose foi preparada
macerando cerca de | g de holocelulose com 5 mL de hidroxido de sodio 17,5%, conforme
procedimento detalhado por Guerra et al (2003). O residuo insoluvel dessa etapa foi ainda
lavado com 25 mL de hidroxido de sodio 8,3% a 20° C. A a-celulose obtida foi entfo lavada
5 vezes com porgdes de 50 mL de agua destilada a 20°C. O residuo sélido foi entdo lavado
com mais 400 mL de agua destilada, depois com é4cido acético 2 moll” e finalmente dgua
destilada. A a-celulose assim preparada foi seca ao ar e pesada. Uma porgéo da a-celulose foi
utilizada para a determinacio de umidade e outra para a determinacfio da distribui¢io de
massa molar. A quantidade de o-celulose foi expressa em porcentagem da madeira inicial,

apos corregio para o teor de lignina residual.
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A distribuicdo de massas molares da a-celulose foi feita pelo método descrito por
Wood et al. (1986). Cerca de 0,2 g de a-celulose (seca ao ar) foram colocados em balio de
fundo redondo contendo 50 mL de piridina anidra. A essa mistura foram adicionados 0,4 mL
de isocianato de fenila e o balfo fechado e mantido em banho termostatizado a 80 °C por 48
horas, com agitagéio ocasional. Ao final do periodo de reagéo, o baldo foi removido do banho
e 4 mL de metanol foram adicionados para a destrvigdo do excesso de isocianato de fenila.
Cerca de 5 mL da solug#io resultante foram transferidos para um baldo de 50 mL e a piridina
foi evaporada a 40 °C sob pressdo reduzida. O produto assim obtido foi dissolvido em 15 mL
de acetona; uma aliquota de 2 mL da solugdo em acetona foi transferida para um tubo de
ensaio e a acetona evaporada por um fluxo de nitrogénio. O material residual foi redissolvido
em 10 mL de tetraidrofurano (THF) e essa solugBo foi analisada por cromatografia de
exclusdio em um cromatégrafo a lignido de alta eficiéncia (Shimadzu, modelo C-R7A),
utilizando-se um sistema de 4 colunas com tamanhos de poro de 100, 500, 1000, e 10000 A
(Alltech- GPC polar de 250 mm x 10 mm), acopladas em série, tendo THF, a uma vazio de 1
mL/min, como eluente. O material eluido foi detectado por um detector de UV/visivel,
ajustado para a leitura em 235 nm. O sistema de colunas foi calibrado com poliestirenos de
massa molar conhecida e as massas molares da c-celulose foram determinadas como descrito

por Guerra et al (2003).
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5 Resultados e discussio

Os resultados apresentados nessa tese estdo baseados em uma série de trabalhos
abrangendo os aspectos tecnolégicos e as bases mecanisticas da biopolpagdo. Esse tema tem
sido abordado de forma sistematica em nosso grupo de pesquisas e envolve desde estudos
ligados a tecnologia de produgfio de biopolpas até a avaliacio dos mecanismos quimicos e
bioquimicos envolvidos no processo de biodegradacéio da madeira que configura a base do

processo de biopolpacio.

5.1 Aspectos tecnoldgicos do processo de biopolpacio
5.1.1 Polpacio TMP e CTMP de Eucalyptus grandis biotratado em uma planta piloto

Cavacos de E. grandis biotratados por Ceriporiopsis subvermispora em uma pilha de
50 ton foram avaliados em escala industrial frente aos processos de polpagdo termomecénico
(TMP) e quimiotermomecénico (CTMP) (Fig. 9). Os refinadores industriais operaram por um
periodo total de 14 h de forma experimental ¢ produziram polpas com grau de refino entre
450 e 470 mL CSF. No 1° segmento na Figura 9 esta ilustrado o consumo de energia para o
refino da madeira controle sob o regime de polpagdo TMP; no 2° segmento estd o consumo de
energia registrado para a madeira biotratada sob polpagdo TMP; no 3° segmento para a
madeira biotratada sob polpacio CTMP e; no quarto segmento para a madeira controle sob
polpacio CTMP.

O consumo de energia total j4 computada a produgéio de polpa no periodo foi de 913
kWh/ton e 745 kWh/ton para a madeira controle e biotratada sob o regime TMP, o que
representa 18% de economia de energia ao se utilizar a madeira biotratada. No caso das
polpas CTMP com niveis similares de refino, o consumo de energia foi de 1038 kWh/ton e
756 kWh/ton para madeira controle e biotratada, respectivamente, representando uma

economia de energia de 27%.
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A redugfo no consumo de energia durante a polpagio TMP e CTMP de madeira
biotratada por C. subvermispora tem sido amplamente divulgada na literatura (Akthar et al.,
1998; Ferraz et al., 2008). No entanto, a maior parte dos resultados obtidos anteriormente ¢é
oriunda de processos realizados em escala de laboratério ou com outras espécies de madeira.
Os resultados aqui apresentados, obtidos para a polpacdo em escala industrial, confirmaram
que os dados anteriormente descritos para a escala de laboratorio também podem ser
reproduzidos em grande escala. Isso demonstra que a biopolpacdo ¢ um processo
tecnicamente vidvel, ou seja, dadas as condi¢Ses ideais de biotratamento dos cavacos, é
possivel obter uma economia significativa de energia elétrica durante o refino tanto para a

produgdo de polpas TMP como CTMP de E. grandis.
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Figura 9. Consumo bruto de energia elétrica durante o desfibramento e refino de madeira de
E. grandis em diferentes regimes de alimentacdo. (ctr}-TMP)} madeira controle sob regime
TMP; (bio-TMP) madeira biotratada sob regime TMP; (bio-CTMP) madeira biotratada sob
regime CTMP e; (ctrl-CTMP) madeira controle sob regime CTMP,

Um aspecto que mereceu atengéio especial nos ensaios de biopolpagdo em escala
industrial foi a melhoria ou ndo das propriedades mecénicas das biopolpas produzidas. A

Tabela 1 ilustra a resisténcia ao esfor¢o de tragdo de folhas teste preparadas a partir de varias
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polpas TMP de E. grandis. Numa analise inicial, os dados mostram que as polpas TMP
controle preparadas em escala de laboratério sdo muito pouco resistentes quando comparadas
com as polpas obtidas em escala industrial. Esse resultado sugere que em escala de laboratorio,
a madeira controle sofre algum tipo de dano como moagem parcial, em adigfo ao efeito de
desfibramento e fibrilagiio esperado para os refinadores de disco. Por oufro lado, como as
madeiras biotratadas sofrem ruptura facilitada ao longo das fibras, elas refinam facilmente
mesmo em refinadores de laboratério dando origem a polpas de boa qualidade. Quando o
refino ¢ realizado em refinadores industriais otimizados, fibras de boa qualidade sdo obtidas
mesmo a partir da madeira controle. Esses dados analisados em conjunto sugerem que uma
drea que ainda demanda pesquisa intensiva esta relacionada ao desenho de discos refinadores

apropriados para obter o maximo beneficio das madeiras biotratadas em escala industrial.

Tabela 1. Indices de resisténcia a trago de polpas de E. grandis preparadas em 2 estdgios de

polpag¢io mecénica (desfibramento e refino) em escala de laboratério e industrial.

Tipos de polpa de E. grandis Resisténciaa  Drenabilidade CSF
tracio (Nm/g) (mL)
TMP/RMP controle preparada em laboratério™ 5,2 402
BioTMP/RMP preparada em laboratério* 11,3 390
TMP/RMP controle preparada em escala industrial 12+2 472 + 31
BioTMP/RMP preparada em escala industrial 11+£2 455+ 26
CTMP controle preparada em escala industrial 16+3 485+ 16
BioCTMP preparada em escala industrial 16 +2 409+ 23

(*) dados relatados por Scott et al. (2002).

Os ensaios de bipolpagdo em escala industrial apresentaram resultados promissores
quanto a economia de energia no processo. Tomando como base somente a redugdo no
consumo de energia elétrica, foram feitas algumas simulacdes de beneficios econdmicos que

poderiam ser obtidos com a implementaciio do bioprocesso. A premissa inicial dessa analise
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foi de que a economia de energia obtida deveria ser, no minimo, suficiente para custear os
gastos da etapa de biotratamento que inclui a produg8o do indculo, o uso de aditivos para o
rapido crescimento do fungo (milthocina, por exemplo), a méo-de-obra para construcio e
manutencdo da pilha, as utilidades necessérias na construgdo ¢ manuten¢do da pilha (4gua,
vapor, energia elétrica) e, a perda de massa de madeira (aproximadamente 5%).

Na anélise que apresentamos a seguir, as principais variaveis consideradas foram a
produtividade da planta de polpacao, o consumo especifico e o custo da energia elétrica usada
no refino, e, por fim, a economia esperada com o processo de biopolpacio. A produtividade
de uma planta industrial de polpagiio TMP, com opgéo de funcionamento no regime CTMP,
com a configuragéio usada nos ensaios anteriormente descritos pode ser admitida como sendo
de 220 ton/dia. O consumo especifico médio de energia elétrica de uma planta industrial com
essa configuracdo (avaliado com base em dados obtidos diretamente na industria de polpa
mecénica em estudo) pode ser assumido como 816 + 45 kWh/ton.

O prego da energia elétrica a ser considerado pode ser encarado sob dois diferentes
aspectos. O primeiro deles € o pregco efetivamente pago em contratos que negociam
expressiva demanda em longo prazo no mercado livre, conseguindo assim condi¢fes mais ou
menos vantajosas em funcfio da oferta/demanda existente no periodo da negociagfo. Nesse
caso, um exemplo de custo de energia praticado no ano de 2007 no mercado nacional era da
ordem de R$ 134,00/MWh. A outra possibilidade para computar o custo da energia elétrica
seria considerar o pre¢o normal de mercado apresentado na Tabela 2, que se refere aos dados
praticados em Junho de 2007 no Brasil. Nesse contexto, o custo de energia elétrica para uso

industrial na regifio sudeste seria da ordem de R$ 225,00/MWh.
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Tabela 2. Tarifas médias de energia elétrica praticadas e Junho de 2007 para o setor industrial

em diferentes regiGes do Brasil.

