UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE
CENTRO DE CIENCIAS E TECNOLOGIA
UNIDADE ACADEMICA DE ENGENHARIA QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
ENGENHARIA QUIMICA

PRODUCAO DE CELULASES E HEMICELULASES A PARTIR DO
SORGO SACARINO

Simone Aparecida da Silva Lins

CAMPINA GRANDE, 2017



UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE
CENTRO DE CIENCIAS E TECNOLOGIA ]
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA QUIMICA

Simone Aparecida da Silva Lins

PRODUGAO DE CELULASES E HEMICELULASES A PARTIR DO
SORGO SACARINO

Tese apresentada ao Programa de Pés-
Graduacdao em Engenharia Quimica, do
Centro de Ciéncias e Tecnologia da
Universidade Federal de Campina Grande,
como pré-requisito para obtencao do titulo
de doutora em Engenharia Quimica.

Orientador: Profa. Dra. Libia de Sousa Conrado Oliveira (UAEQ/UFCG)
Area de Concentracdo: Desenvolvimento de Processos Quimicos

CAMPINA GRANDE, 2017



PRODUGCAO DE CELULASES E HEMICELULASES A PARTIR DO
SORGO SACARINO

Tese aprovada em 21 de fevereiro de 2017.

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Libia de Sousa Conrado Oliveira
Orientadora — (PPEQ/UFCG)

Profa. Dra. Angela Maria Santiago
Examinador Externo — (CCT/UEPB)

Profa. Dra. Glauciane Danusa Coelho
Examinadora Externa — (UATEC/CDSA/UFCG)

Prof. Dr. Luis Gonzaga Sales Vasconcelos
Examinador Interno — (PPEQ/DEQ/UFCG)

Profa. Dra. Maria Wilma Nunes Cordeiro Carvalho
Examinadora Interna — (PPEQ/DEQ/UFCG)

CAMPINA GRANDE, 2017



DEDICATORIA

Dedico este trabalho aos meus pais,
Severino Ramos e Maria do Socorro, pelo
amor incondicional, as minhas irmas,
Suelem e Soleane e ao meu querido

esposo Rodrigo.



AGRADECIMENTOS

Meus mais sinceros agradecimentos:
A Deus, por ser o meu amigo fiel e estar presente em todos os momentos.

Aos meus pais Severino Ramos Lins e a Maria do Socorro da Silva, por me
proporcionarem a educagao que nao puderam ter, por entender minha auséncia em
tantos momentos, por acreditarem em mim, por todo apoio, paciéncia, dedicacao e

amor.

A minha irm&, Soleane da Silva Lins pelo imenso carinho. Nossos lagos sao
eternos... Independe de distancia e tempo.

A minha irm& Suelen da Silva Lins, por todo apoio, ajuda e parceria durante os
experimentos em laboratorios, mas principalmente por seu carinho e alegria em todos

0S momentos.

Ao meu marido Rodrigo Lins Rodrigues, pelo amor, carinho e companheirismo.

Essa conquista ndo seria possivel sem vocé e seu apoio. Meu parceiro...

A Professora Dra. Libia de Sousa Conrado Oliveira, pela orientagdo, pela
amizade, por todo apoio recebido durante a realizacdo deste trabalho, pelo
conhecimento passado e principalmente por ter acreditado na minha capacidade. A
senhora € 0 meu maior exemplo de profissional, sua humanidade engrandece a

pesquisadora que é.

Ao Programa de Pés-Graduagcdo em Engenharia Quimica PPGEQ da
Universidade Federal de Campina Grande, na pessoa de seus coordenadores Dr. Luis
Gonzaga Sales Vasconcelos (ex) e Dr. Heleno Bispo da Silva Junior (atual).

A todos os professores e aos funcionarios do Programa de Pds-Graduagdo em
Engenharia Quimica, em especial a secretaria Maricé Pereira.

A Universidade Federal Rural a qual sou servidora, ao Professor Dr. Clistenes
Williams Araujo do Nascimento e a todos que fazem parte do laboratério de Quimica
Ambiental de Solos. Obrigada, especialmente a PNPD Dra. Josangela Trezena por
todo apoio e amizade.



A Professora Dra. Maria Inés Sucupira Maciel (PPGCTA/UFRPE) e a MSc.
Jaqueline Ferreira, por disponibilizarem os laboratérios de alimentos do programa e
seus equipamentos, e especialmente por toda a gentileza e carinho.

Ao professor Dr. Valdomiro Severino de Souza Junior (PPGS/UFRPE) por toda

sua disponibilidade durante as analises termogravimétricas.

A professora Dra. Ana Lucia Figueiredo Porto (PPGBA/UFRPE) e a todos do
Laboratério de Tecnologia de Bioativos da Universidade Federal Rural de
Pernambuco, por toda parceria e amizade.

A professora Dra. Ana Maria Souto Maior (DANTI/UFPE), ao Doutorando Iranildo
José da Cruz Filho e a todos do Laboratério de Processos Biotecnolégicos da
Universidade Federal de Pernambuco, por todo apoio e disponibilidade nas analises

cromatograficas.

A Dra. Glauciane Danusa Coelho (UATEC/UFCG), pelo apoio, por todo
conhecimento passado, pela amizade, por todas as conversas e por ter me entendido

nos momentos em que mais precisei.

Aos componentes da banca examinadora Dr. Luis Gonzaga Sales Vasconcelos,
Dra. Maria Wilma Nunes Cordeiro Carvalho, Dra. Glauciane Danusa Coelho e Dra.
Angéla Maria Santiago pela atencdo, disponibilidade e principalmente pela

contribuicao ao trabalho realizado.

Aos amigos do Laboratorio de Engenharia Bioquimica da UFCG por todo apoio
e amizade. Obrigada aos amigos José Mariano da Silva Neto, Clotildes Alvino, Marcio
José Vasconcelos da Silva, Rebeca de Almeida, Giovanna Formiga e em especial a
Deivid Sousa de Figueiroa por todas conversas de incentivos e a parceria durante

todos os momentos.

Enfim, a todos que contribuiram e me apoiaram, de forma direta ou indireta, na

realizacdo desse trabalho, meus agradecimentos.



O caminho se faz entre o alvo e a seta...
(Pedro Abrunhosa)

6



RESUMO

LINS, S. A. S. Producao de celulases e hemicelulases a partir do sorgo sacarino.
Tese (Doutorado) — Universidade Federal de Campina Grande. 120f. 2017.

Atualmente o Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA) vem desenvolvendo
cultivares de Sorgo Sacarino com elevado potencial de producdo de etanol,
principalmente em periodos de entressafra da cultura canavieira. A cultivar IPA P222
além de apresentar potencial para a producdo de etanol possui elevado teor de
hemicelulose e celulose, tornam-se fonte de grande interesse para a producéo de
derivados biotecnoldgicos, agregando valor aos residuos desse processo de
producdo. O objetivo do trabalho foi estudar a produgédo de enzimas celuloliticas e
hemiceluloliticas a partir da fermentacado semissélida do bagag¢o de sorgo sacarino
(IPA P222) incrementado com farelo de trigo como fonte indutora utilizando o fungo
Trichoderma reesei LCB 48. Os substratos da fermentacao foram caracterizados e o
estudo da producédo das enzimas celulases (CMCase e FPase) e hemicelulases
(Endo-B-1,4-xilanase e a-L-arabinofuranosidase) foram realizados usando
planejamento experimental 22 e 4 pontos centrais e acompanhamento cinético da
producao por 240 horas, analisando a influéncia da umidade e teor de farelo de trigo
na producao das enzimas. A caracterizacdo do bagaco do sorgo sacarino (BSS)
demonstrou que € um substrato com potencial para ser utilizado na fermentagéo para
producdo de enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas, por apresentar alto teor de
hemicelulose e celulose satisfatério. A caracterizacdo do farelo de trigo (FT)
demonstrou que ele € uma fonte de nitrogénio importante para a inducao das enzimas.
As analises termogravimétricas (TG e DTG) e difracdo de raios-x (DRX) demonstrou
que a hemicelulose obtida apresenta caracteristicas amorfa e picos caracteristicos da
hemicelulose de acordo com a literatura. As isotermas de dessorcao dos substratos
apresentaram correlacado e o modelo de GAB forneceu um bom ajuste para os dados
experimentais dos substratos. As variaveis umidade inicial e teor de farelo de trigo
influenciaram a atividade enzimatica das celulases (CMCase e FPase) e
hemicelulases (Endo-B-1,4-xilanase e a-L-arabinofuranosidase). As maiores
atividades de FPase, CMCase, xilanase e a-L-arabinofuranosidase foram obtidas
quando aplicado o maior teor de farelo de trigo (50 %) ao bagago do sorgo sacarino
IPA P222, porém, em tempos diferentes fato esse que facilita em um unico processo
a obtencao das diferentes enzimas. A xilanase apresentou maior atividade enzimatica
se comparada as demais, evidenciando que a IPA P222 com elevado teor de
hemicelulose é potencialmente mais indutora para essa enzima. O potencial de
atuacao do extrato enzimatico obtido durante a fermentacgéo foi analisado por meio de
hidrolise enzimatica do sorgo sacarino in natura e da hemicelulose extraida do BSS,
no qual o extrato enzimatico apresentou capacidade de hidrolisar o bagaco de sorgo
in natura e a hemicelulose.

Palavras-chave: CMCase, xilanase, a-L-arabinofuranosidase, FPase.



ABSTRACT

LINS, S. A. S. Production of cellulases and hemicellulases from sorghum
sorghum. Thesis (Doctorate) — Federal University of Campina Grande. 120s. 2017.

Currently, the Agronomic Institute of Pernambuco (IPA) has been developing sorghum
saccharine cultivars with high potential for ethanol production, especially in the off
season of the sugar cane crop. The cultivar IPA P222, besides presenting potential for
the production of ethanol, has a high content of hemicellulose and cellulose, which is
a source of great interest for the production of biotechnological derivatives, adding
value to the residues of the production process. Aim of the work for the production of
cellulolytic and hemicellulolytic enzymes from the semisynthetic fermentation of
sorghum sorghum (IPA P222) Tricoderma reesei LCB 48. The fermentation substrates
were characterized by the study of the production of cellulase enzymes (CMCase and
FPase) and hemicellulases (Endo --1,4-xylanase and a-L-arabinofuranosidase) were
performed using experimental design 22 and 4 central points and kinetic monitoring of
production for 240 hours, analyzing an influence of moisture and wheat bran content
on the production of enzymes. The characterization of the sorghum bagasse (BSS)
showed that it is a substrate with potential to be used in the fermentation for the
production of cellulolytic and hemicellulolytic enzymes, because it has satisfactory
content of hemicellulose and cellulose content. A characterization of wheat bran (FT)
has been shown to be a source of nitrogen important for induction of enzymes. As
thermogravimetric analyzes (TG and DTG) and X-ray diffraction (XRD) showed that a
obtained hemicellulose has amorphous characteristics and characteristic peaks of
hemicellulose according to the literature. As desorption isotherms of the substrates
presented correlation and GAB model, they are suitable for the experimental data of
the substrates. As variables, initial moisture and wheat bran content influenced an
enzyme enzyme of cellulases (CMCase and FPase) and hemicellulases (Endo-$-1,4-
xylanase and a-L-arabinofuranosidase). The major activities of FPase, CMCase,
xylanase and a-L-arabinofuranosidase were obtained when applied to the higher
wheat bran content (50%) to saccharin saccharin IPA P222, however, the process of
obtaining the different enzymes. The xylanase presented higher enzymatic activity if
compared as others, evidencing that an IPA P222 with high content of hemicellulose
is potentially more inductive for this enzyme. The potential of the enzymatic extract
obtained during a fermentation was analyzed by means of enzymatic hydrolysis of in
saccharine sorghum and the hemicellulose extracted from the BSS, without which the
enzymatic extract had the capacity to hydrolyze or sorghum bagasse and a
hemicellulose.

Keywords: CMCase, Xylanase, a-L-arabinofuranosidase, FPase.
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1. INTRODUCAO

A biomassa lignocelulésica é o recurso de carbono renovavel mais generoso
do mundo, com taxa de producéo de 200 bilhdes de toneladas de biomassa por ano.
Principalmente composta de celulose (40 — 50 %), hemicelulose (20 — 30 %) e lignina
(10 — 25 %), essa biomassa é decomposta por enzimas celulases, hemicelulases e
ligninases, as quais apresentam grande interesse industrial (ANWAR, GULFRAZ e
IRSHAD, 2014).

As hemicelulases formam um complexo enzimatico composto por Endo-1,4-8-
xilanases, B-xilosidase, a-L-arabinofuranosidase, a-glucuronidase e acetil xilana
esterease, que degradam a hemicelulose da biomassa, liberando glicose, arabinose,
xilose, galactose e manose. As celulases, compostas por endoglucanases,
exoglucanases e (B-glucosidases, agem na biomassa liberando glicose. Os aglcares
fermentesciveis obtidos a partir da hidrélise dessa biomassa podem ser utilizados na

producéo de etanol de segunda geracéo.