Regido do Brasil Valor da tarifa (R$/MWh)
Norte 215,88
Nordeste 207,98
Sudeste 224 66
Sul 204,44
Centro-Oeste 220,58

Fonte: Aneel (http://www.aneel.cov.br/area.cfm?id Area=98&idPerfil=2)

Na Tabela 3 estd mostrado um exemplo de célculo da redug@o no custo de produgdo de
polpas mecénicas considerando uma economia de energia de 18% no refino industrial dos
cavacos biotratados. Nesse exemplo, a economia no consumo especifico de energia elétrica
proporcionada pelo biotratamento dos cavacos foi considerada como 18%, pois esse seria um

valor plausivel de se obter com base nos dados dos ensaios piloto descritos anteriormente.

Tabela 3. Exemplo de célculo referente ao beneficio econdmico do uso do processo de

biopolpagio.

Variavel ou Unidade Energia elétrica ao custo de  Energia elétrica ao custo de
Propriedade estimada RS 134/MWh R$ 225/MWh
Produtividade da tsa/dia 220 220

planta

Consumo especifico  kWh/ton 816 816

de energia elétrica

Preco da energia R$/MWh 134 225

elétrica

Economia de energia  kWh/ton 0,18*816 = 147 0,18*%816 =147
elétrica = 18%

Economia Estimada R$/on 147*134/1000 = 19 147%225/1000 = 33
Economia Estimada R$/ano 19%220%350 = 1.463.000 33*220*350 =2.541.000
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Em decorréncia das avaliagbes financeiras apresentados anteriormente, podemos
chegar aos valores maximos aceitiveis para o custo operacional do precesso de biopolpagéo.
Como ja foi mencionado, os custos do processo de biopolpaciio envolvem desde os gastos
com o in6culo fiingico até os custos de processamento e manutengfio da pilha de cavacos
durante o biotratamento (vapor, energia elétrica e mio de obra). Uma estimativa aproximada
para os custos do biotratamento foi descrita por Scott et al. (2002) e indica um valor de US$
14,76/ton de polpa produzida, dos quais US$ 2,00/ton representariam o custo do indculo e de
nutrientes como a milhocina e o restante compreenderiam custos de vapor, energia eléfrica e
mio-de-obra. Com base nesses dados e num valor do dolar americano de R$ 1,80/USS,
poderiamos estimar um custo para o processo de biopolpacfio da ordem de R$ 26,00/ton de
polpa. De fato, o custo da etapa de biotratamento é de dificil estimativa, principalmente
porque néo ha até o momento a produgéio em escala industrial de inoculo de C. subvermispora
ou outro fungo de decomposigéio branca. A obtengio de estimativas de custo para o consumo
de vapor, energia elétrica e m#o de obra, ¢ factivel, porém os dados se limitam a realidade da
escala piloto de biotratamento, que certamente seria alterada em fungfio da ampliagfio de
escala do processo para o nivel industrial. Nesse sentindo, uma abordagem alternativa de
avaliacdo econdmica pode ser feita para definir valores limite de custo para a etapa de
biotratamento em face dos beneficios oriundos da economia de energia decorrentes do uso de
madeira biotratada.

As Figuras 11, a e b, mostram a simulagdo dos valores de ganho real no processo de
biopolpagiio em funcio da economia de energia e do custo do bioprocesso. Essa simulacdo
tomou como base o valor originalmente proposto por Scott et al. (2002) para a etapa de

biotratamento, além de variagdes para mais e para menos nas proporgdes de 1,5 e 2 vezes.
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Figura 11. Simulagfo do beneficio econdmico devido a aplicagdo do processo de biopolpacio
considerando diferentes niveis de economia de energia e custos varidveis para o processo de
biotratamento dos cavacos. (A) dados simulados considerando o custo da energia elétrica a R$
134,00/MWh; (B) dados simulados considerando o custo da energia elétrica a R$
225,00/MWh.

Na Figura 1la, que parte da premissa da tarifa de energia elétrica no valor de
R§ 134,00/MWh, pode-se verificar que os beneficios econdmicos da biopolpagfio passariam a
ser obtidos quando a economia de energia devido ao uso de madeira biotratada superasse

cerca de 24% quando se considera o custo do biotratamento sugerido por Scott et al. (2002),
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ou seja, R 26,00/ton. No cendrio que considera a tarifa de energia elétrica como
R$ 225,00/MWh (Figura 11b), os beneficios econdmicos oriundos da aplicagio da
biopolpacéo ja poderiam ser obtidos a partir de cerca de 14% de economia de energia, quando
o custo do biotratamento ¢ aquele proposto por Scott et al. (2002). Obviamente, custos
menores para a etapa de biotratamento permitiriam que os beneficios fossem obtidos mesmo
com niveis menores de economia de energia nos dois cenarios avaliados.

O custo da etapa de biotratamento pode variar de acordo com a complexidade do
sistema de inoculacfio e manutencdo da pilha de cavacos inoculada. Em termos conceituais,
essa etapa do bioprocesso poderia ser simplificada ao extremo se a inoculagdo fosse feita
diretamente sobre cavacos frescos, nio descontaminados com vapor. Nesse caso, o fungo
inoculado deveria ser agressivo o suficiente para competir com a biota naturalmente
encontrada na madeira ¢ nos pétios de cavaco das industrias de celulose e papel. O
desenvolvimento da planta piloto mencionada anteriormente mostrou que uma limitagio do
sistema de inoculagfo com micélio suspenso em agua esta relacionada com a contaminagéo
das pilhas de cavacos com fungos oportunistas. Esse problema tem se mostrado especialmente
grave quando a inoculagdo inclui 0 uso de milhocina como co-substrato para o processo de
coloniza¢do da madeira.

Considerando os problemas de contaminacio mencionados anteriormente, alguns
estudos foram desenvolvidos com o objetivo de avaliar a capacidade de C. subvermispora
para competir com fungos naturalmente encontrados na madeira de E. grandis ou no ambiente
de um patio de cavacos da industria de celulose (Masarin et al., 2008; 2009). Os resultados
mostraram que cultivos de C. subvermispora sobre madeira autoclavadas permanecem livres
de contaminantes, como era esperado, e o micélio de C. subvermispora rapidamente coloniza
os cavacos inoculados. Por outro lado, quando madeira recentemente cortada, mas nfo

autoclavada, foi inoculada com C. subvermispora, bolores primarios cresceram rapidamente
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resultando em culturas fortemente contaminadas, independentemente da carga de indculo
aplicada (5, 50 e 3000 mg de micélio/kg de madeira). Os contaminantes observados
pertencem principalmente aos géneros Aspergillus spp e Penicillium spp (Masarin et al.,
2009).

A partir de cavacos inoculados com C. subvermispora, porém contaminados com
fungos indesejaveis foi possivel avaliar se as espécies em questdo competem por meio de
antibiose ou simplesmente por capacidade diferenciada de colonizar o substrato. Isso foi
determinado em cultivos suplementados com fungicidas especificos como o benomil (2-
benzimidazolecarbamato de 1-metil-1-butilcarbamil, Aldrich) que € ativo contra os bolores
primérios, porém € indcuo aos basidiomicetos (Masarin et al., 2008). Cavacos contaminados
foram inseridos em placas de Petri contendo meio suplementado com benomil € o crescimento
fungico foi observado ao longo de 2 semanas (Figura 12). Foi possivel observar que o micélio
de C. subvermispora volta a crescer nesse meio sugerindo que os fungos envolvidos
competem pelas fontes de carbono de facil assimilagfio (tanto milhocina como resinas da
madeira) € ndo por antibiose, o que levaria a morte do fungo de decomposi¢éio branca. No
entanto, na competicdo pelo substrato, C. subvermispora é claramente menos eficiente do que
0s bolores primérios e ndo consegue colonizar efetivamente o substrato.

Ao longo do desenvolvimento experimental de operacdo da planta piloto em estudo foi
possivel demonstrar que uma alternativa aos problemas de contaminacio mencionados
anteriormente é o uso de cavacos pré-cultivados como indculo no lugar de micélio mais
milhocina. Esse tipo de inoculagfo tem sido usado em nossos estudos em escala piloto e
permitin a obten¢io de economias significativas de energia conforme anteriormente
mencionado. Com esse tipo de inoculagfio, até mesmo cavacos frescos nfio descontaminados
podem ser efetivamente colonizados por C. subvermispora. Em virtude do avango incremental

obtido na tecnologia de biopolpacio decorrente desse tipo de inoculagdio, apresentamos
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recentemente um pedido de patente frente ao INPI visando proteger os processos industriais

que permitem a aplicagdo dessa via de inoculagfio (pedido depositado em 20/03/2008).