A demanda por combustiveis renovaveis, em particular de bioetanol, esta
projetada para aumentar 3,4 vezes até 2035, em todo o mundo. O Departamento de
Energia dos EUA, prevé que 30 % do transporte de combustiveis a base de petréleo
seriam recarregados com combustiveis a base de biomassa até 2025 (BEHERA e
RAY, 2016). Considerando os potenciais industriais dessas enzimas € importante a

obtencédo de celulases e hemicelulases ativas a um baixo custo.

As tecnologias disponiveis para a producdo das enzimas celuloliticas e
hemiceluloliticas embora bastante conhecidas, sdo onerosas e muitas vezes
inviabilizam a rota biotecnoldgica para obtencao de diversos produtos. Uma alternativa
para a reducao desses custos é a producdo de enzimas a partir de fermentacao
semissélida de residuos agroindustriais, diminuindo assim os custos de producéao da
enzima (LINS e CONRADO, 2015).

Atualmente o Sorgo Sacarino vem sendo utilizado como cultura alternativa a
cana-de-aglcar, como matéria-prima complementar na produgdo de alcool,
principalmente em periodos de entressafra da cultura canavieira (CANAL RURAL,
2015). A extracao do suco do sorgo e a fermentacdo deste para a produgdo do
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bioetanol em larga escala gera uma grande quantidade de residuos de biomassa, que
se refere ao bagago do Sorgo Sacarino (UMAGILIYAGE, COUDHARY, et al., 2015).

Por se tratar de um residuo rico em celulose e hemicelulose, teor de
aproximadamente 39,42 e 25,25 %, respectivamente (YAN et al., 2015), e ter ampla
disponibilidade, € uma matéria-prima promissora para estudos de producao de
enzimas hemiceluloliticas. A cultivar IPA P222 estudada neste trabalho como
substrato € uma nova cultivar hibrida do Instituto de Agronémico de Pernambuco,
escolhida para ser usada na producdo das enzimas por apresentar maior teor de
hemicelulose, baixo teor de lignina e quantidade satisfatoria de celulose, dentre as
varias cultivares estudadas em pesquisas paralelas no laboratério de Engenharia
Bioquimica da Universidade Federal de Campina Grande.

Embora a producdo de enzimas a partir de residuos agroindustriais esteja
bastante consolidada, ap6s revisdo da literatura constatou-se que existem poucas
informacgdes referentes ao uso do bagago do sorgo sacarino na producao de celulases
e hemicelulases, o que justifica uma investigacdo mais detalhada que leve a melhores

resultados.

19



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a producédo de enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas a partir do
bagaco de sorgo sacarino (IPA P222) utilizando Trichoderma reesei LCB 48 em

fermentacao semissolida.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar por meio da caracterizagédo fisico-quimica o teor de matéria

lignoceluldsica do residuo do Sorgo Sacarino;

- Determinar por meio da caracterizacao o teor de agucares redutores (AR) e
nitrogénio total do farelo do trigo;

- Caracterizar a hemicelulose extraida do bagaco do sorgo sacarino por meio
da degradacao térmica dessa biomassa (TG/DTG e DSC), estrutura das fibras por
meio do difratograma de raios-x (DRX), morfologia por microscopia eletrdnica de
varredura (MEV) e os grupos caracteristicos da biomassa por meio de Espectroscopia
de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) e comparar com as
caracterizagdes do Bagaco do Sorgo Sacarino;

- Obter a correlacéo entre a atividade de agua e umidade de equilibrio para os
substratos do sorgo sacarino e as misturas sorgo sacarino/farelo de trigo utilizadas
durante os ensaios de fermentacdo, realizando o levantamento das isotermas de
dessorcgao;

- Determinar o efeito da umidade inicial e da relacao do substrato residuo do
sorgo sacarino/farelo de trigo, usando como ferramenta um planejamento
experimental, na fermentacao semissoélida acompanhando a cinética de producao das
enzimas celuloliticas (CMCase e FPase) e hemiceluloliticas (Endo-B-1,4-xilanase e a-
L-arabinofuranosidase);
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- Extrair a hemicelulose do bagaco do sorgo sacarino por meio de pré-
tratamento quimico com perdxido de hidrogénio (H202) em meio basico;

- Avaliar o potencial do extrato enzimatico na hidrélise do bagago do Sorgo

Sacarino e na hemicelulose extraida
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

Segundo Nakanishi et al. (2014) o termo biomassa abrange todo o recurso
renovavel oriundo de matéria organica de origem animal ou vegetal, utilizada na
producéo de energia. De forma geral, as madeiras de florestas, as algas, os residuos
de processos agroindustriais e florestais, e os residuos de humanos e de animais sao
considerados biomassa.

Formada principalmente por celulose, hemicelulose, lignina e fracdoes de
lipidios, proteinas, amidos e agucares simples, a biomassa lignoceluldésica também
contém componentes inorganicos e uma fragao de agua. A combinagao de celulose,
hemicelulose e lignina € chamada de “lignocelulose” e representa o recurso renovavel
organico mais abundante na Terra (SAIDUR et al., 2011). Na Figura 1 observa-se a

estrutura detalhada da lignocelulose.
Figura 1. Estrutura da lignocelulose
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Fonte: Adaptado de (RUBIN, 2008).
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A estrutura da lignocelulose (Figura 1) é formada por microfibrilas que sao
organizados em macrofibrilas, as quais proporcionam a estabilidade estrutural na
parede celular de plantas (RUBIN, 2008).

Sendo a lignocelulose fonte de carbono mais abundante na Terra ha, portanto,
a necessidade de agregar valor e de aumentar o leque de possiveis aplicacées dessa

biomassa.

A literatura mostra que a biomassa lignoceluldsica vem sendo bastante utilizada
na obtencao de derivados biotecnolégicos, com destaque para a producao de diversos
tipos de enzimas, de etanol segunda geracao, oligossacarideos e xilitol.

Lins e Conrado (2015), utilizaram o residuo agroindustrial do caju como fonte
lignocelulésica para a producdo de enzimas celulases por meio de um processo de
fermentacado semissoélida. Também visando a produgdo de enzimas Perret et al.
(2015) usaram substratos lignoceluldsicos (casca de arroz, casca de aveia, tegumento
de soja, farelo de arroz desengordurado e sabugo de milho) para a obtencédo de

endoxilanases.

Brienzo et al. (2015) estudaram a producao de etanol de segunda geragao a

partir da biomassa de bagaco de cana-de-agucar.

Reddy e Krishnan (2016) produziram xilo-oligossarideos a partir do bagaco de

cana de agucar usando enzimas xilanase.

Sene et al. (2011) utilizando bagaco do Sorgo Sacarino obtiveram xilitol por
meio de um processo biotecnoldgico como via alternativa a obtencédo comercial atual,

catalise quimica.

3.1.2 Celulose

O principal componente da lignocelulose é a celulose, cadeia de moléculas de
glicose vinculadas por ligacoes B-(1—4) (Figura 2). As ligacdes de hidrogénio entre as

diferentes camadas dos polissacarideos contribuem para a cristalinidade da celulose
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dando resisténcia a degradacao por hidrélise acida, alcalina ou enzimatica (RUBIN,
2008).

O dimero, dois residuos de moléculas de glicose, chamado celobiose é a
unidade estrutural repetitiva da cadeia de celulose (FESTUCCI-BUSELLI, OTONI e
JOSHI, 2007).

Figura 2. Estrutura da celulose e o padrao de ligacao de hidrogénio, intra (linhas
pontilhada) e inter-cadeias (linhas tracejadas)

Glucose

Cellobiose

Fonte: Festucci-Buselli, Otoni e Joshi (2007).

3.1.2 Lignina

A lignina é um desafio especial, porque nao existe estrutura definida, contudo
é constituida por trés componentes fendélicos principais, a saber, alcool coniferilico (G),
alcool sinapilico (S) e alcool p-cumarilico (H) (Figura 3). A lignina é sintetizada por
polimerizacdo destes componentes, gerando unidades p-hidroxibenzilicas,
guaiacilicas e siringilicas, e sua propor¢cdo no interior do polimero varia entre
diferentes plantas, tecidos e camadas da parede celular da madeira (RUBIN, 2008).
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Figura 3. Alcoois precursores da lignina
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Fonte: Kirk (1971).

Cardoso et al. (2012), afirmam em seus estudos que a lignina e a sua
distribuicdo constituem o fator responsavel pela recalcitrancia dos materiais
lignoceluldsicos a degradacao enzimatica, limitando a acessibilidade da enzima.

Resultados semelhantes foram obtidos por Durrant et al. (1991). Segundo eles
a lignina ndo permite que as enzimas hidroliticas como a celulase e a xilanase entre
outras, atuem nas fontes de carbono, impossibilitando a absorcao de polissacarideos
pelo micélio, os quais constituem fonte de carbono principalmente para a formacao de
frutificacao.

Tais resultados corroboram com Rajarathnam et al. (1992), que ao pesquisar a
influéncia de microrganismos em contato com a lignina, observaram que essa
macromolécula forma uma barreira fisica que dificulta a atividade de iniameros
organismos produtores de enzimas celuloliticas, uma vez que a lignina age limitando
os sitios de ataques enzimaticos e impedindo a entrada de enzimas de maior peso
molecular, devido ao reduzido tamanho dos capilares da biomassa, restringindo o
ataque a superficie externa. Logo, a lignina € um dos principais problemas para o
processo de conversao da biomassa lignoceluldsica.

3.1.3 Hemicelulose

A hemicelulose, o segundo componente mais abundante da lignocelulose, é um
grupo de polissacarideos composto de véarias unidades monoméricas de acgucar
formadas por cinco (pentoses) e seis carbonos (hexoses) (Figura 4) (RUBIN, 2008). A
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condensacao das pentoses forma polimero conhecido como pentosanas (xilanas e
arabinoxilanas) e a hexoses formam hexosanas (mananas, glucanas, glucomananas
e galactanas) (CASTRO et al., 2010).

Figura 4. Agucares que compdem a hemicelulose
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Fonte: Fengel e Wegener (1989).

A hemicelulose € um grupo bastante heterogéneo de polissacarideos
ramificados e lineares os quais estdo ligados com as microfibrilas de celulose na
parede celular da planta e também covalentemente ligado a lignina, formando assim
uma estrutura altamente complexa (SHALLOM e SHOHAM, 2003).

A xilana é o principal tipo de hemicelulose. E um polimero linear de unidades
de B-D-xilopiranosil ligadas por ligagdes (1—4) glicosidicas. Na natureza, a cadeia
principal desse polissacarideo pode ser adicionada de unidades de 4-O-metil-a-D-
glucuronopiranosil, grupos acetil, a-L-arabinofuranosil, e outros em propor¢des
variaveis (BAJPAI, 2014).

3.2 SORGO SACARINO

Planta da familia gramineae, da espécie Sorghum bicolor (L.) Moench (NOBILE

e NUNES, 2014), o sorgo é uma planta C4 caracterizada pela alta eficiéncia
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fotossintética, aglucares fermentesciveis e alto rendimento de biomassa verde (com
20-30 toneladas secas / ha) (MAO et al., 2015).

As iniciativas de introducao desta graminea, de origem africana, no Brasil foram
realizadas em diferentes épocas, mas contam os esfor¢cos de institutos de pesquisa e
universidades, sobretudo a partir da década de 1950 (PURCINO, 2011).

Ha basicamente quatro tipos de sorgo, como mostra a Figura 5, o granifero, o
forrageiro, 0 vassoura e 0 sacarino, esta classificacao esta ligada a sua natureza e a
forma de sua utilizacdo (TABOSA et al., 1999).

Figura 5. Tipos de Sorgo: Granifero, Vassoura, Forrageiro e Sacarino

Fonte: Adaptado de Embrapa (2015), Embrapa (2015), Tardin (2014), Barreto e Delfino
(2012).

O sorgo sacarino possui porte alto, caracterizado, principalmente, por
apresentar colmo doce (Figura 6) e suculento como o da cana-de-agucar (ITA, 2015),
curto ciclo vegetativo, que estd entre 90 e 120 dias, menor necessidade de
fertilizantes, uma elevada eficiéncia na utilizacao da agua (1/3 da cana e 1/2 do milho),
e maior tolerancia a salinidade e seca, quando comparando com cana de agucar e
milho (DEESUTH et al., 2015).
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Figura 6. Colmo do sorgo sacarino

' L Th
Fonte: Embrapa, (2012).

Na Tabela 1, podemos observar que estudos anteriores apontam que 0 sorgo
sacarino possui teor médio de 23,67 a 47,47 % de celulose, 17,02 a 38,19% de
hemicelulose e 8,58 a 23,84 % de lignina.

Tabela 1. Composicédo do Sorgo Sacarino

Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%) Referéncia
36,90 17,80 19,70 Umagiliyage et al. (2015)
47 47 28,00 19,00 Pengilly et al. (2012)
39,42 25,25 18,93 Yan et al. (2015)
2410 36,96 8,71 Araujo et al. (2014)
23,67 38,19 8,58 Araujo et al. (2014)
40,40 20,00 19,80 Barcelos et al. (2016)
37,68 17,02 13,84 Zheting et al. (2017)
44 83 31,33 23,84 Prathyusha et al. (2016)
36,60 22,96 - Marx et al. (2014)

Frente a essas caracteristicas a comunidade académica tem identificado o
Sorgo Sacarino como matéria-prima promissora para a conversao em combustiveis e
produtos biotecnol6gicos. Embora o sorgo sacarino venha sendo reportado na
literatura como residuo de interesse para a sua produgcdo de etanol de segunda
geragdo, a produgdo de enzimas de interesse industrial, como a celulase e a
hemicelulase, sdo pouco reportadas na literatura. Por possuir em sua composi¢ao
altos teores de celulose e hemicelulose o residuo agroindustrial do Sorgo Sacarino
torna-se bastante interessante para estudos de produgédo dessas enzimas por meio

de fermentagéo semissoélida dessa biomassa.
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Umagiliyage et al. (2015) chamam a atencéo para o potencial do bagaco do
Sorgo Sacarino na producao de biocombustivel lignocelulésico. Segundo os autores
a fermentacao do suco de sorgo para a obtengéo de etanol é uma abordagem comum
de producao de bioetanol a partir de Sorgo Sacarino. No entanto, em larga escala da
extracao desse suco gera uma grande quantidade de residuos de biomassa que se
refere ao bagaco de Sorgo Sacarino (BSS). Considerando os altos teores de celulose
e hemicelulose encontrados no bagaco (Tabela 1), confirma-se como matéria-prima
realmente atraente para a producéo do etanol de 22 geragéo.

3.3 PRE-TRATAMENTOS

Apesar da biomassa lignoceluldésica ser fonte promissora de derivados
biotecnoldgicos, o uso dela como fonte de agucares fermentesciveis para producao
de etanol de segunda geracéo, de xilitol e produgdo de enzimas, esbarram muitas

vezes em barreiras fisicas que impedem o0 acesso de microrganismos e enzimas.

De acordo com Zabed et al. (2016), a celulose contida na biomassa
lignocelulolitica é geralmente revestida por hemiceluloses formando complexo
celulose-hemicelulose, esses complexos sdo ainda encapsulados com lignina e
produzem uma barreira fisica a hidrélise da biomassa para produzir acucares
fermentaveis. Portanto, o pré-tratamento € necessario para desestruturar o complexo
lignina-celulose-hemicelulose por meio da alteracao das estruturas macroscépicas,
submicroscoépicas e microscopicas da biomassa, tornando-o acessivel as enzimas
hidroliticas que finalmente convertem celulose e hemicelulose em acgucares
fermentesciveis.

O pré-tratamento é escolhido de acordo com o componente que se deseja isolar
da biomassa ou de acordo com as alteracées da biomassa ocorridas durante o pré —
tratamento, podendo ser remocao de lignina, a diminuicdo da cristalinidade da
celulose e 0 aumento da area superficial e da porosidade da biomassa. Alguns
processos de pré-tratamento também podem libertar acucares fermentesciveis por
hidrélise da fracao de hemicelulose (ZABED et al., 2016).
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Os pré-tratamentos mais comumente aplicados para materiais lignocelulésicos,
incluem pré-tratamentos fisicos (reducdo de tamanho), pré-tratamentos fisico-
quimicos (adgua quente/liquida, explosdo a vapor, explosao fibra de amdnia), pré-
tratamentos quimicos (acidos, alcalinos, alcalino / oxidativo, oxidacdo umida,
ozondlise) e pré-tratamentos bioldgicos (fungos de degradacao branca e hidrélise
enzimatica) (TOQUERO e BOLADO, 2014; TALEBNIA, KARAKASHEV e
ANGELIDAKI, 2010).

O presente trabalho se concentra em pré-tratamento alcalino oxidativo para
extracdo da hemicelulose do bagaco de sorgo sacarino IPA P222. Sendo essa
hemicelulose obtida utilizada como substrato da hidrélise enzimatica e obtencédo de
acucares fermentesciveis (Xilose) usavel em producao de xilitol e etanol de 22
geragdo. O pré-tratamento alcalino-oxidativo foi escolhido por apresentar bons

resultados de rendimento de extracao e alta solubilidade da hemicelulose extraida.

3.3.1 Processo Alcalino e alcalino oxidativo

Os tratamentos alcalinos (NaOH, por exemplo) e alcalino oxidativo (H20:2
alcalino) sdo meétodos quimicos eficazes para pré-tratamentos de materiais
lignocelulésicos. O hidroxido de sédio (NaOH) é amplamente utilizado nesses
materiais, podendo remover lignina e hemicelulose parcial da biomassa por quebrar
as ligagbes éster da biomassa e assim aumentar sua porosidade (Xu et al., 2010 e
Zhang et al., 2011).

O perdxido alcalino vem sendo usado para pré-tratamento da lignocelulose em
anos recentes, podendo melhorar a hidrélise enzimatica por deslignificacdo. Cao et al.
(2012) mostraram que o pré-tratamento com peroxido alcalino foi um dos métodos
mais eficazes na extracdo de lignina do bagaco do Sorgo Sacarino utilizado na
hidrolise enzimatica e producéao de etanol.

Embora varios métodos de pré-tratamento mostraram a eficacia de muitas

pesquisas, a combinagado de dois ou mais métodos de pré-tratamento pode ser mais
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eficaz do que um unico. Além disso, a selecao de processo de pré-tratamento para
um determinado material depende do tipo de material de biomassa (CAO et al., 2012).

Segundo Brienzo, Siqueira e Milagres (2009) a hemicelulose do bagaco de
cana é predominantemente removida durante extragdes alcalinas de peroxido de
hidrogénio (processo oxidativo). Em termos de rendimento elevado, de cor clara e
degradacao minima de hemicelulose, um tratamento étimo foi verificado ao utilizar de
6% (M/v) de peréxido de hidrogénio, durante 4 horas a 20°C. De acordo com estes
resultados o tratamento com peréxido de hidrogénio alcalino do bagaco de cana tem
um grande potencial para o isolamento de bagaco de cana hemicelulose com
rendimentos elevados atingindo 90%.

3.4 ENZIMAS CELULASES E HEMICELULASES

3.4.1 CELULASE

Trés celulases trabalhando sinergicamente s&o responsaveis pela realizagéo
da hidrélise da celulose, as endoglucanases (E.C. 3.2.1.4), exoglucanases
(E.C.3.2.1.176) (E.C.3.2.1.91) e B-glucosidases (E.C.3.2.1.21).

Na Figura 7 temos a representacdo da agcao das celulases sobre a celulose
liberando glicose.

Endoglucanases hidrolisam as ligagdes glicosidicas, de maneira aleatéria, nas
regidbes amorfas da celulose gerando oligdmeros de cadeia longa para a acao de
exoglucanases ou celobio-hidrolases, que clivam as cadeias de oligossacéaridos
longos geradas pela acdo de endoglucanases em oligossacaridos de cadeia curta.
Existem dois tipos de exoglucanases, que atuam uni-direcionalmente nos oligémeros
de cadeia longa, quer a partir das extremidades redutoras (CE 3.2.1.176) ou
extremidades nao redutoras (CE 3.2.1.91) liberando celobiose, que é posteriormente
hidrolisado em glicose por B-glucosidases (CE 3.2.1.21) (Figura 7) (JUTURU e WU,
2014).
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Figura 7. Representacéo do principio da agao das celulases sobre polimero de
celulose liberando glicose. Celulose amorfa em preto e a celulose cristalina em

vermelho.
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As endoglucanases hidrolisam além da celulose amorfa, as celuloses
guimicamente modificadas e soluveis como a carboximetilcelulose (CMC), a partir
desta caracteristica as endoglucanases também possuem o nome de CMCases.
Essas enzimas iniciam a hidrélise das ligagoes glicosidicas mais internas da cadeia
de celulose, nas regides de menor organizacao estrutural. As cadeias amorfas sao
dessa forma facilmente atacadas por ndo apresentarem ligagdes tao fortes como as
envolvidas nas cadeias cristalinas, ligadas por interagdes intermoleculares das pontes
de hidrogénio (MARTINS, 2005).

Ao contrario das endoglucanases, 0 grupo das enzimas exoglucanases ou

celobiohidrolases (CBH) atuam na celulose cristalina, em vermelho na Figura 6.

As exoglucanases ou celobiohidrolases (CBH) nado atuam sobre celulose

solavel por haver um impedimento estereoquimico causado pelos grupos substituintes
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como carboximetilico (CMC). As exoglucanases atuam sobre celulose cristalina,
produzindo uma reducdo lenta e gradual do seu grau de polimerizagao. Assim,
ensaios de atividade sobre CMC sao caracteristicos para endoglucanases, enquanto
que a atividade contra celulose microcristalina (Avicel ®) caracteriza as
celobiohidrolases, tornando possivel a diferenciacdo entre as enzimas (MARTINS,
2005).

As B-glucosidades, também denominadas celobiases, possuem a funcao de
desdobrar a celobiose gerada pelas endoglucanases e celobiohidrolases em glicose.
Estritamente falando, B-glucosidades ndo sao celulases legitimas, uma vez que elas
agem sobre substratos soluveis, mais sua contribuicdo € muito importante para
eficiéncia da hidrélise da celulose e remogéao da celobiose do meio reacional (MEDVE,
1997). A atividade das B-glucosidades pode ser determinada usando celobiose, a qual

nao é hidrolisada por endoglucanases nem exoglucanases (GHOSE, 1987).

3.4.2 HEMICELULASES

As hemicelulases sdao um grupo diverso de enzimas que hidrolisam
hemiceluloses — segundo abundante grupo de polissacarideos na natureza. Estas
enzimas tém muitas aplicagcbes em processos biotecnolégicos, suas funcbes e
estruturas tem sido assunto de intensa pesquisa (SHALLOM e SHOHAM, 2003). A
xilanase é sem duvida a hemicelulase mais estudada, essa enzima participa da
hidrélise da xilana que € o principal tipo de hemicelulose (BAJPAI, 2014).

O mercado de xilanases tem apresentado grande ascensao desde o inicio da
década de 1990. Xilanases comerciais sdao produzidas industrialmente, por exemplo,
no Japéo, Finlandia, Alemanha, Republica da Irlanda, Dinamarca, Canada e os EUA.
Dentre os principais microrganismos utilizados para obtengdo destas enzimas
industrialmente estd o género Trichoderma (BAJPAI, 2014), o Trichoderma reesei
produz um completo sistema xilanolitico que proporcionam eficiéncia no processo de
hidrélise da hemicelulose (POUTANEN et al., 1987).

A hidrélise da hemicelulose ocorre por meio das enzimas hemicelulases em

acao de endo-enzimas, que atuam internamente na cadeia principal, e exo-enzimas
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que clivam oligossacarideos e produzem monossacarideos (KALOGERIS et al.,
2003).

De acordo com a literatura as hemicelulases mais estudadas sdo as que
hidrolisam a hemicelulose do tipo xilana, essas sdo chamadas de xilanases e agem
catalisando a hidrélise de ligagcdes endo-1,4-B-D-xilosidicas na molécula da xilana
(POUTANEN et al., 1987).

As enzimas xilanoliticas estdo em localizagdes extra ou intracelular. Mas em
geral sdo enzimas extracelulares indutiveis, produzidas em substratos que contenham

xilana e também estao sujeitas a repressao catabdlica (COELHO, 2002).

A xilana ndao consegue entrar na célula por se tratar de uma estrutura
polimérica de alta massa molar, havendo assim a necessidade de ser degradada no
meio extracelular. Portanto, enzimas como as endo-xilanases e as esterases sao
secretadas pelas células para o meio circundante (Figura 8). Os principais produtos
de degradagao da xilana por enzimas extracelulares sdo os xilo-oligossacarideos,

acido acético, L-arabinose, acido 4-O-metil-D-glucuronico e D-xilose (BIELY, 1985).

Figura 8. Regulag&o da biossintese de xilanase em Cryptococcus albidus.
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Devido a heterogeneidade e complexa natureza quimica da xilana, a sua
quebra completa requer a agcdo de um complexo de varias enzimas hidroliticas, que
atuam cooperativamente para converter a xilana em seus agucares constituintes
(BAJPAI, 2014).

A Figura 9 nos mostra os componentes estruturais basicos encontrados em
hemiceluloses e as hemicelulases responsaveis por sua degradacao.

Figura 9. Os componentes estruturais basicos encontrados em hemicelulose e as
hemicelulases responséaveis por sua degradacao.
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A endo-1,4-B-xilanases (1,4-B-xilana xilohidrolase; EC 3.2.1.8) sdo as mais

importantes enzimas xilanoliticas. Elas reduzem o grau de polimerizacao do substrato
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ao clivarem as ligacbes glicosidicas na cadeia principal da xilana. A xilana ndo é
atacada aleatoriamente, mas as ligacdes selecionadas para a hidrélise dependerao
da natureza da molécula de substrato, isto €, do comprimento da cadeia, ao grau de
ramificacdo, e a presenca de substituintes (BAJPAI, 2014; PULS e POUTANEN,
1989).

As xilanases e as xilosidases sao induziveis: sao produzidas em quantidades
elevadas durante o crescimento em matriz que contenha xilana e a sintese das
enzimas é reprimida por fontes de carbono facilmente metabolizadas, tais como
glicose e/ou xilose. No entanto, a sintese das enzimas xilanoliticas & acelerada
qguando envolve fragmentos de menor massa molar, ou seja, xilobiose e xilotriose
(Figura 8) (BIELY, 1985).