Figura 12. Placa de Petri cultivada por 7 dias contendo meio batata-dextrose/extrato de
levedura, 4 mg.L”' de benomil e um cavaco de E. grandis proveniente de um cultivo (28 dias)
contaminado que recebeu indculo de C. subvermispora na carga de 500 mg de micélio/kg de
madeira. O micélio branco crescendo a partir do cavaco apresenta as caracteristicas tipicas de

C. subvermispora.

5.1.2 Branqueabilidade e estabilidade de alvura em biopolpas TMP preparadas em
escala industrial

As polpas bio-TMP produzidas em escala industrial apresentaram menor alvura do que
as polpas TMP controle: 44% na biopolpa contra 60% na polpa TMP controle. Sykes (1993),
usando madeira de Aspen e biotratamento com Phanerochaete chrysosporium seguido de
polpacdo mecénica por refinamento (RMP) também observaram o mesmo efeito de
escurecimento das biopolpas. Entretanto, as causas desse escurecimento ainda nfo estdo
completamente elucidadas. No caso das polpas TMP de E. grandis, avaliamos a
branqueabilidade em um processo tradicional de branqueamento com perdxido de hidrogénio

(Fig. 13) (Guerra et al., 2006). E bastante interessante notar que quando as polpas bio-TMP
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foram submetidas ao branqueamento, a reagdo controle, na qual uma polpa pré-tratada com
DTPA foi impregnada com solucdo alcalina a pH 11 e depois lavada com agua, houve um
aunmento na alvura de 44% para 55 %. Por outro lado, o mesmo tratamento nfo causou
aumento significativo de alvura na polpa controle. Este resultado indica que uma fragdo
importante dos croméforos contidos nas biopolpas pode ser facilmente removida com uma
etapa de lavagem alcalina. Durante o branqueamento com peréxido de hidrogénio, a polpa
bio-TMP sofreu um aumento de alvura mais pronunciado do que a polpa controle nas cargas
baixas de perdxido (Fig. 13). Entretanto, a alvura final da biopolpa foi sempre levemente
inferior & alvura da polpa controle. Por exemplo, para um branqueamento de laboratério de
um tnico estagio com 5% de perdxido de hidrogénio, a alvura final obtida foi de 70% e 72%
para as polpas bio-TMP e TMP controle, respectivamente. Cargas mais elevadas de peréxido

de hidrogénio tiveram um efeito pouco efetivo para aumentar a alvura final das polpas (Fig.

13).

CAlvura (%)

=~ polpa nao tratada Eo
0 2 4 6 8 10 12 14

Carga de H,0, (% p/p em base de polpa seca)

Figura 13. Branqueamento com peroxido de hidrogénio de polpas TMP de E. grandis. (o)
polpa TMP controle; (e) polpa bioTMP.
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Ensaios de foto-reversdo da alvura aplicados as polpas TMP em estudo mostraram que
as polpas bio-TMP foram mais estdveis durante as primeiras horas de foto-reversfo quando
comparadas com as polpas controle (Fig. 14). Por exemplo, polpas bio-TMP com 63% de
alvura inicial perderam 18 pontos de alvura apés 1 hora de foto-reversédo, enquanto as polpas
TMP controle com a mesma alvura inicial perderam 24 pontos no mesmo periodo. Entretanto,

uma foto-reversdo prolongada resultou em niveis similares de alvura final nas duas polpas.

Alvura (%)

1 0 2 4 6 8

Tempo de tratamento (h)

Figura 14. Reversdo de alvura induzida pela exposigio a luz de polpas TMP de £. grandis

branqueadas com peréxido de hidrogénio. (o) polpa TMP controle; (o) polpa bio-TMP.

Graficos que relacionam o escurecimento de polpas com varios niveis de alvura inicial
em func¢do da alvura final apés um determinado tempo de foto-tratamento permitem uma
visdio mais ampla sobre a estabilidade de alvura dessas polpas (Fig. 15). Com base nesses
graficos fica claro que as polpas bio-TMP e TMP controle foram muito similares quanto a

foto-reversio de alvura.
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Figura 15. Foto-reversdo de alvura em polpas TMP de E. grandis em fungdo de niveis

variados de alvura inicial. (o) polpa TMP controle; () polpa bio-TMP.

5.1.3. Polpacio quimiomecinica em escala de laboratério de cavacos de E. grandis
biotratados por C. subvermispora

Qs processos de polpagdo mecénica, termomecénica e quimiotermomecénica 580
utilizados industrialmente € se baseiam no emprego de refinadores de disco de grande porte
que operam com consisténcias normalmente elevadas (até¢ 30% de massa de madeira/volume
de dgua) (Biermann, 1993). Esse processo ¢ de dificil simula¢fio em pequena escala devido a
escassez de refinadores de laboratdrio com capacidade de simular as condig¢fes industriais.
Uma abordagem factivel em escala de laboratéorio € a mimetizaciio de condigdes
experimentais que permitam desfibrar e refinar cavacos de madeira com equipamentos
usualmente empregados na caracterizagfo de fibras oriundas de polpas kraft (livres de lignina).
Nesse sentido, desenvolvemos um processo de polpagdio CTMP em laboratério para avaliar a
resposta diferenciada de madeiras biotratadas sob diferentes condi¢Ses de cultivo frente ao
processo de polpagdo (Vicentim e Ferraz, 2008). Os cavacos passaram por um pré-iratamento
com sulfito alcalino sob alta temperatura (120°C) e em seguida foram desfibrados e refinados

mecanicamente. O pré-tratamento quimico promove a sulfonacdo e uma dissolugéo parcial da
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lignina, além de remover parte expressiva dos extrativos e de pequena fragéio de hemicelulose,
tornando a madeira mais susceptivel ao desfibramento. Com base nesse procedimento, um
conjunto de cavacos foi processado e avaliado quanto aos efeitos da biodegradagio sobre a
produgdo das polpas CTMP. Apds a etapa de digestdo em sulfito alcalino e desfibramento
mecanico, o material destibrado foi submetido a uma etapa de refino em refinador Jokro. O
rendimento da etapa quimica e o teor de rejeitos (palitos) determinado apds as etapas de

desfibramento estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Rendimento da etapa quimica e teor de palitos na polpagio CTMP de E. grandis

em escala de laboratdrio.

Amostra Rendimento  Rejeitos 1 Rejeitos 2°
(o) (*0) (%)

Controle 88 4] 2.5

Biotratada em meio 90 22 2.8

contendo milhocina

* Quantidade de palitos apds a etapa de desfibramento em liquidificador;
® Quantidade de palitos residuais apés o desfibramento da fragio "rejeitos 1" em moinho

Jokro.

O rendimento de polpacéo, avaliado apos a etapa de cozimento em sulfito alcalino, foi
praticamente igual nas duas amostras estudadas (88 a 90%). Ja o teor de palitos obtidos apds a
primeira etapa de desfibramento diminuiu significativamente quando cavacos biotratados
foram utilizados. Os rejeitos da primeira etapa de desfibramento em liquidificador foram
submetidos a uma segunda etapa de desfibramento, realizada em moinho Jokro, com adiggo
de licor sulfito alcalino. Essa etapa adicional praticamente transformou todos os aglomerados
(palitos) em fibras livres, j&4 que o teor de rejeitos dessa segunda etapa fot inferior a 3%. As
fibras classificadas de ambas as etapas de desfibramento foram combinadas e refinadas por

intervalos de tempo entre 30 ¢ 90 minutos. A Figura 16 mostra a curva de drenabilidade em
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fungfio do tempo de refinamento. Nota-se claramente que as amostras biotratadas fibrilaram
mais rapidamente do que a controle. Por exemplo, para a produgéio de polpa com 23 °SR a
amostra controle necessitou de 90 minutos de processamento, enquanto a amostra biotratada

ja apresentava o mesmo grau de refino aos 70 min de tratamento no refinador Jokro.
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Figura 16. Perfil de refinamento em laboratério de polpas CTMP de E. grandis. (o) polpa
CTMP controle; (o) polpa bio-CTMP.

As polpas refinadas foram ainda avaliadas quanto a resisténcia a tragdo e ao rasgo,
além de uma avaliagéio da distribui¢fio do tamanho de fibras. O comprimento médio das fibras
de polpas CTMP obtidas em escala de laboratdrio a partir da madeira controle (Fig. 17) foi de
magnitude similar ao reportado para vérias espécies de eucalipto (Mardones et al. 2006).
Além disso, a distribui¢do do tamanho de fibras se manteve praticamente inalterada ao longo
das etapas de refino avaliadas. Por exemplo, as polpas de madeira controle apresentaram um
comprimento médio (em nimero) das fibras de 606 mm e 623 mm para as polpas refinadas
por 30 e 90 min, respectivamente. A Figura 17 ilustra a distribui¢do de tamanho de fibras para
a polpa refinada por 90 min. A biopolpa em estudo apresentou essencialmente o mesmo

comportamento quanto a distribuicio do tamanho de fibras.
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Figura 17. Distribuigdo do comprimento das fibras de polpa CTMP de E. grandis refinada

por 90 min.

A evolucéo da resisténcia a tragfio € ao rasgo das polpas em estudo esta mostrada nas
Figuras 18 e 19. Como era esperado para polpas mecénicas, a resisténcia a tracdo aumenta
durante o refino, enquanto a resisténcia ao rasgo apresenta um comportamento oposto. Na
amostra controle, a resisténcia a tra¢dio foi diretamente proporcional ao nivel de fibrilagio. Por
outro lado, a biopolpa mostrou um aumento intenso na resisténcia a tragdo mesmo com
pequenos incrementos no nivel de fibrilagio (dados na faixa de 13 a 18 °SR). Uma
comparacfio dos indices de resisténcia a tracfio das polpas em fungfio dos tempos de refino
mostra que as biopolpas atingem maiores valores de resisténeia a tragdo em tempos mais
curtos de refino. Em outras palavras, pode-se supor que uma menor energia de refino seria
necessaria para se obter um determinado nivel de resisténcia a tragio (Fig. 18b). Os indices de
resisténcia ao rasgo dessas polpas estdo mostrados na Figura 19. Pode-se notar que as
biopolpas apresentaram resisténcias ao rasgo levemente maiores do que as observadas nas
polpas controle. Uma forma frequentemente usada para comparar qualidade mecénica de
polpas celuldsicas € avaliar simultaneamente as resisténcias a tragio e ao rasgo, como

ilustrado na Figura 20 para as polpas em questio.
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Figura 18. Resisténcia & tragfio de polpas CTMP de E. grandis. (a) resisténcia em fungéio do
grau de fibrilacdo e (b) em funcio do tempo de refino. (o) polpa CTMP controle; (o) polpa
bio-CTMP.
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Figura 19. Indice de resisténcia ao rasgo de polpas CTMP de £. grandis. (o) polpa CTMP
controle; () polpa bio-CTMP.
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Figura 20. Contraposi¢io dos indices de resisténcia ao rasgo e & tragéo de polpas CTMP de E.

grandis. (o) polpa CTMP controle; (o) polpa bio-CTMP.

A contraposi¢iio dos dados aqui apresentados com alguns estudos anteriormente
descritos na literatura leva a conclusdes importantes. Em geral, nos processos de polpacio
RMP desenvolvidos em laboratorio (Leatham et al. 1990; Akhtar et al. 1993; Akhtar et al.,
1998), as amostras de madeira biotratada permitiram melhorias significativas das
propriedades mecénicas, além de proporcionar economia de energia durante o desfibramento
e refino. No caso especifico da biopolpagio de E. grandis, um estudo desenhado para avaliar
a polpacio TMP/RMP (2 estdgios subsequentes) de cavacos biotratados por C. subvermispora
em um cultivo suplementado com milhocina foi observado uma economia de energia de 17%
quando as amostras biotratadas foram usadas para preparar polpas com 32 °SR (Scott et al.
2002). Essas biopolpas apresentaram indices de resisténcia a fragdo e ao rasgo 2 vezes
maiores do que os observados nas polpas de madeira controle. Por outro lado, os dados
referentes a polpagio CTMP de E. grandis biotratado por C. subvermispora aqui apresentados
indicam que n#o houve uma melhora tdo expressiva na resisténcia das biopolpas como tem
sido reportado para os processos TMP e RMP. Essa observagdo sugere que o uso de sulfito

alcalino no processo de polpagfo diminui o nivel de beneficio oriundo do biotratamento dos
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cavacos, o que faz sentido, visto que as polpas CTMP sio, em geral, naturalmente mais
resistentes do que as polpas TMP ¢ RMP (Bierman, 1993). A mesma observacfio ganha
respaldo quando se avalia as propriedades mecénicas de biopolpas obtidas a partir do processo
kraft que tem no processo de deslignificagdo quimica o maior responsavel pelo colapso do
sistema fibrilar da madeira. Nesse caso, o biotratamento dos cavacos com C. subvermispora
praticamente ndo altera as propriedades mecénicas das polpas obtidas (Bajpai et al. 2001;

Kang et al. 2003; Mardones et al. 2006).

5.2 Mecanismos de biodegradacio da madeira que explicam os beneficios obtidos no
processo de biopolpacio

Apesar da tecnologia da biopolpag#o ter sido avaliada em escala industrial, conforme
discussdo anterior, as bases quimicas e bioquimicas do processo ainda néo sdo completamente
conhecidas. Em geral, os beneficios do pré-tratamento da madeira com fungos de
decomposigdo branca sfio obtidos ja nos estagios inicias de biodegradagdo, quando as perdas
de massa da madeira ainda nfo ultrapassaram 5% (Akhtar et al., 1998; Ferraz et al. 2008).
Com biotratamentos tdo curtos quanto uma semana, os cavacos de madeira biotratada ja se
apresentam mais frageis e podem ser rompidos facilmente no sentido das fibras (Hunt et al.,
2004). Essse efeito de amolecimento foi, de fato, a base para as propostas inicias do processo
de biopolpacéio (Akhtar et al., 1998).

Apesar de intensa atividade de pesquisa nessa area nos ultimos 15 anos, muitas
questdes sobre os fundamentos moleculares da biopolpagio ainda permanecem sem resposta.
Entre essas questdes podemos listar as que seguem: Quais sfio as modificagdes quimicas
sofridas pela madeira que explicariam o efeito de amolecimento anteriormente mencionado?
Quais sfo os agentes bioquimicos envolvidos? Existiria um tUnico fator responsavel pelos

beneticios da biopolpagéo?
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Considerando as alteragdes quimicas sofridas pela madeira durante o biotratamento, os
estudos recentes tém apontado para dois diferentes tipos de transformacfio. Um deles,
discutido em maiores detalhes a seguir, envolve uma intensa despolimerizagio da lignina
mesmo em tempos curtos de biotratamento (Guerra et al., 2002; 2003; 2004; Vicentim e
Ferraz, 2007). O outro indica que ocorre a formagéo de novos grupos carboxilicos na madeira
biotratada, quer por esterificagdo de uma das carboxilas do dcido oxalico produzido pelo
fungo ou pela oxidagfio das cadeias laterais da lignina (Hunt et al., 2004). A formagéo desses
novos grupos carboxilicos resulta no aumento no ponto de saturagfo das fibras com dgua, o
que facilitaria o desfibramento em refinadores de discos. Os dois tipos de biotransformacéo
poderiam afetar a intensidade de interag@o fibra-fibra e, consequentemente, diminuir a
resisténcia fisica da madeira. Obviamente, estas modifica¢des na estrutura dos componentes
da madeira nfo s@o efeitos isolados ¢ a alteragfio geral da estrutura e ultra-estrutura da
madeira devem afetar o comportamento do material biotratado frente aos processos
posteriores de polpacio.

Um fato que requer atencdo especial € que nfo h& uma correlagdo direta entre a
extensfio da perda de componentes da madeira com os beneficios da biopolpagdo. Por
exemplo, a extensdo da remocdo de lignina durante o pré-tratamento fingico nfo estd
correlacionada com a economia de energia no processo de polpacdo bio-mecéanica (I.eathan et
al., 1990; Hunt et al., 2004) ou com o aumento na velocidade de deslignificacio observado em
processos de polpagfio quimica como o organosolv (Ferraz et al., 2000} ou o kraft (Mendonga
et al., 2002).

Cabe ainda mencionar que as mudangas induzidas na madeira que proporcionam os
beneficios para a polpagdo mecinica, ndo sdo necessariamente as mesmas que as requeridas
para a polpagdo quimica. Por exemplo, apesar de a esterificacdo de oxalato as fibras e a

oxidacdo das cadeias laterais da lignina correlacionarem com os beneficios observados na
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polpagdo biomecanica (Hunt et al., 2004), essas transformagdes nfo devem proporcionar
beneficios a polpagdo kraft, uma vez que tanto os ésteres de acido oxalico quanto os novos
grupos carboxilicos irdo consumir parte do alcali ativo usado no processo de polpagdo.

Em outra frente de pesquisa, alguns trabalhos mostram que algumas bandas de
espectros de madeira na regifio do infravermelho préoximo (NIR) sfo fortemente afetadas
desde estagios de biodegradagfo tdo curtos quanto 4 dias (Schwanninger et al., 2004). Estas
modifica¢des nas bandas de NIR indicam que mudangas estruturais importantes ocorrem na
madeira ja nos estdgios iniciais de biodegradagfo. Mais relevante ainda € que essas bandas
NIR podem refletir nfio somente mudangas em ligacdes covalentes, mas também mudancas
em intera¢es fibra-fibra, tais como as pontes de hidrogénio. E possivel que mudangas
minimas nas pontes de hidrogénio entre as superficies das fibras sejam responsaveis pelo
efeito de amolecimento observado durante o biotratamento por fungos de decomposi¢io
branca que facilitariam a ruptura da madeira ao longo das fibras em refinadores de discos.

Todas essas observagdes experimentais enfatizam que as transformagdes da madeira
ocorridas durante a biodegradagdo necessitam ser exploradas se nds desejamos obter uma
compreensdo efetiva da quimica envolvida no processo de biopolpag#io. Dentro desse tema de
intensa pesquisa em varios paises do mundo, temos desenvolvido uma série de estudos que
visam estabelecer quais sfo as modifica¢Ges quimicas induzidas nos componentes da madeira
por uma das espécies de fungo mais usadas nos processos de biopolpagéo, C. subvermispora.
Todos esses estudos tém se caracterizado por avaliar a degradagfio de cada componente em
ensaios realizados diretamente sobre a madeira em condi¢des que simulam a biopolpagdo. Por
outro lado, estudos in vitro envolvendo a degradagdo de compostos modelo reportados na
literatura tém sido fundamentais para o estabelecimento dos mecanismos que poderiam
explicar a degradagéo dos componentes da madeira. Parte desses estudos ¢ abordada a segutr,

com énfase para a agdo de C. subvermispora sobre os componentes da madeira.
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5.2.1 Degradacio de lignina

A ligmina residual presente na madetra de P. taeda biotratada por C. subvermispora foi
inicialmente caracterizada por técnicas de analise in sitv (Guerra et al., 2002). A madeira
biotratda foi analisada por oxidacfio com Oxido de cobre e por derivatizacio seguida de
clivagem redutiva (DFRC), que ¢ um método seletivo para a ruptura de ligagdes aril-éter na
lignina (Lu e Ralph, 1997). No caso das rea¢des de DFRC, os principais mondmeros gerados
foram o cis- e o frans-acetato de 4-acetoxicinamila, como ilustra a Figura 21. O rendimento
de mondémeros na reacdo DFRC diminuiu significativamente ji nos estagios iniciais de
biodegradagio (27% e 53% apos 15 e 30 dias, respectivamente) enquanto que a perda de
massa e de lignina atingiu, respectivamente, somente 2,3% ¢ 3%, ¢ 9,6% e 10,9%, para os
mesmos periodos de biodegradacio (Tab. 5). Os principais monémeros da oxidacdo com
6xido de cobre foram, vanilina, acetoguaiacona, dcido vanilico e acido p-hidroxibenzdico
(Tab. 6). O rendimento de vanilina decresceu de 9,5% na madeira controle para 8,1% e 5,6%
nas amostras biotratadas por 60 e 90 dias, respectivamente. Essa perda de rendimento em
vanilina deve refletir um acumulo de ligagdes em estruturas condensadas da lignina ou mesmo
a reagdes de biodegradagfio que levaram a abertura dos anéis aromaticos da lignina. Os dados
mencionados, avaliados em conjunto, indicaram que houve uma extensiva despolimerizagio
da lignina em tempos curtos de biodegradagio, mesmo antes de uma mineralizacio efetiva

(perda de lignina) ter ocorrido nos cultivos.
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Figura 21. Reacdes da lignina durante a derivatizagdo com brometo de acetila seguida de
clivagem redutiva com Zn e acetilagio com anidrido acético (DFRC). Nota-se que as ligagGes
éter (P-0-4) sfo clivadas gerando “mondmeros™ de diacetato de coniferila (G) e de sinapila

(S) que podem ser quantificados por cromatografia gasosa (reproduzido com modificagGes de

Lu e Ralph, 1997).