A enzima B-xilosidase (1,4-B-D-xilosido xilohidrolase) faz parte da maioria dos
sistemas xilanoliticos microbianos, niveis altos de producao dessas enzimas tem sido
encontrado de forma extracelular e associado a célula, intracelular (Figura 8). Essas
enzimas podem hidrolisar xilooligossacarideos e xilobiose a xilose por remogdes
sucessivas de D-xilose a partir da terminagdo nao redutora. Porém, as [3-
carxilosidases purificadas mostram maior atividade em direcao a xilobiose, nenhuma
atividade em relagdo a xilana e a atividade em relacdo aos xilooligossacarideos
geralmente diminui com 0 aumento do comprimento da cadeia (BAJPAI, 2014).

A a-L-arabinofuranosidase faz parte da classe das arabinases, elas hidrolisam
grupos nao-redutores a-L-arabinofuranosil de arabinanas, arabinoxilanas e
arabinogalactanas. H& dois tipos de arabinofuranosidases: Exo-a-L-
arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55) e endo-1,5-a-L-arabinofuranosidases (EC
3.2.1.99). As exo sdo ativas em arabinanas ramificadas e as endo sdo ativas apenas
com arabinanas lineares (BAJPAI, 2014).

3.5 PRODUCAO DAS CELULASES E HEMICELULASES

Os processos de fermentacdo para obtencao de enzimas podem ser divididos
em dois sistemas: fermentagdao submersa (FSM), que se baseia no cultivo de

microrganismos num meio liquido contendo nutrientes, e fermentagdo em estado
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sélido ou semi-sélido (FSS), que consiste no crescimento e formacdo do produto
microbiano em particulas sélidas na quase auséncia de adgua. No entanto, o substrato

deve conter umidade suficiente para permitir o crescimento do microrganismo e
metabolismo (PANDEY, 2003).

Nos ultimos anos, FSS recebeu mais interesse dos pesquisadores. Varios
estudos tém demonstrado que este processo pode levar a maiores rendimentos e
produtividades ou caracteristicas de produtos melhores do que FSM. Além disso, a
producdo de enzimas por FSS é vantajosa, em relacdo aos demais processos de
cultivo, devido a capacidade de utilizar substratos sélidos constituidos por residuos
agroindustriais que servem como fontes de carbono e energia para o crescimento de
microrganismos. O baixo volume de agua em FSS tem também um grande impacto
sobre a economia do processo, principalmente devido ao menor tamanho do
fermentador, reducéo de processamento downstream, agitacao reduzida e menores
custos de esterilizacao (H(")LKER e LENZ, et al., 2005, MARTINS et al., 2011,
PANDEY, 2003; FLORENCIO, et al., 2016 e RAGHAVARAQO et al., 2003).

Utilizando fermentacao submersa Goluguri et al. (2015) obtiveram atividade de
endo-xilanase de 31,0 Ul/g utilizando residuo de palha de arroz como fonte de
carbono. Ja a fermentacao semissélida do residuo agroindustrial do bagaco do limao
foi estudada por Rodriguez-Fernandez et al. (2011), utilizando um biorreator com
capacidade de 2 kg foi obtida uma atividade de endo-xilanase equivalente a 65,38
IU/g. Corroborando com o que foi dito pelos autores anteriormente, a FSS apresentou
maior producao de enzimas xilanases quando comparada com a FSM.

Resultados semelhantes sédo reportados na literatura para celulases, Herculano
et al. (2011) observaram valores maximos de atividade de 953,4 U/gds (FPase), 191,6
U/gds (CMCase), e 88,3 U/gds (B-glucosidase) ao trabalhar com fermentativo semi-
sélido da torta de mamona e Aspergillus japonicus. No entanto, ao trabalharem com o
mesmo microrganismo em fermentagdo submersa usando fonte indutora

carboximetilcelulose (2 %) obtiveram valor de 0,37 U/mL de atividade de CMCase.

Florencio et al. (2016) estudando o efeito do método de cultivo sobre a
producao de enzimas por A. niger e T. reesei, obtiveram resultados semelhantes. Os
dois fungos filamentosos foram capazes de crescer e produzir enzimas sob os
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diferentes sistemas avaliados (FSS e FSM), porém, reportaram atividades de xilanase,
endoglucanase, FPase e B-glucosidase no coquetel enzimatico FSS de A. nigere T.
reesei maiores que as produzidas por FSM. Demonstrando que o método de cultivo

da fermentag&o semissolida foi mais eficiente ao produzir enzimas.

O interesse na producdo dessas enzimas deve-se ao uso crescente das
xilanases e celulases em diversos processos, onde se destacam a producao de
compostos medicinais como agentes anti-glicémicos e anti-carcinogénicos,
melhoramento do sabor do vinho, aumento da qualidade do pao, tratamento de polpas
vegetais, clarificacdo de sucos, aumento da qualidade de ragdes, producdo de
bioetanol e sintese de oligossacarideos (NUMAN e BHOSLE, 2005).
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4. METODOLOGIA

4.1 LOCAL DE REALIZAGAO DO TRABALHO

Os experimentos foram realizados nos Laboratérios de Engenharia Bioquimica
(LEB), da Universidade Federal de Campina Grande, em Campina Grande — Paraiba
e no Laboratério de Tecnologia de Bioativos (LABTECBIO), da Universidade Federal

Rural de Pernambuco, em Recife — Pernambuco.

4.2 SUBSTRATO

Como substrato, do processo fermentativo e de extragao das hemiceluloses, foi
utilizado o Sorgo Sacarino cedido pelo Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA).
Como incremento no processo fermentativo foi utilizado o farelo de trigo, in natura e
seco, adquirido comercialmente da empresa Grings Alimentos Saudaveis. O qual foi
usado como fonte indutora das celulases e hemicelulases (GASPAR et al., 1997).

O substrato (bagaco do sorgo sacarino) passou por processo de lavagem com
agua destilada para remover os agUcares facilmente assimilaveis contidos no
substrato ja que, de acordo com a literatura, a glicose, lactose e xilose em alta
concentragdo podem ser repressoras na producdo das enzimas celuloliticas e
hemiceluloliticas (GASPAR et al., 1997), a remocéao dos solidos soluveis totais (SST)
foi acompanhada pela medida do °Brix do lixiviado em refratdmetro.

O fluxograma (Figura 10) a seguir, apresenta todo o processo de preparacao do
bagaco de sorgo sacarino para armazenamento e posterior uso nas fermentacoes e

extracao da hemicelulose.
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Figura 10. Fluxograma de preparacao do bagaco do sorgo sacarino
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Como observado na Figura 10 o residuo, apés lavagem, foi seco em estufa com
circulacdo de ar forgcada a uma temperatura de 55 °C até atingir massa constante,
temperatura suficiente para secagem sem comprometer a qualidade nutritiva do
bagaco. Apés atingir massa constante, o residuo foi triturado em moinho de facas da
marca Tecnal, para obtencao da granulometria necessaria.

O bagaco sorgo sacarino lavado, triturado e seco a 55°C foi homogeneizado, e
submetido ao quarteamento para obtencdo da amostra representativa para
caracterizagao fisico-quimica e instrumental do substrato. O bagaco foi armazenado
em embalagem hermeticamente fechada a temperatura ambiente, até o momento de

ser utilizado.
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4.3 CARACTERIZACAO

4.3.1 Teor de umidade

A andlise do teor de umidade seguiu metodologia preconizada por AOAC (1975).
Para determinagao da umidade do material foram colocadas cdpsulas de aluminio na
estufa a 105 °C por 24 h e em seguida transferidas para um dessecador por 20 min.
ApGs esse periodo, 2,0 + 0,0001 g do material foram pesados em balanca analitica
(Shimadzu). Amostra e recipiente, foram levados a estufa sob as mesmas condi¢des
de temperatura e tempo. Ao término das 24 horas, o conjunto foi levado imediatamente
para resfriamento em dessecador, em seguida em balanga analitica foi determinada
a massa seca da amostra. Para o calculo do teor de umidade, em base Umida, foi

usada a Equacéo 1:

U 0L — my, — Mg
b (%) = B x 100 (1

u

Em que:

Ub.u— umidade base Uumida
mu - massa umida

Mms - massa seca

4.3.2 Cinzas

O teor de cinzas foi determinado segundo metodologia da AOAC (1975). Os
cadinhos de porcelanas foram colocados em mufla a 600°C por 30 minutos, apds esse
tempo, os cadinhos foram retirados e deixados em dessecador, por 30 minutos, para
esfriar, posteriormente foram pesados, obtendo-se a tara dos mesmos. Foi adicionado
2 g £ 0,1 mg do material em cada cadinho (triplicata), e em seguida, foram levados
para a chapa elétrica para realizagdo da pré-queima, para facilitar a combustao na
mufla. Dando prosseguimento, os cadinhos foram levados a mufla por 2 horas a
600°C, prolongando-se por mais 2 horas, apds as quais, foram retirados e transferidos
para um dessecador, por 30 minutos, para esfriar e proceder a determinacdo da
massa em balanga em analitica. O calculo foi realizado conforme Equacao 2:
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m., — m
Cz(%)zczm—cadx
A

100 (2)

Em que:

CZ - cinzas

Mcz - massa do cadinho + cinza
Mcad - Massa do cadinho

ma- massa da amostra, em grama

4.3.3 Extrativos

O teor de extrativos totais foi determinado seguindo o método TAPPI T 204 cm-
07 (TAPPI, 2010). Uma amostra de 10 g da amostra seca foi pesada e submetida a
extracao com sistema solvente (ciclo-hexano e etanol, 2:1) em aparelho tipo Soxhlet,
acondicionada em cartucho confeccionado por papel de filtro quantitativo previamente
tarado, por 8 horas. Apds este tempo o solvente foi removido, e os residuo obtido no
cartucho foi seco em estufa a 105°C até massa constante, para a determinacéo do
teor de extrativos totais. A porcentagem de extrativos foi determinada com base na

diferenca de massa conforme a Equacao 3.

0 _ m; — mf

% EX = ———L % 100 (3)
m;

Em que:

EX - extrativos

mi - massa inicial, g

ms - massa final, g

4.3.4 Determinagao do Teor de Holocelulose (a-Celulose + Hemicelulose)

A andlise do teor de holocelulose seguiu-se de acordo com metodologia
preconizada por Morais, Rosa e Marconcini (2010). Em um frasco do tipo erlenmeyer
de 500 mL, foram adicionados 3,0 g do material vegetal seco, livre de extrativos. Em
seguida, foram acrescentados 120 mL de agua destilada. Em uma capela de
exaustao, foi preparado um banho-maria, mantido a temperatura constante de 70 °C.

Ao erlenmeyer, foram acrescentados 2,5 g de clorito de sédio (NaClOz), com pureza
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aproximada de 80%, e 1 mL de acido acético glacial, com pureza = 99,85%. O conjunto
erlenmeyer-reagentes foi tampado com um outro erlenmeyer de 25 mL, mergulhado
no banho, aquecido por uma hora, e mantido sobre agitagcdo magnética. Apods esse
tempo, foi adicionado 1 mL de acido acético e 2,5 g de clorito de soédio, com intervalo
de 1 hora foi realizada uma nova adicao dos reagentes ao conjunto, que permaneceu
em aquecimento e agitacao por mais trés horas. Com o periodo de reac¢ao finalizado,
o conteudo do erlenmeyer foi transferido para o sistema de filtracdo a vacuo com
agitacao constante evitando assim a perda de precipitado no interior do erlenmeyer.
Para a realizacéo da filtracao foram utilizados funis de vidro sinterizados, previamente

lavados, secos em estufa e pesados em balanca analitica.

Apos esta etapa, o precipitado recolhido no funil foi lavado com agua destilada
e, por fim, levado para estufa a 105 °C, onde permaneceu por 24 horas, até massa

constante.

Posteriormente a secagem, o conjunto funil-holocelulose foi levado até o
dessecador por 30 minutos, e a massa do funil somada a massa de holocelulose foi

medida, em uma balanca analitica.

Com base nos dados obtidos pode ser calculado o teor de holocelulose (TH%),
conforme a Equacao 4:

(MFH — MF)

TH (%) = o

X 100%] (4)

Em que:

TH — teor de holocelulose

MFH — massa do funil + massa de holocelulose
MF — massa do funil seco

MA — massa da amostra

Como os dados foram referentes a massa da amostra seca e sem extrativos,

logo, foi necessario a corre¢ao dos valores do material original usando a Equacéo 5.