Tabela 5. Rendimento de mondmeros recuperados apos a reagio de DFRC aplicada a madeira

de P. taeda degradada por C. subvermispora.

Tempo de Perda de massa  Perda de Teor de Rendimento de mondmeros
biotratamento (dias) (%) lignina (%) lignina (%) apds reagdo de DFRC
(%, g/100g de lignina)
0 0 0 282+04 26+3
15 22105 9.6 +£0,6 26,1 +0,6 2142
30 3.0£04 10,7+ 0,3 25,9+0,1 13,8 +0,6
60 9x2 16,6 £ 0,1 25,8+0,5 15,6 +0,8
90 12,8 £0,7 211 258+03 14,6 £ 0,7
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Tabela 6. Rendimento de mondmeros derivados da lignina apds reagdo de oxidagio com CuQ

aplicada 2 madeira de P. faeda degradada por C. subvermispora.

Tempo de Rendimento (%, g/100 g de lignina)

biotratamento (dias)

Total Vanilina  Acetoguaiacona  Acido Acido p-

Vanilico Hidroxibenzoico

0 36+1  95+0,6 21404  2,8+04 0,8£0,1
15 3742 93+06 24+04  2,1£05 1,0+0,1
30 35+2 89+08 2,0 0,1 2,4+02 0,8 +0,3
60 35+1  8,1+06 2,0+0,1 2,840,5 0,8:£0,1
90 441  56%03 2,1 £0,1 3,6+ 0,3 0,9+0,1

Estudos posteriores foram realizados a partir das ligninas de madeira moida (LMM)
extraidas das mesmas amostras de madeira biotratada mencionadas anteriormente (Guerra et
al., 2003; 2004). Estudos de cromatografia de exclusfio das EMMs confirmaram que a
despolimerizagfio de lignina foi intensa nos estagios iniciais de biodegradacio como mostrado

nas Figura 22 € Tabela 7.

Absorbéancia relativa em 280 nm

30,000 10,000 1,000 100
Coeficiente de particdo (Kd) e massa molar (Da)

Figura 22. Cromatografia de exclusfio de amostras de LMM isoladas de P. faeda biotratado
por C. subvermispora. (¢) madeira controle; (0), ({1), (A) e (0) madeira biotratada por 15, 30,

60 e 90 dias respectivamente.
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Tabela 7. Massa molar média em massa (Mw), massa molar média em numero (Mn),
polidispersibilidade (D) e fragdes excluidas pela coluna de permeagfo em gel de amostras de

ligninas isoladas de P. taeda biotratado por C. subvermispora.

Tempo de Mw Mn D Fracdo excluida pela coluna
biotratamento (Da) (Da) (%)
(dias)

Controle 7.790 989 1,9 11,0
15 6.330 746 8.5 9.4

30 5.300 743 7.1 5.3

60 5.245 743 7,0 4,0

90 5.147 770 6,7 4,0

As mesmas ligninas foram ainda caracterizadas por métodos de analise por via umida
e por técnicas espectroscopicas. O tratamento dessas ligninas por DFRC tornou possivel
diagnosticar, além dos mondmeros de DFRC, também os produtos diméricos (ilustrados na
Figura 23) que sdo diagnosticos da ocorréncia de ligagdes do tipo pB-f3, B-5, B-1 e 4-0-5 na
estrutura da lignina. A quantificacio desses produtos de DFRC indicou novamente uma
clivagem significativa de ligagdes B-O-4 enquanto que as ligagdes p-B, p-5, p-1 e 4-0O-5
foram mais resistentes ao ataque biologico (Fig. 24). A quantidade de hidroxilas aromaticas
nessas ligninas, estimada por RMN-'H (Tab. 8), nfo aumentou (de fato, apresentou leve
diminui¢@o) simultaneamente ao desaparecimento das ligagbes B-O-4 o que sugere que os
produtos da clivagem [B-0-4 permaneceram na forma de quinonas como foi evidenciado pelo
aumento da absortividade em 420 nm das ligninas oriundas das madeiras biodegradadas (Tab.

9).
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Figura 23. Estruturas diméricas geradas durante a degradagéio de lignina isolada de P. faeda
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Figura 24. Rendimento total de dimeros e monomeros apos reagiio DFRC de ligninas isoladas

de P. faeda biotratado por C. subvermispora.
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Tabela 8. Dados obtidos a partir de espectros RMN-'H de ligninas isoladas de P. faeda
biotratado por C. subvermispora. Os valores estdo expressos como nimero de prdtons por

unidade Cy da ligmna e derivam de espectros originais obtidos a partir de ligninas acetiladas.

Deslocamento Grupo funcional Numero de H/C9 para amostras
quimico (ppm) biotratadas por vérios periodos
(dias)

Controle 15 30 60 90
6,2-79 H aromatico 2.4 22 2,1 22 272
4,5-52" Hp em unidades B-O-4 1,2 1,0 07 0.8 0,8
3,5-3,9 H em grupos metoxila* 2,7 25 27 25 25
22-25 H fendlicos 0,3 02 02 02 0,2
1,5-2,2 H em hidroxilas aliféticas 1,6 L1 1,1 1,0 1,0
0,0-1,5 H em carbonos saturados e nfo 0.6 09 1,1 1,2 1.3

oxigenados

* O teor de grupos metoxila determinado por via imida apresentaram dados na faixa de 0,9 -

1,0/Cy, correspondendo a 2,7 - 3,0 protons/Co.

Tabela 9. Absortividades na regidgo do UV/visivel de amostras de ligninas isoladas de P.

taeda biotratado por C. subvermispora.

Tempo de biodegradagéo (dias) Absortividade (L.g".cm™) Relagéo de
absortividades
280 (nm) 310 (nm) 420 (nm) 280/310  280/420

Controle 154 6,9 0,1 2,2 154

15 15,6 5,9 0,1 24 156

30 17,8 8.4 0,2 2,1 89

60 18.4 8,2 0,2 2,2 88

90 14,7 6,1 0,2 24 73

A diminui¢do no rendimento de mondmeros do DFRC pode ser, a principio, uma
decorréncia direta da quebra de ligacdes aril-éter induzidas pela agéio do fungo. No entanto, a
ruptura de ligagdes Ca-CP na lignina, levaria 4 formacgdo de derivados do benzaldeido e do

acido benzilico na lignina residual que também poderiam causar a diminui¢do no rendimento
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de mondmeros durante a reaco de DFRC. Isso ocorre, pois esses derivados ndo gerariam os
mondmeros tipicamente quantificados na reagdo de DFRC (Fig. 21). De {orma similar, a
simples oxidacfio do carbono aifa em estruturas B-O-4 resultaria na formagdio de novas
subestruturas contendo o~carbonilas que renderiam metoxifenil-1-propanonas e metoxifenil-
1-acetoxi-2-propanonas no DFRC no lugar dos tradicionais acetatos de 4-acetoxicinamila (Lu
e Ralph, 1997). As irés possiveis vias de degradagiio mencionadas anteriormente estdo

ilustradas na Figura 25.
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Figura 25. Possiveis rotas de degradagfio da lignina durante o biotratamento de P. faeda por

C. subvermispora.

A fim de melhorar o diagnéstico sobre as possiveis rotas de degradacéio da lignina
durante o biotratamento de P. taeda por C. subvermispora, as LMMs foram ainda
caracterizadas por RMN-BC ¢ RMN-2D (HMQC BC.'H) (Guerra et al., 2004). O estudo
baseado no RMN-'2C revelou que a regigdo de c-carbonilas e carboxilas do espectro (acima
de 180 ppm), apesar de apresentar sinais, ndo teve as intensidades significativamente alteradas

em funcio do tempo de biotratamento. Os espectros de RMN-2D mostraram a auséncia de
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sinais atribuiveis a a-carbonilas em estruturas aril-éter. Ou seja, o sinal 3C/H 82-84/5.4-5.6
ppm que é caracteristico de B-CH em a~ceto-B-aril-éter (Ralph et al., 2004) néo foi observado.
Esses dados sugeriram que a simples oxidacdo Ca de ligagdes $-O-4 e a ruptura Ca-CP (que
levaria a formacfo de novos grupos aldeido ou carboxilicos) nfio representariam rotas
importantes de biodegradacfio. No entanto, a técnica de RMN-"C operada no sistema de
rotina (sem desacoplamento de protons) apresenta baixa sensibilidade para a detecgdo de
carbonilas e carboxilas (Robert e Chen, 1989). Dessa forma, um estudo subsequente avaliou a
degradac@io da lignina de P. taeda durante o tratamento com C. subvermispora usando duas
novas técnicas analiticas (Aguiar, 2008). Tioaciddlise foi utilizada para confirmar os niveis de
ruptura de ligagdes aril-éter (Rolando et al., 1992) e as ligninas residuais da madeira
biotratada foram caracterizadas por RMN->'P, a partir de derivados fosfitilados (Granata e
Argyropoulos, 1995). Essa ultima técnica € bastante atil, pois permite quantificar carboxilas
em lignoceluldsicos biodegradados de forma inequivoca (Crestini et al., 1998).