TH (%) — [100 — (TE(%) + TU(%)]
100

TH (%) corrigido = (5)
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Em que:

TH — teor de holocelulose
TE — teor de extrativos
TU — teor de umidade

4.3.5 Determinagao do Teor de a-Celulose

A determinacéo do teor de a-celulose foi realizada de acordo com metodologia
preconizada por Morais, Rosa e Marconcini (2010). Inicialmente, cerca de 1,0 g das
amostras de holocelulose secas, obtidas anteriormente, foram pesadas, e em seguida
colocadas em um almofariz, a temperatura ambiente. Um volume de 15 mL de uma
solucdo de NaOH a 17,5% (m/v) foram adicionados, e apds dois minutos em repouso,
o material foi macerado por oito minutos. Foi acrescentado 40 mL de agua destilada
ao almofariz, e o conteddo passou por filtragdo a vacuo e o precipitado recolhido foi
lavado com agua destilada. Realizada a filtracao, o funil foi levado para estufa a 105
°C, por 24 horas. Ap6s a secagem, o conjunto funil-holocelulose foi colocado em
dessecador, por 30 minutos, e a massa do funil somada a massa de a-celulose foi

pesada em balanca analitica.

Com o conhecimento dos dados obtidos foi possivel a determinacao do teor de
a-celulose (TA%) em percentagem, de acordo com a Equacéo 6:

(MFA — MF)
TA (%) = [W X 100% (6)

Em que:
TA — teor de a-celulose
MFA — massa do funil + massa de a-celulose

MF — massa do funil seco
MAH — massa de hemicelulose

O teor corrigido de a-celulose, com base no teor corrigido de holocelulose, foi
calculado a partir da Equagéo 7:

(TH (%)Corrigido — TA (%))
100

TA (%)corrigido = (7)
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Em que:
TA — teor de a-celulose
TH — teor de holocelulos

4.3.6 Lignina

O teor de lignina foi obtido de acordo com metodologia preconizada por Morais,
Rosa e Marconcini (2010). Na determinacgao de lignina foi utilizado cerca de 1,0 g de
amostra moida, na sua forma sem extrativos. O material foi colocado em almofariz e
adicionados 17,0 mL de &cido sulfurico 72% (v/v), resfriado em geladeira a 15 °C. O
material foi macerado por 15 minutos cuidadosamente com o pistilo, até eliminar
particulas visiveis ndao solubilizadas, e deixado em repouso por 24 horas para
digestao.

Ao material digerido foram adicionados 306 mL de dgua destilada ao almofariz
para diluicdo do &cido sulfurico a 4 % (v/v). Em seguida, o conteudo foi transferido
quantitativamente para o baldo de 500 mL, o qual foi conectado a um condensador de
bolas, permanecendo sob aquecimento e refluxo por 4 horas, o qual foi contabilizado
a partir do inicio da fervura. Apds esse tempo de refluxo o material foi deixado em

repouso até temperatura ambiente.

Para o processo de filtracdo, papéis de filtro foram colocados em estufa a 105
°C, até massa constante e guardados em um dessecador, até o momento da

utilizagdo, quando a massa foi medida.

Para realizagdo da filtracao a vacuo, o material foi transferido aos poucos para
o funil, com agitagdo constante, para evitar a perda do precipitado. Apds a
transferéncia de todo o material contido no baldo volumétrico, este foi lavado com

agua destilada, para que nenhum residuo de lignina insoltvel fosse perdido.

O precipitado recolhido no papel de filtro foi lavado com agua destilada até o
pH proximo ao da agua utilizada. Posteriormente, o papel de filtro foi levado para
estufa a 105 °C onde permaneceu por 24 horas. Apds a secagem, o conjunto papel-
lignina foi resfriado em dessecador por 30 minutos e em balancga analitica foi medida
a massa do papel somada a massa da lignina.
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Com base nos dados obtidos pode-se calcular o teor de lignina insoluvel

(TLI%), conforme a Equacao 8:

(MFL — MF)

TLI (%) = o

X 100%] —CZ (%) (8

Em que:

TLI — teor de lignina insoluvel

MFL — massa do funil + massa de lignina seca
MF — massa do funil seco

MA — massa da amostra

CZ - teor de cinzas na amostra

4.3.7 Proteina

Para determinagéo da proteina bruta foi utilizado o0 método semi-micro Kjeldahl
conforme Malavolta, Vitti e Oliveira (1989). Em um tubo de digestao foi adicionado 0,1
g da amostra, 0,7 g de mistura digestora e 7 mL de acido sulfurico. O conjunto foi
deixado por 12 horas em pré-digestdo. Em seguida, em bloco digestor as amostras
foram aquecidas a 350 °C, partindo da temperatura ambiente e aumentando-se 40 °C
a cada 30 minutos até a temperatura citada, permanecendo assim até o final da
digestao, caracterizada pela obtencao de um liquido incolor ou levemente esverdeado.
As amostras foram retiradas do bloco, resfriadas a temperatura ambiente e levadas
ao destilador de nitrogénio conectado a um erlenmeyer de 125 mL contendo 5 mL de
solucéo indicadora de &cido bérico na ponta do destilador. Ao digerido foi adicionado
25 mL de NaOH 10 mol/L e a torneira do vapor de agua foi aberta para dar inicio a
destilagéo, a qual terminou ao completar cerca de 50 mL de destilado em erlenmeyer
contendo a solucgéo indicadora. O destilado foi titulado com HCI 0,02 N até o ponto de
viragem do indicador. Em paralelo, foi realizado uma prova em branco, contendo
apenas os reagentes. Por meio da Equacéao 9 obteve-se o teor de nitrogénio. O teor
de proteina foi obtido a partir da multiplicacdo do teor de nitrogénio pelo fator de
conversao 5,83 para o farelo de trigo e 6,25 para o sorgo sacarino (Equagéo 10) (IAL,
2008).

9% N = (Vbranco - Vamostra) X 0,02 X F

€)
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%P =%N X 6,25 (10)

Em que:

N — nitrogénio

P — proteina

Vbranco — VOlume gasto na tilulagdo na prova em branco
Vamostra — VOlume gasto na tilulagdo na amostra
Mamostra — massa da amostra

4.3.8 Acucares Redutores

A concentracao de acucares redutores foi determinada seguindo a metodologia
descrita por Miller (1959). A mesma baseia-se na reducéo do acido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS) a 3-amino-5-nitrosalicilico, simultaneamente com a oxida¢ao do grupo aldeido

do acucar a grupo carboxilico.

Para o desenvolvimento da metodologia 1 g da amostra (ma) foi diluida em
volumes variados de agua destilada (Va), em seguida a mistura foi homogeneizada e
mantida em repouso por 30 minutos. As diferentes diluigdes foram feitas de forma que
a absorbancia lida no espectrofotébmetro estivesse dentro da curva de calibragéo e
assim a concentracao de acgucares redutores e redutores totais fossem calculadas
com base no fator de conversao (Fc) da curva de calibragao realizada previamente.

Para a determinacado dos acucares redutores, 1mL do extrato da amostra foi
colocado em tubo de ensaio contendo 1 mL do DNS e levado a fervura em banho-
maria por exatos 5 minutos. Em seguida, o tubo de ensaio foi resfriado em agua fria e
8mL de agua destilada foram adicionados. A leitura da absorbancia da amostra foi
entdo realizada em um espectrofotémetro UV-Vis em um comprimento de onda de
540 nm, previamente zerado com uma amostra em branco submetida ao mesmo
procedimento, no qual 1TmL de extrato da amostra, foi substituido por 1 mL de agua
destilada que foi o fluido utilizado na extracao dos acgucares presentes na amostra a

ser analisada.

Os resultados de acucares redutores foram expressos em gramas de agucares

redutores por grama de amostra analisada, seguindo a Equacéo 11.
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Abs X F, XV,
9ar — c A
AR (*/g,) m, X 1000 a1

Onde:

Abs — Absorbéancia

Fc — Fator de converséao, baseado do DNS.
Va — Volume de agua destilada

ma — massa da amostra

4.3.9 Isoterma de dessorcao de umidade

As isotermas de dessorgcado foram obtidas a partir dos dados de atividade de
agua e umidade de equilibrio, utilizando o medidor de atividade de agua Aqualab
(Decagon), estufa de secagem microprocessada (Marconi) e balanca analitica
(Shimadzu).

O método estatico-indireto foi utilizado para determinacdo das isotermas de
acordo com metodologia usada por Capriste e Rotstein (1982). Inicialmente, amostras
dos substratos usados nos ensaios da fermentagcao (Sorgo sacarino sem adicdo de
farelo de trigo, sorgo sacarino + 25% de farelo de trigo e sorgo sacarino + 50% de
farelo de trigo) foram umidificadas com agua destilada. Em seguida, cada amostra em
embalagem hermeticamente fechada foi mantida sob refrigeragdo “overnight’ até

uniformizagéo da umidade do substrato.

Apos “overnight’, as amostras a temperatura ambiente, foram submetidas as
andlises. Em balanca analitica foi medido 1,5 g de cada amostra e levada ao
equipamento Aqualab para a determinacao da atividade de agua (aw) na temperatura
de 28°C que foi a temperatura préxima a utilizada para producao das enzimas. Em
seguida, a amostra foi levada a estufa de secagem a temperatura de 40 °C por 5
minutos. Apéds, esse periodo a amostra foi resfriada em dessecador para posterior
andlise no medidor de atividade de agua e pesagem em balancga analitica. A amostra
foi submetida repetidamente a esse processo (estufa-dessecador-Aqualab-balanca)
até que sua ultima leitura fosse igual ou superior a penultima. Ao final, a amostra foi

submetida a estufa a 105 °C, até massa constante, para obtencao da sua massa seca.
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4.3.10 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As micrografias das amostras dos substratos foram obtidas em microscopio
eletrénico de varredura (Vega 3, Tescan) com detector OXFORD (elétron secundario)
a uma poténcia do feixe de elétrons de 20 kV. As amostras foram fixadas com fita
adesiva de carbono dupla face condutora convencional em suporte de aluminio (stubs)
depois foram metalizadas com carbono, em camara metalizadora acoplada a um

sistema de aquecimento das fibras de carbono (2000 °C).

4.3.11 Analises termogravimétricas (TG, DTG e DSC)

As curvas termogravimétricas (TG/DTG) das amostras foram obtidas em
analisador térmico, em atmosfera de ar sintético, razdo de aquecimento de 10°C.min
' da temperatura ambiente até 1100 °C. As curvas calorimétricas (DSC) foram obtidas
em calorimetro exploratorio diferencial, em atmosfera de ar sintético, razdo de

aquecimento de 10 °C.min"" da temperatura ambiente até 1100 °C.

4.3.12 Difratometria de Raios-X (DRX)

As amostras de bagaco de sorgo sacarino e a hemicelulose extraida do BSS,
foram analisadas em difratdbmetro Shimadzu com varredura entre 5° e 70° (20) e
velocidade de 0,033°/s. Os DRX das amostras foram realizadas utilizando difratdmetro

Shimadzu com varredura entre 5° e 70° (20) e velocidade de 0,033°/s.

4.3.13 Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A andlise do bagaco do sorgo sacarino e da hemicelulose extraida foram
realizadas por FTIR. As amostras secas em estufa a 60 °C por 12 horas, foram moidas

49



e armazenadas em ambiente livre de umidade, dessecador, até o momento da
andlise. Para a leitura 2 mg de amostra foi homogeneizada com 225 mg de KBr e em

seguida analisada em equipamento FTIR (Perkin Elmer).

4.4 PRODUCAO DE ENZIMAS
4.4.1 Planejamento experimental

A producdo das enzimas das enzimas celuloliticas (CMCase e FPAse) e
hemiceluloliticas (xilanase e a-L-Arabinofuranosidase) foi estudada utilizando o fungo
Trichoderma ressei LCB 48 em fermentacao semissélida do bagaco do sorgo sacarino
a 30 °C. O estudo teve uma abrangéncia de 240 horas, sendo retiradas amostras em
intervalos de 24 horas para a construcdo da cinética de fermentagdo. Nessas
amostras eram realizadas andlises de pH, AR (acgucar redutor), umidade e atividade

das enzimas.

Durante o processo de fermentagdo para producdo das enzimas foram
analisadas a influéncia das seguintes variaveis no processo: Umidade inicial (Ui, em
b.u. %) e teor de farelo de trigo (FT, em %). Para isso foi realizado um planejamento
experimental 22 com 4 repeticdes no ponto central. As Tabelas 2 e 3 detalham,
respectivamente, os niveis e a matriz do planejamento, os quais foram baseados na
literatura existente (RODRIGUEZ-ZUNIGA et al., 2011)

Tabela 2. Niveis do planejamento experimental da producédo das enzimas

Variavel Nivel
-1 0 +1
Ui (b.u. %) 60 70 80
FT (%) 0 25 50

50



Tabela 3. Matriz de planejamento experimental fatorial 22 com 4 repeticdes no ponto
central da producéo de enzimas.

Ensaios Ui (b.u. %) FT (%)

1 60 0

2 80 0

3 60 50
4 80 50
5 70 25
6 70 25
7 70 25
8 70 25

O programa computacional Statistica TM (Versdo 10.0, da Statsoft, Inc.) foi
usado para calcular os efeitos principais das variaveis e suas interacées, bem como

dados relativos a Analise de variancia (ANOVA) e superficie de resposta.

4.4.2 Conservacao do Trichoderma reesei LCB 48

O microrganismo Trichoderma reesei LCB 48 foi obtido da colecdo da Embrapa
Semiarido, localizada em Petrolina, Pernambuco. O mesmo foi mantido em tubos tipo
eppendorf em blocos de agar de 4-6 mm3, na presenca de agua destilada esterilizada
e estocado a temperatura de 8 °C, conforme metodologia de Castellani (1939), até ser
utilizado.

4.4.3 Repique do Trichoderma reesei LCB 48

Para realizacdo do primeiro repique foram retiradas gotas da suspensao de
esporos do tubo tipo eppendorf e em seguida transferidos para placas de Petri
contendo meio BDA (Tabela 4).

Tabela 4. Composicao do meio BDA para repique do Trichoderma reesei LCB 48.

Componentes Concentragéo (g.L™")
Dextrose 3,0
Batata 1,0
Agar 20,0
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Apo6s inocular o Trichoderma reesei LCB 48 em placas de Petri (Figura 11a) as
mesmas foram incubadas a 28 °C por um periodo de 10 a 12 dias tempo necessario

para que as placas estivessem totalmente cobertas por esporos.

Figura 11. Repique do Trichoderma reesei em placa de Petri (a) e em sabugo de
milho (b)

A partir do repique em placas de Petri, foi realizado um segundo repique
(Firgura 11b), sendo esse em sabugo de milho de acordo com metodologia de Couri
(1993), o qual proporciona maior esporulacao do fungo. O meio de sabugo de milho
foi preparado a partir de sabugos previamente cozidos, triturados e umidificado com

solucao contendo peptona e elementos tragos.

Para preparo do inéculo, foi adicionado a cada placa de Petri com
microrganismo Trichoderma reesei LCB 48, entre 5 e 8 mL de Tween 80 0,3% v/v e,
com o auxilio da alga de platina, foi feito o desprendimento dos esporos contidos no
meio de cultivo deixando a suspensao homogénea. Com o auxilio de um pipetador,
inoculou-se 1 mL de suspensao de esporos em cada erlenmeyer contendo sabugo de
milho previamente autoclavado e homogeneizado. Em seguida, os erlenmeyers de
250 mL foram incubados a 28 °C por periodo de 10 a 15 dias, até que todo o sabugo
estivesse coberto de esporos (Figura 11b). Apdés o periodo de cultivo do
microrganismo, os erlenmeyers foram mantidos sob refrigeracédo por periodo maximo

de até 3 meses e utilizados como inoculos nos ensaios de fermentacao
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4.4.4 Processo fermentativo

O preparo do inéculo para a fermentagéo foi realizado adicionando-se 40 mL
de uma solucéao de Tween 80 a 0,3% (v/v) em frascos tipo erlenmeyer contendo os
esporos do T. reesei em sabugo de milho. Apéds, leve agitacdo, os esporos foram
transferidos para béquer estéril com auxilio de gaze e algodao estéril para a contagem.
A quantificacdo da suspensao obtida foi feita por meio de contagem de esporos em
Céamara de Neubauer espelhada. O volume da suspensao de esporos adicionado ao
meio de fermentacgao foi ajustado de modo a se ter um inoculo de 107 esporos por

grama de meio.

Para o processo de fermentacado e produgdo das enzimas foram utilizados
erlenmeyer de vidro de 250 mL como biorreatores. O meio de cultivo semi-sélido
umidificado, de acordo com planejamento experimental, foi autoclavado por 15
minutos a 121 °C e inoculado com 1,0 x 107 esporos/g (contagem em Céamara de
Newbauer) com Trichoderma reesei LCB 48. Em seguida foi incubado em BOD com
temperatura controlada de 30 °C (Figura 12), durante o periodo de 240 horas para
estudo de sua cinética.

Figura 12. Fermentacao semissélida do bagaco do sorgo sacarino utilizando
Trichoderma reesei LCB 48

A extracdo das enzimas foi feita com tampéo citrato de sodio pH 4,8 (BAILEY,
BIELY e POUTANEN, 1992), sob agitagdo agitados em shaker a temperatura
ambiente. A cada biorreator foi adicionado 7,5 mL do tampao por grama de substrato
e homogeneizado por 30 minutos. A filtragcdo foi realizada com gaze e algodao,
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obtendo-se o0 extrato enzimatico para determinacdo da atividade enzimatica. No
momento da extragdo da enzima foi também realizado andlise de pH, umidade e

acucar redutor (AR) do fermentado.

4.5 DETERMINACAO DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS

4.5.1 Endo-B-1,4-xilanase

A atividade da xilanase foi realizada segundo Bailey, Biely e Poutanen (1992),
seguida pela quantificacdo dos acucares redutores pelo método de Miller (1959). O
procedimento consiste na reacdo de 900 uL de xilana 1 % (Birchwood — Sigma),
preparada em tampao citrato de sédio 0,05 M, pH 4,8, com 100 pL de extrato
enzimatico a 50 °C por 300 segundos (5 minutos). A reacgao foi interrompida pela
adicdo de 1,5 mL de solugdo de acido 3,5-dinitrossalicilico (DNS). No ensaio em
branco, ou ensaio controle, a solugdo DNS foi adicionada antes da adi¢do da enzima.
Em seguida os tubos contendo a reacao foram fervidos a 100 °C por 5 minutos e
resfriados em banho de gelo. A leitura foi realizada com absorbancia em
espectrofotdbmetro a 540 nm e a concentracdo foi convertida em concentracdo de

xilose a partir da curva analitica.

4.5.2 a-L-Arabinofuranosidase

A atividade da a-L-Arabinofuranosidase foi determinada de acordo com
Reddy e Krishnan (2016), usando como substrato o 4-nitrofenil-a-L-
Arabinofuranosideo (pNPAf) 0,5 mM preparada em tampao citrato de sédio 0,05 M,
pH 4,8. A reagdo em 500 puL de volume a 45 ¢ C por 10 minutos, contendo 250 uL de
pNPAf e 250 uL de extrato enzimatico, foi finalizada por adicao de 500 pL de solugéo
Na2COs e a absorbancia foi mensurada em 410 nm. No ensaio controle a solugéo
saturada de Na2COs foi adicionada antes do extrato enzimatico. Os valores de

absorbancia foram convertidos por meio de curva analitica do 4-nitrofenol. Uma
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unidade de atividade de a-L-Arabinofuranosidase foi definida como a quantidade de

enzima liberada por 1 pmol de 4-nitrofenol em 1 minuto.

4.5.3 Endo-B-1,4-Glucanase (CMCase)

A atividade da CMCase foi determinada de acordo com metodologia
desenvolvida por Ghose (1987), seguida pela quantificagdo dos acucares redutores
preconizada pela metodologia de Miller (1959).

A mistura contento 500 pL de solugédo de carboximetilcelulose 2% (m/v)
preparada em tampdo citrato de sodio 0,05 M, pH 4,8, e 500 uL do extrato enzimatico,
foi submetida a temperatura de 50 °C por 30 minutos. A reacao foi interrompida pela
adicao de 1,0 mL de solucéao de acido 3,5-dinitrossalicilico (DNS), diluida em 8 mL de
agua destilada. No ensaio em branco, a solugdo de CMC 2% foi substituida por
solugdo tampao citrato de sbédio. Em seguida os tubos contendo a reacédo foram
fervidos a 100 °C por 5 minutos e resfriados em banho de gelo. A leitura foi realizada
com absorbancia em espectrofotémetro a 540 nm e a concentragéo foi convertida em

concentracao de glicose a partir da curva analitica.

4.5.4 Celulase Total (FPAse)

Para determinacdo da atividade de FPAse seguiu-se o protocolo de Ghose
(1987) e dosagem dos acgucares redutores pela metodologia de Miller (1959).

A mistura reacional contendo 1mL de extrato enzimatico, 1 mL de solucéo
tampao citrato de sodio 0,05 M, pH 4,8 e fita de papel de filtro Whatman n° 1 medindo
1,0 x 6,0 cm foi incubada a 50 °C por 60 minutos. O acucar redutor liberado foi
determinado usando solugdo de acido 3,5-dinitrossalicilico (DNS). A leitura foi
realizada em espectrofotdmetro a 540 nm e a concentracdo foi convertida em
concentracao de glicose a partir da curva analitica. A atividade de FPAse foi definida

como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 ymol de glicose por minuto.
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4.7 EXTRACAO DE HEMICELULOSE DO BAGACO DE SORGO SACARINO.
4.7.1 Extracdo com H202 em meio alcalino

A extracdo da hemicelulose foi realizada de acordo com o método descrito por
Xu et al. (2006) e modificado por Brienzo et al. (2009). Antes da extracéo, o bagaco
moido foi lavado com 0,2% (m/v) de acido etilenodiaminatetracético (EDTA) durante
1 h a 90 °C para remogao de ions metalicos, tais como ferro e manganés. Segundo
Brienzo et al. (2009) estes ions promovem a decomposicao de perdxido de hidrogénio
reduzindo o seu desempenho na deslignificacdo. O material foi submetido a uma
deslignificagdo oxidativa utilizando uma solucéo alcalina de perdxido de hidrogénio.
Uma amostra de 10 g de bagaco sem extrativos foi tratada com solugao de peroxido
alcalino 4% e sulfato de magnésio a 0,25 % com o pH ajustado a 11,6 com NaOH,
num volume de reacao de 200 mL e incubada em banho de agua termostatizado (40
°C). Apds 10 h, o residuo insoluvel recolhido por filtragdo foi lavado com agua destilada
até o pH ser neutro, e, em seguida, secado a 45 °C. O fluido sobrenadante foi ajustado
a pH 6 com HCI 6 M e em seguida concentrado até cerca de um terco do seu volume
sob circulagédo de ar a 45 °C. Ao sobrenadante concentrado contendo a hemicelulose
foi adicionado trés volumes de etanol a 95% para precipitar a hemicelulose, e em
seguida lavada quatro vezes com etanol a 70%. A hemicelulose decantada foi seca
por circulagao de ar a 45 °C.

4.8 HIDROLISE ENZIMATICA DA HEMICELULOSE E DO BAGACO DO SORGO
SACARINO

A hemicelulose e 0 bagaco de sorgo sacarino in natura foram hidrolisados pelo
extrato enzimatico, obtidos anteriormente (item 4.4). Em frascos tipo erlenmeyer de
250 mL esterelisado foi adicionado 1 e 0,5 grama de biomassa, 100 mL do extrato
enzimatico em tampao citrato pH 4,8 (50mM) e 0,4 mL solucdo de tetraciclina
10mg/mL. Os frascos foram tampados e mantido sob agitacao em incubadora Shaker
a 50 °C, com rotagdo de 150 rpm por periodo de 72 horas. Durante a hidrélise
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amostras de 1 mL foram retiradas em tempos regulares de 0, 12, 24, 36, 48 e 72 horas,

para verificar a producéao de glicose e xilose.

4.8.1 Analise dos Acucares

As concentracdes de glicose e xilose do hidrolisado foram determinadas por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), em equipamento Agilent (série
1100), coluna analitica Aminex HPX87H (Bio-Rad), temperatura de 65 °C, fase mével
composta de H2SO4 0,5 mM, fluxo de 0,6 mL min" e detector (IR) indice de refragéo
para a identificacdo e quantificacdo dos componentes. As amostras foram
previamente filtradas em filtro 0,20 um antes do procedimento analitico.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 CARACTERIZACAO

Neste capitulo apresenta-se os dados da caracterizagdo bagaco do sorgo
sacarino (BSS) usado para extracdo da hemicelulose e como substrato nos ensaios
de fermentacdo, bem como o farelo de trigo (FT) fonte indutora das enzimas. A
hemicelulose extraida do BSS utilizada durante a hidrolise enzimatica também sera
caracterizada em etapas seguintes da pesquisa.

5.1.1 Determinacao da composicao dos substratos

A Tabela 5 apresenta a composicao da fibra do bagaco do sorgo sacarino in

natura usado nos ensaios de fermentagao semissolida e na extragcao da hemicelulose.

Tabela 5. Composicéo da fibra do bagaco do sorgo sacarino.

o Teor
Componentes (%) Bagaco de sorgo sacarino

Umidade (b.s.) 9,39 £ 0,96
Cinzas 4,04 +0,44
Extrativos 13,99 £1,03
Lignina 12,82 £ 1,21
Celulose 25,07 + 0,94
Hemicelulose 37,03 £ 0,86

A composicao lignocelulésica do bagago do sorgo sacarino esta de acordo com
os valores relatados na literatura. Observa-se na Tabela 5 uma umidade de 9,39 %
para o bagago do sorgo sacarino, valores menores foram reportados por Oliveira et
al. (2009), 7,4 e 7,7 % de umidade para o bagaco de sorgo sacarino lavado e néao-
lavado, respectivamente. Campos (2015), ao caracterizar o sorgo sacarino para
utiliza-lo como substrato para producao de etanol de segunda gerag¢ao encontrou um
valor 6,44 %.
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O valor do teor de cinza encontrado, 4,04 %, foi semelhante aos reportados na
literatura para residuos lignoceluloliticos. Garcia, Alriols e Jabidi (2014) encontraram
valores de 4,0 e 4,5 % de cinzas para residuo da casca de eucalipto e bagaco da
haste do algod&o. Valor superior foi observado por Campos (2015) que obteve 5,76

% de cinzas em sorgo sacarino.