O rendimento de mondmeros recuperados apds a ticacidolise das madeiras biotratadas
diminuiu significativamente apds a primeira semana de degradagfo, enquanto a perda de
lignina permaneceu em niveis inferiores a 1% (Fig. 26). Apds 2 semanas de tratamento, a
perda de lignina permaneceu baixa (3%) e o rendimento de mondmeros recuperados da
tioacidolise diminuin 29%. Esses dados confirmaram que a despolimerizacio da lignina
(demonstrada pela diminuic&o continua do rendimento de mondmeros da tioaciddlise) nédo foi
seguida de intensa mineralizacfio. Apds 4 semanas de degradacéo, a perda de lignina atingiu
um valor elevado (12%) enquanto o rendimento de mondmeros da tioacidolise ja correspondia
a somente metade do valor inicial. Esses dados corroboraram os estudos anteriores

monitorados pela técnica de DFRC.
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Figura 26. Rendimento de mondmeros na tioacidélise e perda de lignina durante a

biodegradac¢éo de P. taeda por C. subvermispora.

A lignina residual dessas amostras foi extraida por acidélise branda (Evtuguin et al.,
2001) e caracterizada pela técnica de RMN-"'P aplicada a amostras de lignina previamente
fosfitiladas (Granata e Argyropoulos, 1995) (Fig. 27). Os teores de hidroxilas aromaticas e
alifaticas diminuiram em fungdo do tempo de biotratamento (Fig. 28), corroborando dados
anteriores obtidos a partir de RMH-"H (Tab. 8). Por outro lado, o teor de carboxilas aumentou
significativamente ao longo das 4 semanas de biotratamento (Fig. 28), o que ndo havia sido

detectado nos estudos anteriores realizados a partir da técnica de RMN-"C.
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biotratado por C. subvermispora por 4 semanas (A).
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Figura 28. Teor de grupos funcionais em ligninas de P. faeda biotratado por C.
subvermispora determinados a partir da técnica de RMN-""P aplicada a derivados fosfitilados

da lignina.

De uma forma geral, os dados obtidos a partir da tioacidélise e de RMN-'P
confirmaram que a lignina residual sofreu modifica¢des estruturais significativas. Também foi
possivel demonstrar que a lignina residual das madeiras biotratadas apresenta novos grupos
carboxilicos, 0 que pode ser uma evidéncia da ruptura de liga¢des Ca-Cp ainda nfo detectada
nos estudos anteriores. Por outro lado, um resultado que merece atencéio € que 0 aumento no
teor de carboxilas ndo foi proporcional & diminui¢do no teor de hidroxilas alifaticas. Por

exemplo, o teor de carboxilas aumentou 10 pmol g de lignina apés uma semana de
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biotratamento, equanto o teor de hidroxilas alifaticas diminuiu 110 pmol g’ de lignina no
mesmo periodo. Quando o tempo de biotratamento atingiu 4 semanas, o teor de carboxilas
correspondeu a 280 pmol g’ e o de hidroxilas alifaticas foi de 420 pmol g" de lignina. A
formacéo de novos grupos carbonilas apds a quebra de ligagtes aril-éter poderia, a principio,
justificar a diminuicio excessiva de hidroxilas alifaticas.

A compilagdo dos dados mencionados anteriormente € bastante relevante, pois a partir
deles € possivel fazer um contraponto entre as reagdes ocorridas durante a biodegradacgio de
madeira em cultivos em meio sélido que simulam a biopolpagdo (Fig. 25) com aquelas
obtidas a partir do estudo da degradagio de compostos modelo. Por exemplo, Srebotnik et al.
(1997), estudando a degradagéo de compostos modelos de lignina por C. subvermispora em
culturas submersas, obtiveram evidéncias de reagdes que envolvem a quebra de ligagBes aril-
éter, a ruptura Ca-Cp e também a simples oxidacio Co em estruturas $-0-4. Essa ultima,
inclusive, foi uma das principais vias de degradagio.

A partir das informag&es discutidas anterioremente pode-se concluir que durante a
biodegradacdo de madeira por C. subvermispora devem ocorrer 2 rotas principais de
degradacdo da lignina (Fig. 25): a) ruptura de ligacdes B-O-4 levando a formacio de novos
grupos carbonilicos nas cadeias laterias e de quinonas nos anéis aromaticos; b) ruptura de

ligagdes Ca-CP levando a formacio de novas carboxilas na cadeia lateral.

A degradagéo de lignina também foi avaliada durante a biodegradacio de E. grandis.
Nesse caso, vérias condigfes de cultivo foram avaliadas com o objetivo de determinar quais
fatores seriam relevantes para a degradacfo da lignina. As condi¢des de cultivo avaliadas
foram escolhidas com o objetivo de alterar o metabolismo flingico buscando maximizar a
degradacdo de lignina (Vicentim e Ferraz, 2007). A diminui¢&o nos rendimentos de DFRC

das madeiras biotratadas nessas condigbes foi ainda mais pronunciada do que aquela

77



observada durante a degradacgio de P. taeda (Tab. 10). Em determinadas condi¢des de cultivo,
o rendimento dos acetatos de 4-acetoxicinamila diminuiu de 48% na amostra controle para
valores tdo baixos quanto 8% em amostras biotratadas por 15 dias em cultivos suplementados
com milhocina ¢ Mn*". Estes resultados sugerem que, além da ruptura de ligacdes p-O-4 e
Co-CB, a simples oxidagdo Ca ndo deve ser descartada como um possivel mecanismo da

degradacfio de lignina por C. subvermispora em folhosas (E. grandis).

Tabela 10. Perda de massa, lignina e rendimentos de mondmeros na reagdo de DFRC durante

a biodegradaggio da madeira de E. grandis por C. subvermispora sob diferentes condigdes de

cultivo.
Exp. Variaveis Respostas
Mn*” Glicose Milhocina  Perda de massa (%)  Perda de lignina Rendimento de

(mgkede {(g/kgde (glkgde (%) mondimeros no
madeira} madeira) madeira) DFRC (%%)

1 0 0 0 0,46 £ 0,06 2,66 =0,08 25+2

2 12,4 0 0 1,505 6,2+0,5 15+4

3 0 5 0 1,55+ 0,08 5,44+ 0,08 242

4 12,4 5 0 4,0+0,2 5,8+0,2 182

5 0 0 5 40+ 04 7.5+ 0,3 11+£2

6 12,4 0 5 3,704 9+1 8§+1

7 0 5 5 4.4:+0,5 4,1+0,5 16+4

8 12,4 5 5 3,5+0,2 6,2+0,2 165

5.2.2 Participaciio de enzimas oxidativas na degradagiio de lignina

Durante o cultivo de C. subvermispora sobre madeira, a principal enzima oxidativa
produzida ¢ a MnP (Vicuna et al., 1996; Souza-Cruz et al., 2004; Aguiar et al., 2006;
Vicentim e Ferraz, 2007). A adiciio de fontes extras de nitrogénio e glicose aos cultivos
contendo madeira resulta na producfio de lacases durante os estigios iniciais da biodegradagéio,

porém rapidamente a enzima MnP passa a predominar também nesses cultivos (Vicuna et al.,

78



1996; Enoki et al., 1999; Vicentim e Ferraz, 2007). Este fungo produz ainda uma série de
compostos extracelulares de baixa massa molar incluindo dcido oxalico e alguns acidos
graxos (Enoki et al., 1999; Aguiar et al., 2006). Parte dos acidos graxos insaturados é
convertida em perdxidos orginicos durante a biodegradagfio (Enoki et al., 1999). Com base
nesses dados e com base em estudos in vifro com compostos modelo de lignina, tem sido
proposto na literatura que o oxalato de Mn®* (produzido no ciclo catalitico da MnP) inicia a
peroxidaciio de acidos graxos insaturados que pode degradar a lignina por meio do radical
peroxila formado no acido graxo, como ilustrado na Figura 7 para a degradacio de um
composto modelo de lignina nfo fenélico contendo uma ligagfo p-O-4 (Kapich et al., 1999).
Nos experimentos de biodegrada¢io de E. grandis por C. subvermispora, a
transformacgdo ou remocéo de lignina ndo mostrou uma correlagéo direta com os niveis de
MnP detectados nos cultivos (Fig. 29). Nessa figura se nota uma grande dispersdo dos dados
quando se busca correlacionar os niveis de MnP dos cultivos com a perda de lignina ou o
rendimento de mondmeros no DFRC. De fato, mesmo niveis baixos de MnP nos cultivos
foram suficientes para proporcionar perdas de lignina elevadas e diminui¢des expressivas no
rendimento de monémeros do DFRC. Isso sugere que para aumentar a degradacfo de lignina
ndo basta obter niveis elevados de MnP nos cultivos. Dados similares ja foram descritos para
estudos que envolviam a mineralizagdo de lignina sintética por C. subvermispora cultivado
em meio liquido (Ruttimann-Johnson et al., 1993} e mesmo para a degradacio de lignina por
outro fungo de decomposigfo branca, T. versicolor, em um estudo que avaliou uma grande
diversidade de mutantes dessa espécie agindo sobre polpa kraft n&o branqueada (Adlleman et

al., 1995).

79



“'i
50 £ , I 0 !
2€ 1 %
S 5 40 8
5 == g
g “ ©
£ 30 g @~ 6 £
38 5 2
o E i
c O 20 - -4 g
£ = %} « °
ke @
=& 10- —— L2 o
o L 3]
0
[ o S S SRS S § |
0 300 600 900 1200 1500
Ativdade deMnP no cultivos
(IU.kg™ of dry wood)

Figura 29. Relacfio entre os niveis de MnP detectados em cultivos de C. subvermispora sobre
E. grandis e as perdas de lignina e os rendimentos de mondémeros DFRC na madeira

biotratada.

Conforme mencionado anteriormente, a peroxidagéo de acidos graxos insaturados
iniciada por MnP tem sido apontada como uma via provavel de degradago de lignina por C.
subvermispora. Essa hipitese leva a postular que a baixa solubilidade dos é4cidos graxos
insaturados em agua poderia ser um dos fatores limitantes na degradacgio de lignina.

Em nossos estudos de biodegradagio de E. grandis buscamos correlacionar a extensfo
da biodegradagdo da lignina (avaliada através da clivagem de ligacdes aril-éter e perda de
massa da macromolécula) com o actimulo de substincias reativas com acido tiobarbinirico
(TBARS) nos respectivos cultivos. Vale lembrar que o acimulo de TBARS in situ pode ser
considerado como um indicativo da ocorréncia de reagdes de peroxidag@o de 4cidos graxos
durante a biodegradacdo da madeira (Masaphy et al., 1996; Enoki et al., 1999). A Figura 30
mostra uma relagdo direta entre a quantidade de TBARS e a degradagfio de lignina, pois
quanto maior foi a concentragdo de TBARS, menor foi o rendimento de mondémeros no DFRC,
ou maior foi a perda de massa de lignina (que representa sua completa mineralizagdo ou

fragmentaciio em compostos soliveis em &gua). Isso sugere que a degradagfio da
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macromolécula pode ter sido decorrente principalmente de rea¢des de peroxidagio de acidos

graxos.
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Figura 30. Relagdo entre a quantidade de TBARS e a degradacéio de lignina, estimada pela
clivagem de ligagSes aril-éter (rendimento DFRC) (A) e pela perda de massa da

macromolécula (B) durante a biodegradacgdo de E. grandis por C. subvermispora.

A diminuigfio do rendimento de mondmeros no DFRC ¢ um indicativo claro do inicio
de despolimerizagdo da macromolécula. Ja a perda de lignina representa sua completa
degradagéio até CO, e H,O (mineralizagfo) ou degradacdo até compostos solitveis em agua. A
Figura 31 mostra que houve correlagéo entre a perda de lignina e a diminuig8o no rendimento
de mondmeros de DFRC. Estes resultados confirmam que a despolimerizagio evidenciada

pelo DFRC é, de fato, o passo inicial da completa degradacio da macromolécula.
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Figura 31. Rendimento de DFRC em fungfo da perda de lignina em cultivos de C.

subvermispora sobre E. grandis.

Levando-se em considera¢do a andlise multivariada de fatores realizada na avaliagio
da bicodegradacédo de F. grandis, torna-se evidente que, durante a biodegradagfo da lignina in
sifi, ndo hd um unico fator responsavel pela degradagdo ou transformagdo da lignina. Por
outro lado, os resultados sugerem a existéncia de um compromisso entre quantidades
adequadas de carbono e nitrogénio no meio de cultivo para indugiio da secre¢io de MnP, bem
como niveis adequados de Mn®" para aumentar a eficiéncia da enzima e também para
fomentar as reagfes de peroxidagdo de dcidos graxos insaturados, o que consequentemente
levaria a maior degradagfio da macromolécula.

Ainda com o objetivo de avaliar o papel da MnP nos processos de biopolpagdo, a
madeira biotratada em algumas das condigbes de cultivo mencionadas anteriormente foi
avaliada quanto & resposta ao processo de polpagdo CTMP em escala de laboratério. A Figura
32 mostra os dados que correlacionam os niveis de MnP detectados nos cultivos com os
pardmetros que evidenciam a maior facilidade de desfibramento e de refino das madeiras
biotratadas submetidas & polpagdio CTMP. Pode-se notar que para niveis crescentes de MnP
até cerca de 600 Ul/kg de madeira, menor foi o teor de rejeitos na polpa gerada apds a

primeira etapa de desfibramento e maior foi o nivel de fibrilacfo apds a etapa de refino. No
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estudo em questiio, outros pardmetros de cultivo também foram avaliados, tais como os niveis
de xilanase ou oxalato secretado pelo fungo (Vicentim e Ferraz, 2008). Para esses pardmetros
néo houve uma correlacéo tdo adequada como as observadas com MnP. Corroborando esses
dados, um trabalho recente de selecéio de outros fungos aptos para a biopolpagdo levou a
seleciio do fungo Physisporinus riviulosus T2411 que comprovadamente é um eficiente

produtor de MnP (Hakala et al., 2004; 2005; 2006).
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Figura 32. Relacéo entre os niveis de MnP detectados em cultivos de C. subvermispora sobre

E. grandis e eficiéncia do processo de polpagao CTMP aplicado sobre a madeira biotratada.

5.2.3 Peroxidacio de acido linoleico in vifre imiciada por MnP produzida por C.
subvermispora

Em funcfo dos estudos anteriores demos inicio a um trabalho que visou avaliar se a
MnP produzida por C. subvermispora em cultivos sobre E. granmdis poderia efetivamente
iniciar a peroxidago, in vitro, de dcidos graxos insaturados. Para isso, extratos enzimaticos de
cultivos do fungo sobre madeira, que continham MnP como unica enzima oxidativa, foram
usados para iniciar rea¢des de peroxidag¢do de acido linoleico (Cunha et al., 2010). Essa

reagdo envolve o consumo intenso de O, e, portanto, a sua ocorréncia foi monitorada em um
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oximetro seguindo metodologia descrita por Kapich et al. (2005). Um exemplo de uma reago

monitorada no oximetro ¢ mostrado na Figura 33.

exfract
4 Linoleic acid

250

200 -

Dissolved Gz (nmol.mt™)

0 5 10 15

Reaction time {min} ;

Figura 33. Consumo de Oy em reagdes de peroxidacfo de 4cido linoleico catalisadas por

extratos enzimaticos obtidos de E. grandis biotratado por C. subvermispora.

A adigio do extrato enzimético, fons Mn** ¢ emulsio de acido linoleico dentro da
solugdo contendo tamp#o succinato de sédio e lactato de soédio saturada com O, ndo
causaram consumo significativo de O, indicando a auséncia de reagdes de oxidagdo.
Imediatamente apds a adi¢do de H,O, ao meio reacional, houve um pequeno acimulo de O,
dissolvido que ¢ seguido de intenso consumo, indicando que as rea¢Bes de peroxidacdo
tiveram inicio. A mesma reagdo foi conduzida com extrato enzimatico previamente fervido
por 15 min para desnaturar a MnP presente. Nesse caso, o consumo de O, foi muito baixo,
comprovando que a atividade peroxidativa observada se deve a agéio da MnP. A taxa médxima
de consumo de O, foi calculada para extratos obtidos de diversos cultivos realizados em
diferentes condigdes (Cunha et al., 2010). A Figura 34 apresenta as taxas de consumo de O,
em fun¢do dos niveis de MnP observados nos diferentes extratos. Pode-se observar que

elevadas taxas de consumo de O, correspondem aos extratos que também apresentaram
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elevadas atividades de MnP. No entanto, nota-se que as taxas de consumo de O, crescem
numa menor proporcdo a partir de niveis de MnP maiores que 100 Ul/kg. Esse fato estd de
acordo com o mecanismo reacional proposto para a peroxidagdo de dcidos graxos iniciada por
MnP (Fig. 6), ja que se trata de uma reac¢éio radicalar em cadeia, onde os radicais peroxila
formados podem propagar a reacdio independentemente da presenca de MnP. Ou seja,
havendo certa quantidade minima de iniciador (MnP) em soluco, ja se obtém guantidade
suficiente de radicais peroxila que entfio propagam a reacio. Outro fator que pode limitar a
atividade oxidante de extratos com elevada atividade de MnP ¢ a presenca de compostos
fendlicos com capacidade anti-oxidante (reagem com os radicais formados durante a
peroxidagéio de lipideos, evitando a propagacfio da reacdo). Recentemente, Kapich et al.
(2007) mostraram que varios compostos fenolicos podem inibir a peroxidagdo de 4cidos
graxos insaturados iniciada por MnP purificada a partir de cultivos de P. chrysosporium. E
provavel que 4 medida que a biodegradacdo progride e os niveis de MnP aumentam, os
compostos fendlicos derivados da biodegradacio de lignina comecem a acumular no meio de
cultivo e sejam extraidos juntamente com a enzima, conforme ja demonstrado para cultivos
semelhantes aos desenvolvidos em nosso trabalho monitorados a partir da absorbincia dos
extratos em 280 nm (Carvalho et al., 2008). Esses compostos fendlicos poderiam atuar como
anti-oxidantes e limitar a capacidade peroxidativa dos extratos como observado na Figura 34

para nfveis de MnP maiores do que cerca de 100 Ul/kg.
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Figura 34. Relacdo entre os niveis de MnP em extratos de cultivos de C. subvermispora sobre
E. grandis e as taxas de consumo de O, em reagdes de peroxidacio de acido linoleico
catalisadas por esses mesmos exiratos. (-®-) meio ndo suplementado; (-m-) meio

suplementado com milhocina; (- & -) meio suplementado com milhocina e glicose.