O teor de 13,99 % de extrativos equivalem a fracdes de taninos, éleos
esséncias, ceras, acidos graxos, compostos fendlicos e acucares simples presentes
no substrato. Resultados semelhantes foram obtidos por Campos (2015), também

trabalhando com bagaco do sogo sacarino, 18,06 %.

O teor de 12,82 % de lignina encontrado no bagac¢o do sorgo sacarino sédo
préximos ao reportado por Zheting et al. (2017) ao caracterizar o sorgo sacarino,
obtendo um teor de 13,84 %. Resultados superiores foram encontrados por Barcelos
et al. (2016) obtendo 19,80 % ao caracterizar o bagaco do sorgo sacarino usado como
matéria prima de etanol. Prathyusha et al. (2016) ao caracterizar sorgo sacarino para
ensaios de sacarificagdo obtiveram 23,84 % de teor de lignina.

De acordo com a literatura estudada o sorgo sacarino possui teor médio de
23,67 — 47,47 % de celulose, 17,02 — 38,19% de hemicelulose e 8,58 — 23,84 % de
lignina (Tabela 1).

O percentual de celulose encontrado para o bagaco do sorgo sacarino foi de
25,07 %. Resultados semelhantes foram reportados por Araudjo et al. (2014) ao
analisar a biomassa lignocelulésica de diferentes genétipos de sorgo, obtendo 24,10
e 23,67 % de celulose. Umagiliyage et al. (2015) ao estudar o uso do sorgo sacarino
como substrato de hidrolise enzimatica reportaram teor mais elevado de celulose,
apresentando teor de 36,9 %. Zheting et al. (2017) ao caracterizar bagag¢o de sorgo
reportaram valores semelhantes de 37,68 % de celulose.

A hemicelulose do bagago do sorgo sacarino apresentou um teor de 37,03%,
semelhante aos percentuais, 36,96 e 38,19 %, de dois gendtipos de sorgo estudados
por Aradjo (2014). Umagiliyage et al. (2015) e Yan et al. (2015), observaram valores
inferiores, 17,8 e 25,25 % de hemicelulose.
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Benardino et al. (2012) ao caracterizar 25 cultivares de Sorgo Sacarino, do
programa de melhoramento genético da Embrapa Milho e Sorgo, visando a producao
de etanol de primeira e segunda geragéo, observou variagcao de 30,88 a 43,80 % de
celulose, 15,93 a 23,67 % de hemicelulose e 4,93 a 8,73 % de lignina.

Resultados semelhantes foram observados por Araujo (2014), ao estudar 16
genotipos de sorgo, também cedido pela Embrapa Milho e Sorgo. O autor reportou
valores de 18,01 a 29,69 % de celulose, 24,67 a 44,33 % de hemicelulose e 6,38 a
9,34 % de lignina.

A tabela 6 disponibiliza os dados da composicdo em termos de AR e proteina
do bagaco do sorgo sacarino e do farelo de trigo usados como substrato e fonte
indutora na fermentacéo e produgéao das enzimas.

Tabela 6. Composicao de AR e proteina do bagaco do sorgo sacarino e do farelo de

trigo
Teor
(o)
Componentes (%) Bagaco de sorgo sacarino Farelo de Trigo
AR 0,20 + 0,00 1,50 + 0,00
Proteina 2,62 +£0,00 17,84 £ 0,10

Os teores de proteina encontrados para o bagaco de sorgo sacarino e farelo
de trigo, 2,62 e 17,87 (%), foram semelhantes aos observados por Rodriguez-Zufiga

et al. (2011) para o bagaco de cana-de-agucar e farelo de trigo, 1,52 e 17,61 (%).

A concentracao de agucares redutores obtidos para o bagago do sorgo sacarino
de aproximadamente foi de 0,2 %. Considerando-se que o substrato foi lavado, o
resultado esta de acordo com o valor de 0,21 % obtido por Lins e Conrado (2015) ao
trabalhar com bagaco do caju lavado como substrato de fermentacédo semissélida. Ja
o farelo de trigo apresentou 1,5 % de agucares redutores, teor mais elevado que o
teor do BSS.

De acordo com Aradujo et al. (2014), as mudancas observadas na composi¢ao
quimica das plantas no geral acompanham e dependem do seu estagio de maturacéo,
a media que a planta envelhece, a propor¢cdao dos componentes digestiveis tende a
diminuir e a de fibras aumentarem. Em consequéncia dessa maturidade e com
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decorrer do ciclo ocorre 0 aumento da lignina e aumento da parede celular dos tecidos
vegetais. A variedade do sorgo sacarino também influencia os teores dos constituintes

lignoceluldsicos.

A caracterizagao do bagaco do sorgo sacarino IPA P222 demonstrou que este
€ um substrato com potencial para ser utilizado na fermentagdo para produgéo de
enzimas celulases e hemicelulases, principalmente por apresentar um percentual de
celulose (25,07 %) e hemicelulose (37,03 %) satisfatérios, ja que esses componentes

sdo fontes de carbono indutor dessas enzimas.

5.1.2 Isotermas

Foram realizadas isotermas de dessorcao dos substratos usados nos ensaios
de fermentacao (item 4.4.1, Tabela 3), sendo estes compostos por bagaco de sorgo
sacarino in natura (BSS) (0 % de FT), BSS incrementado com 25 % e 50 % de farelo

de trigo.

De acordo com Reid e Fennema (2010), as curvas de conteludo de agua dos
substratos, chamadas de isotermas de dessorcdao, sdo Uteis para determinar o
conteudo de umidade necessario ao crescimento do microrganismo de interesse
durante um processo. Essas isotermas relacionam o teor de massa de agua por
unidade de massa de matéria seca (Umidade de Equilibrio) no substrato e a atividade
de agua.

Além de determinar a umidade e atividade de agua limite para o crescimento
do fungo, as isotermas de dessorgcéo foram realizadas no presente trabalho no intuito
de conhecer o comportamento do substrato que foi utilizado durante o periodo de

fermentacao.

Na Figura 13 sdo apresentadas as isotermas de dessorcdo dos substratos

usados durante a fermentacéo.
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Figura 13. Isotermas de dessorcao dos substratos usados durante a fermentacao:
BSS + FT 0%, BSS + FT 25% e BSS + FT 50 %
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Pode-se perceber que a atividade de agua diminui com o decaimento da
umidade de equilibrio. A taxa de dessorcdo é mais alta no inicio do processo,
mostrando uma maior facilidade de reducédo da umidade. Resultados semelhantes
foram reportados por Gouveia et al. (2004) ao estudarem as isotermas de dessorcéao
da banana prata.

A isoterma do bagaco de sorgo sacarino incrementado com 50% de farelo trigo
apresentou maior diferenga quando comparado aos demais substratos, mostrando
que a diferenca na composi¢ao quimica influencia no formato da isoterma (SHIBATA,
2016).

Segundo Biachi, Moraes e Capalbo (2014), cada microrganismo tem um nivel
de aw minimo para que possa efetuar suas atividades metabdlicas e os fungos
apresentam uma aw minima de 0,7 para o crescimento. Nas isotermas da Figura 13,

nota-se que a partir de uma umidade em torno de 20 % (b.s.) os substratos
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apresentam aw suficiente para o crescimento de fungos. Para a producao das enzimas
foram estudados os valores de umidade inicial dos substratos de 60, 70 e 80 % em
base umida (150, 233 e 400 % base seca), umidade suficiente para o crescimento do
fungo Trichoderma reesei.

Parkin (2010), afirma que as enzimas necessitam de aw diferentes para a
funcao catalitica. A aw minima, ou limite, requerida para a atividade enzimatica varia
de 0,25 - 0,70 para varias oxidorredutases, e 0,025 - 0,960 para diversas hidrolases.
Muitas enzimas exibem uma aw 6tima para atividade, sendo usualmente maior que
0,90.

Santos et al. (2013) utilizando fermentagéo semissdlida e o fungo filamentoso
Aspergillus niger na producdo de enzimas celuloliticas a partir do farelo do cacau,
avaliaram o efeito do tempo de fermentacao (24, 72, e 120 horas) e atividade de agua
(0,963; 0,976 e 0,983) sob a producao das enzimas. Como resultado eles obtiveram
as melhores atividades de CMCase (14,42 U/mL), FPAse (7,82 U/mL) e Xilanase
(11,86 U/mL) com 72 horas e com atividade de agua de 0,976.

Drapon (1986), reporta producao de enzimas amilases em farinha de centeio e
trigo com uma atividade de agua minima de 0,75 e 0,36, respectivamente. Ja para

proteases em farinha de trigo a aw minima foi de 0,96.

Santos et al. (2011) estudaram trés niveis de atividade de agua (0,943, 0,971 e
0,985/ 40, 50 e 60 %) do residuo de seriguela utilizado na fermentacéo semissolida e
o fungo Rhizopus sp. durante 120 horas a 35 °C. O pico de atividade de CMCase foi
observado com 72 horas de fermentacao no ensaio com 0,971 de atividade de agua,

correspondendo a 50 % de umidade.

Na Tabela 7 temos as informacdes dos parametros de ajuste das isotermas de
dessorgcao dos substratos (30 °C) para o modelo de GAB, obtidos por meio de

regressao nao-linear.
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Tabela 7. Parametros de ajuste das isotermas de dessorg¢ao dos substratos para o
modelo de GAB.

Substrato Xm C K R?2
BSS +0% FT 2,9921 4,6146 0,9807  0,9995
BSS + 25 % FT 3,0851 5,7002 0,9864  0,9986
BSS + 50 % FT 6,7326 3,1107 0,9702  0,9998

Os dados exibidos na Tabela 7 demostram que os valores da umidade da
monocamada (Xm) variaram de 2,99 a 6,73 % (b.s.), com uma tendéncia crescente
com o aumento do teor de farelo de trigo ao bagaco do sorgo sacarino. Resultados
superiores foram reportados por Timmermann et al. (2001) ao estudar a isoterma de
dessorc¢ao do trigo a 25 °C obtendo 10,24 % (b.s.) de Xm. Ja Bonner e Kenney (2013)
em suas isotermas de Sorgo encontraram 7,78 % (b.s.) de umidade na monocamada
na temperatura de 30 °C.

Para Blahovec (2004) por meio das constantes K e C do modelo de GAB pode-
se classificar as isotermas de acordo com as classes de isotermas de Brunauer.
Partindo desse principio as isotermas estudadas neste trabalho com 0 <K<1 e C> 2,

sdo classificadas como isotermas classe |l.

O modelo de GAB (Guggenheim-Anderson-deBoer) forneceu um bom ajuste
para os dados experimentais, fato demonstrado a partir dos valores do coeficiente de
correlagdo (R?), que variaram de 0,9986 — 0,9998. Ja era esperado que o modelo de
GAB tivesse bom desempenho com o conjunto de dados experimentais obtidos, visto
que o modelo é amplamente utilizado em analises com atividade de agua proxima a
0,9.

5.1.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A analise de Microscopia Eletrénica de Varredura foi realizada para demostrar
a morfologia dos substratos, bagaco de sorgo sacarino e farelo de trigo, usados

durante a fermentagéo.
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Na Figura 14 podemos observar micrografias do bagagco do sorgo sacarino
(BSS) in natura (Figura 14c e 14d) e do farelo de trigo (Figura 14a e 14b) usado como
indutor das enzimas no processo de fermentagao semissolida.

Figura 14. Micrografia eletrénica de varredura dos substratos: (a) Farelo de trigo
(341x); (b) Farelo de trigo (786x); (c) Sorgo sacarino — parte fibrosa (786x); (d) Sorgo
sacarino — parte macia do colmo (1090x).
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Observa-se na micrografia do farelo de trigo (14a e 14b), uma estrutura bem
organizada com fibras lisas, compactas e sem nenhuma ruptura, caracteristica do
material in natura.

A micrografia do bagacgo do sorgo sacarino in natura (14c) apresenta estrutura

fibrosa (feixes vasculares), recoberta por tecido parenquimatoso, superficie pouco
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rugosa, compactas e sem ruptura. Assumpcgao et al. (2016) obtiveram resultados
semelhantes trabalhando com bagaco da cana-de-acgucar, segundo o autor isso

ocorre devido a presenca da camada protetora formada pela lignina e hemicelulose.

A segunda micrografia do bagago do sorgo sacarino (14d) é referente a parte
mais interna e macia do colmo do bagago do sorgo sacarino. De acordo com Scarpari
e Beauclair (2008), esse tecido macio envolve os feixes vasculares (fibras) e
armazenam o caldo contendo acucar dissolvido. Dentre as micrografias percebe-se
que a imagem (14d) destaca-se por apresentar desorganizacao fisica, porosidade,
material estratificado e maior area superficial, sendo provavel permitir uma maior

acessibilidade do T. reesei durante os ensaios de fermentagao.

5.1.4 Termogravimetria TG/DTG

As analises termogravimétricas TG e DTG foram utilizadas para o estudo do
comportamento térmico das amostras do sorgo sacarino in natura e da hemicelulose

extraida do bagaco do sorgo sacarino.

Na Figura 15 estdo as curvas termogravimétricas TG/DTG para o bagaco do
sorgo sacarino. As curvas termogravimétricas TG representam a perda de massa, em
porcentagem, em fungcéo da temperatura, enquanto as curvas DTG correspondem a
derivada primeira das curvas TG e apresentam a variacdo da massa em relacdo ao
tempo, registrada em funcao da temperatura.