5.2.4 Degradacio de celulose e hemicelulose

Em cultivos de C. subvermispora sobre madeiras tanto de P. ftaeda como de E. grandis,
as perdas de glucana sdo bastante baixas até cerca de 90 dias de biotratamento, nio
ultrapassando 8% (Fig. 35). Nesse mesmo periodo de biodegradagfio (90 dias), as perdas de
hemicelulose chegam a 32% em P. taeda ¢ 20% em E. grandis, enquanto as perdas de lignina
chegam a 22% em P. faeda ¢ 42% em E. grandis. Os extrativos também sdo removidos
rapidamente dessas duas espécies de madeira (Guerra et al., 2003; Ferraz et al., 2003). Esses
dados indicam que a celulose € relativamente resistente ao ataque provocado por esse fungo.
Entretanto, ¢ sabido que a perda de componentes da madeira representa a transformacio do
componente em CO; e 4gua ou em compostos soluveis em agua. Obviamente, os
polissacarideos e a lignina sdo despolimerizados antes que uma mineralizacio expressiva
ocorra. Dessa forma, uma determinagéo direta ou indireta da massa molar dos polissacarideos

residuais se mostrou uma maneira mais adequada de avaliar a degradagdo dessa fracio. Por
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exemplo, em alguns estudos determinamos os teores de a-cellulose em amostras preparadas a
partir de madeira biotratada (Fig. 35). Em P. taeda, pode-se observar que o teor de o-
cellulose foi de 47,8% para a madeira controle e de 47,2%, 42,6% e 34,2% para as amostras
biotratadas por 15, 30 e 90 dias, respectivamente. Esses resultados sugerem que reagdes de
degradacdo da celulose iniciaram ja a partir dos 30 dias de biodegrada¢fo, mesmo quando as
perdas de glucana ainda nfo sfio expressivas. Em E. grandis, o comportamento biodegradativo
da celulose € semelhante, porém a diminui¢fo significativa no teor de a-cellulose ja pode ser

detectada aos 15 dias de cultivo (Fig. 35).
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Figura 35. Perda de glucana e teor de o-cellulose em madeira biotratadas por C.
subvermispora. Simbolos cheios representam os dados de E. grandis e simbolos vazios P.

taeda.

I importante ressaltar que a o-celulose representa a porcdo da celulose que permanece
insoltivel quando a holocelulose € tratada com uma solugdo com 17,5% de NaOH. Nessas
condi¢des, fracSes de baixa massa molar da celulose, além das hemiceluloses, sdo

solubilizadas e nfo sfo recuperadas como o-cellulose. For esta razdo, se a celulose
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despolimerizada permanece ligada fisicamente & madeira biotratada ela € solubilizada durante
o tratamento alcalino, o que leva a um decréscimo no rendimento da fragdo de a-cellulose.

A despolimerizagio de celulose em P. teeda foi ainda avaliada pelo estudo da
distribuicdo de massas molares da o-celulose preparada (Fig. 36 e Tab. 11). O grau de
polimerizagfio da a-cellulose diminuiu progressivamente e passou a ser significantemente

mais baixo do que o valor observado na amostra controle a partir do 30° dia de biodegradacéo.

...._‘....K.AM,
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Figura 36. Distribuicdio de massas molares de amostras de tricarbanilatos de a-celulose
isoladas de P. taeda biotratado por C. subvermispora. () madeira controle; (0), ({J), (A) e (¢)

madeira biotratada por 15, 30, 60 e 90 dias respectivamente.
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Tabela 11. Grau de polimerizagiio e dispersibilidade de amostras de tricarbanilatos de o-

celulose isoladas de P. taeda biotratado por C. subvermispora.

Tempo de Grau de polimerizacio e dispersibilidade
biodegradacéo (dias)
DPw DPn DPw/DPn
Controle 506 158 3,2
15 501 167 3,0
30 463 158 2,9
60 459 136 3,4
90 453 130 3.4

O padréio de degradacdo da celulose apresentado por C. subvermispora néo foi similar
ao reportado para fungos com elevada capacidade de degradar esse polissacarideo como
Trichoderma reesei (Kleman-Leyer et al., 1996) ou P. chrysosporium (Uzcategui et al., 1991).
Usualmente, um sistema celulolitico completo é capaz de degradar a cadeia celulosica
gerando inicialmente oligbmeros de menor grau de polimerizagdo. Em funcéio do tempo de
degradacéo, esses oligbmeros sfio entfo convertidos a celobiose e depois a glicose, antes que
uma nova ectapa de despolimerizacio tenha inicio nas microfibrilas de celulose. Como se nota
nos resultados obtidos com a celulose residual de madeira biotratada por C. subvermispora,
pode-se supor que houve um actimulo significativo de oligbmeros de celulose sem a
subsequente degradacdo até celobiose e glicose. Isso pode ser inferido visto que o
aparecimento dos oligdmeros foi constatado pela diminui¢8o no rendimento de a-celulose e a
ndo conversdo desses oligdmeros até glicose pode ser constatada pela baixa perda de glucana
detectada até os 90 dias de biodegradacfo. Esses resultados indicam que C. subvermispora
ndo consome o0s oligbmeros na mesma velocidade em que sfo gerados, sugerindo que o
sistema celulolitico secretado pelo fungo nfio é adequado para degradar os oligbmeros até
mondmeros. De fato, C. subvermispora é capaz de produzir endo-celulases responsaveis pela

despolimerizacio da celulose (Sethuraman et al., 1998; Heidorne et al., 2006), mas néo
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secreta quantidades apreciaveis de celobiohidrolases que seriam responsaveis pela conversio
dos oligdmeros & celobiose (Heidome et al., 2006). Além das endo-celulases que poderiam
depolimerizar a celulose, alguns outros agentes nio enzimaticos de baixa massa molar, tem
sido descritos como aptos a despolimerizar a celulose. Nesse caso, alguns fungos sfio capazes
de gerar in situ os reagentes de Fenton (H,0; e Fe*) que ao reagirem ddo origem a radicais
hidroxila que podem despolimerizar a celulose por uma via ndo enzimatica (Hammel et al,
2002). No caso de C. subvermispora, tem sido reportado que a secrecdo de acidos alquil-
itaconicos pelo fungo acarreta na quelacio de eventuais fons Fe®* e Fe®" presentes nos cultivos,
minimizando dessa forma a ocorréncia das reages de Fenton (Watanabe et al., 2002;

Rahmawati et al., 2005).

6 Conclusdes

O desenvolvimento da série de trabalhos descritos nessa tese permitiu concluir que o
processo de biopolpagéo ¢ factivel em escala piloto. Os estudos envolvendo a planta piloto de
biopolpagéio mostraram que, uma vez controlada as condi¢des de inoculacio e manutengio da
pilha de cavacos inoculada, a biodegradacgdo se desenvolve de forma compativel ao ja descrito
para os ensaios em escala de laboratério. Foi possivel ainda demonstrar que um refinador
industrial pode operar com um menor consumo de energia quando utiliza madeira biotratada
como matéria prima. Essa ultima conclusdo ¢ de enorme relevéncia, pois até o momento do
desenvolvimento da planta piloto avaliada nessa tese, ndo se sabia exatamente se refinadores
industriais de grande porte responderiam de forma semelhante ao observado nos refinadores
de laboratodrio, que dificilmente simulam perfeitamente o processo industrial. As diferencas
entre os refinadores de laboratério e industrial foi inclusive apontada como a possivel causa

para a nfo melhora das qualidades fisico-mecénicas das biopolpas obtidas em escala industrial,
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0 que se contrapde aos ganhos significativos de resisténcia mecénica observados nos
experimentos desenvolvidos com refinadores de discos de laboratorio. Os dados sobre
biopolpagdo em escala piloto mostraram ainda que as biopolpas sdo significativamente mais
escuras do que as polpas controle. Porém, foi observado que a lavagem alcalina das biopolpas
ja re-estabelece parte importante da alvora perdida ¢ o comportamento da biopolpa acaba
sendo semelhante ao das polpas controle dentro de uma linha de branqueamento com
peréxido de hidrogénio em meio alcalino.

O desenvolvimento de processos de polpagdo quimiomecdnica em escala de
laboratério foi realizado a fim de permitir dispor de uma ferramenta simples de
acompanhamento da eficiéncia do biotratamento da madeira em processos subsequentes de
polpacdo. Essa abordagem se mostrou fundamental para permitir a avaliagdo da biopolpagio
em condigdes de cultivo diferenciadas que induziram um metabolismo degradativo também
diferenciado. A partir desses estudos, foi possivel demonstrar que a secre¢io da enzima MnP
¢é de grande relevincia para se obter os maximos beneficios do biotratamento da madeira
dentro de um processo de biopolpagéo.

Na avalia¢do do mecasnimo degradativo que C. subvermispora apresenta foi possivel
demonstrar que as principais vias de despolimerizacdo da lignina dependem da ruptura de
ligacdes aril-éter e de ligagBes entre os carbonos o e . Nesse topico pode-se concluir também
que o uso de procedimentos analiticos variados que diagnosticam adequadamente as
caracteristicas estruturais dos componentes da madeira ¢ fundamental para a geragfio de dados
abrangentes e conclusivos sobre as caracteristicas estruturais da lignina. No mesmo sentido, a
caracterizagfo da celulose residual em madeiras biodegradadas mostrou que C. subvermispora
efetivamente nfo ataca a cadeia celuldsica em tempos curtos de biotratamento (até cerca de 30
dias). No entanto, também foi possivel concluir que quando os periodos de biotratamento séo

extendidos, comeca haver despolimerizacio relevante da celulose.
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Do ponto de vista da agfio de enzimas oxidativas no sistema degradativo de C
subermispora, foi possivel concluir que MnP € a principal enzima envolvida na degradagio de
lignina. A agéo dessa enzima se mostrou limitada a disponibilidade de moléculas ou ions de
baixa massa molar como o acido oxalico, os ions Mn** e os 4cidos graxos insaturados. Esses
altimos, aparentemente, atuam como os agentes limitantes do processo degradativo devido a
sua baixa disponibilidade nos sistemas biodegradativos. Foi demonstrado ainda que a ag#o
principal da MnP sobre os &4cidos graxos insaturados envolve a iniciagdo da peroxidagdo
dessas moléculas que podem gerar radicais reativos com capacidade para iniciar indiretamente
a degradacéfo da lignina,

Deniro do aspecto académico, pode-se concluir ainda que a area de biodegradagio da
madeira e suas aplicacdes tecnologicas tem se mostrado como um excelente tema de formacgio
de recursos humanos em biotecnologia, visto que o desenvolvimento dos trabalhos discutidos
nessa tese demandaram uma formacgfo solida nas diversas ciéncias bdsicas que dao

sustentacdio a biotecnologia: a biologia, a quimica e a engenharia.
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