Analisando as curvas TG/DTG do bagago do sorgo sacarino presente na Figura
15, observa-se uma primeira etapa de perda de massa ocorrendo entre 27,54 — 178,36
°C, sendo caracteristico da desidratagcdo do material, indicando 5,20 % de perda de
massa. A segunda etapa de perda de massa ocorre entre 178,36 — 323,32 °C,
caracterizando a decomposicdo da hemicelulose com 35,68 % de perda de massa.
Na terceira etapa do grafico ocorre a decomposi¢ao da celulose entre 323,32 — 371,83
°C, indicando 22,91 % de perda de massa. A quarta etapa ocorre entre 371,83 —
621,90 °C indicando a decomposi¢éo da celulose e lignina com 26,73 % de perda

massa.
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Figura 15. TG e DTG do bagaco de sorgo sacarino in natura
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A literatura reporta o comportamento térmico de diversos residuos
lignoceluloliticos, geralmente classificando em trés momentos de perda de massa,
além da perda referente a desidratacdo. Soares (2011), afirma que no primeiro
momento ocorre a perda da fracdo mais reativa, sendo composta por hemicelulose.
No segundo momento, ocorre degradacédo da celulose e inicio da degradacédo da
lignina, sendo todas as hemiceluloses convertidas até o final deste momento. Ja no
terceiro momento ocorre a finalizagdo da conversao da celulose e continuidade da

degradacao da lignina.

Soares (2011) ao analisar a degradacao térmica da madeira de Eucalyptus
urophylla utilizando atmosfera n&o-oxidante, observou apenas duas etapas de
degradacao. A primeira entre 225 — 327 °C e a segunda entre 327 — 380 °C, quando
a decomposicao foi cessada. Viotto e Moraes (2014) ao estudar o comportamento
térmico do substrato do cultivo de shitake, composto por serragem e cerais, obtiveram
resultados semelhantes. Ao analisar a curva de TG em atmosfera oxidante foi possivel
observar perda de massa de aproximadamente 5%, até a temperatura de 160°C,
associada a perda de agua da amostra. Apds isso duas etapas de perda de massa:
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uma mais significativa (com perda de materiais mais volateis) ocorrendo entre 150 -

340 °C, com perda de 50% e outra entre 340 — 640 °C, com 8,7% de massa restante.

Wu et al. (2016) ao estudar a pirolise da celulose comercial (Sigma-Aldrich) e
celobiose, observaram apenas um pico na curva de DTG da celulose, a 351 °C com
uma taxa de perda de massa de 2,22 %/°C, ocorrendo entre no intervalo de 276 — 634
°C. Ja a celobiose apresentou dois estagios de perda de massa, o primeiro pico em
268 °C, sendo este bem menor, e o pico principal em 330 °C, ocorrendo ambos entre
245 —659 °C. O autor enfatiza, que o aumento da temperatura inicial de decomposicao
observado é em razdo do aumento do grau de polimerizacdo da amostra, crescente
de 245 ° C da celobiose para 276 °C da celulose.

Santos et al. (2011), em seu trabalho de condi¢des de estocagem do bagaco
da cana-de-acucar, estudaram o comportamento térmico de celulose microcristalina
(Vetec), lignina (Dedini) e bagaco de cana por meio de analises térmicas. Nas curvas
de TG e TDG para a celulose, observaram a presenca de trés estagios de perda de
massa. O primeiro, segundo os autores, ocorreu a temperaturas inferiores a 100 °C,
e esta relacionado a perda de umidade. O segundo estagio, entre 200 e 350 °C, com
temperatura maxima de 324 °C, podendo ser relacionado a decomposicao da matéria
organica com geracao de material carbonizado, o qual € queimado na faixa de 350 a
480 °C com temperatura maxima em 470 °C. Os dois primeiros estagios representam
uma perda de massa de 80% em relagdo a amostra inicial.

Ja para a TG e DTG do bagaco da cana-de-agucar Santos et al. (2011)
reportaram resultados semelhantes aos obtidos no presente trabalho. O primeiro
estagio de perda de massa apresentou temperaturas inferiores a 100 °C, relativas a
evaporacao gradual da agua contida no bagaco. Houve um segundo estagio, entre
275 e 305 °C, atribuido a decomposicao da hemicelulose, o terceiro, entre 300 e 325
°C, atribuido a decomposicdo da celulose e um quarto estagio acima de 400 °C
atribuido a decomposigao da lignina.

As curvas de TG e DTG da lignina, reportadas por Santos et al. (2011),
apresentaram dois estagios de perda de massa. O primeiro, entre 25 e 110 °C, com
temperatura maxima de massa em 48 °C, relacionado com a perda de umidade e o

segundo estagio, entre 110 e 590 °C, com temperatura maxima em 371 °C,
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relacionada a degradacédo da lignina. Observa-se com os resultados obtidos uma

longa faixa caracteristica de decomposicao lignina.

Resultados semelhantes foram reportados por Zhao et al. (2014) trabalhando
com lignina do bordo e do abeto chinés. Por meio de curvas de perda de massa TG e
DTG a uma taxa de aquecimento de 20 °C/min sob N2z, obtiveram o principal estagio
de perda de suas ligninas localizado em uma regido de temperatura ampla (entre 150
— 650 ° C). Segundo os autores, a decomposicao da lignina pode ser dividida em trés
fases: a fase de pirdlise inicial antes de 180 °C, principalmente atribuida a liberagcéao
de 4gua, a segunda fase de pirdlise entre 180 — 300 °C e a terceira fase de pirdlise de
300 — 650 °C.

A Tabela 8, a seguir, apresenta os dados obtidos a partir das curvas de TG e
DTG (Figura 15).

Tabela 8. Dados obtidos a partir das curvas de TG e DTG do BSS

Amosira Etapas Intervalo de Temperaturade Perda de Massa Atribuicées
P Temperatura (°C) Pico (°C) (mg) (%) ¢
1 27,54 - 178,36 84,20 1,12 5,2 Desidratagao
Sorgo 2 178,36 - 323,32 296,76 767 858  Decomposicdoda
Aol hemicelulose
Sacarino in D icd0 d
natura 3 323,32 -371,83 336,40 4,93 2291 ecomposicao da
celulose
4 371,83 - 621,90 491,96 574 2673  Decomposicaoda

celulose e lignina

O somatério das perdas de massas (%), apresentados na Tabela 8, revelam
um total de 90,52 %, restando 9,48 % de residuo, equivalente a 2,04 mg, % que deve

ser atribuido ao residuo caracteristico de formacgao de carvao e cinzas.

A Figura 16 apresenta a TG e DTG da hemicelulose extraida a partir do bagaco

do sorgo sacarino in natura.
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Figura 16. TG e DTG da hemicelulose extraida do bagaco do sorgo sacarino in

natura
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Analisando os perfis da TG e DTG da hemicelulose extraida do bagag¢o do
sorgo sacarino presente na Figura 16, observa-se uma primeira etapa de perda de
massa ocorrendo entre 35,00 — 177,77 °C, caracteristico da desidratacao do material

e sendo responsavel por 12,86 % de perda de massa.

A segunda etapa de perda de massa ocorre entre 177,77 — 364,32 °C,
caracterizando a decomposicao da hemicelulose com 39,57 % de perda de massa.
Nessa etapa nota-se perda de massa a baixa temperatura e em dois estagios, com
taxas de perda de massa maxima a 242,39 e 296,76 ° C, esses dados corroboram
com Werner, Pommer e Brostém (2014) que relataram resultados semelhantes ao

analisar perfil da DTG da xilana, com taxas maximas de 243 e 292 °C.

Zanatta et al. (2013) encontraram intervalos entre 208 — 447 °C para
decomposicao da hemicelulose e teve a taxa de perda maxima de massa atingida na

temperatura de 236 °C.
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Werner, Pommer e Brostom (2014) estudaram a decomposicao das
hemiceluloses  xilana, arabinoxilanas, arabinogalactanas, galactomanas,
glucomananas e xiloglucanas. Os autores observaram perfis de DTG a partir da
decomposicao desses polissacarideos durante o aquecimento em atmosfera inerte
mostraram diferencas nas caracteristicas da taxa de perda de massa. Em geral, a
perda de massa apareceu na gama de temperaturas de 200 — 380 °C.

Na terceira etapa do grafico ocorre entre 364,32 — 530,64 °C, indicando 9,87 %
de perda de massa, a quarta etapa ocorre entre 530,64 — 835,53 °C com 21,97 % de
perda massa e a quinta etapa observada entre 835,53 — 1097,99 °C com perda de
massa de 1,64 %. A terceira e quarta etapa de acordo com Silva et al. (1998) é
referente a decomposicao da lignina, ou de seus residuos, e de produtos estaveis da
pirélise dos polissacarideos, ocorrendo entre 400 — 850 °C em seu trabalho. Os
autores obtiveram xilanas denominadas A e B, isoladas do sabugo de milho por meio
de combinagéo de processos, extragdo aquosa, remoc¢ao de lipideos, deslignifiacdo e
extracao alcalina, e seus produtos foram analisados por termogravimetria. Os perfis
das TG e DTG dessas xilanas obtidas corroboram com o0s encontrados nesse

trabalho. A quinta etapa é referente a decomposicao da lignina.

A Tabela 9 apresenta os dados obtidos a partir das curvas de TG e DTG da

hemicelulose obtida do bagaco do sorgo sacarino.

Tabela 9. Dados obtidos a partir das curvas de TG e DTG da hemicelulose extraida

do BSS
Intervalo de Temperaturade Perda de Massa S
A E A
mostra tapas Temperatura (°C) Pico (°C) (mg) (%) tribuicoes
1 35,00-177,77 92,30 3,41 12,86 Desidratacao
2 177,77-364,32  24239€296,76 1049 39,57 Decomposicao da
hemicelulose
Hemicelulose 364,32 - 530,64 453,21 262 987 Decomposicdo da lignina e
extraida do > . .
BSS produtos estaveis da pirdlise
4 530,64 - 835,53 588,98 5,82 21,97 dos polissacarideos
5 835,53 - 1097,99 942,96 0,43 1,64 Decomposicéo da lignina

O somatorio das perdas de massas (%), revelam um total de 85,91 %, restando

14,09 % de residuo, equivalente a 3,73 mg. Resultado semelhante foi observado por
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Zanatta et al. (2013) durante a decomposicao da hemicelulose o residuo foi em média

de 16,26 % em relacdo a massa inicial da amostra.

5.1.2 Difratometria de Raio-X (DRX)

A Figura 17 apresenta os difratogramas do bagaco de sorgo sacarino in natura
e da hemicelulose obtida por meio da extragdo com peroxido alcalino a partir do

bagaco do sorgo sacarino.

Nos difratogramas observam-se as diferengas entre o bagago do sorgo
sacarino in natura e a hemicelulose extraida do bagaco. Na amostra do bagaco do
sorgo in natura a intensidade dos picos cristalinos e do halo amorfo sdo condizentes
com a celulose tipo I, de acordo com a classificacao de Ford et al. (2010), a celulose
tipo | apresenta difracdes proximas aos seguintes angulos 26, 14,7° (plano 101), 22,5°
(plano 002) e 34,7° (plano 040).

Figura 17. Difratogramas de raios-x das amostras de bagaco de sorgo sacarino in
natura e da hemicelulose do BSS

800 ~

In natura
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O difratograma da amostra in natura é caracteristico da celulose em materiais
lignocelulésicos. Soares et al (2014) ao caracterizarem o bagaco da cana-de-agucar
reportaram difratograma raios-X dessa biomassa com picos caracteristicos da
celulose localizados em 206 = 15,8°, 22,6° e 34,3°.

No difratograma da amostra de hemicelulose extraida do bagago do sorgo
sacarino observa-se uma diminuicao da intensidade das curvas, quando comparado
com o bagaco in natura, ndo apresentando os picos caracteristicos da celulose (plano
101 e 002). Costa (2014), ao caracterizar xilana por meio de difracdo de raios-x
comercial obteve difratograma semelhante ao observado nesse trabalho, com picos
de baixa intensidade sendo o pico de difragdo 19° o de maior intensidade, indicando

estrutura amorfa com regides de baixa cristalinidade.

Bagrielli et al. (2000) ao caracterizarem a hemicelulose obtida a partir da
madeira de alamo por meio da extracdo alcalina observaram em difratograma de
raios-X comportamento semelhante aos encontrados nesse trabalho, com picos de
maior intensidade em angulos de difracdo entre 17 e 21°.

5.1.3 Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Na Figura 18 (a e b) observa-se os espectros de FTIR do bagago do sorgo
sacarino in natura (BSS) e da hemicelulose obtida a partir da extracdo do BSS. De
acordo com a literatura os espectros que apresentam bandas em 3421 cm ' sdo
referentes ao estiramento O-H, em ligacées de hidrogénio, e estdo relacionados a
presenta de alcoois e fenodis. As bandas em 2937 cm ' s&o referentes ao estiramento
C-H (SOLOMONS e FRYHLE, 2001).

As bandas com as principais atribuicbes de absorcdo nos espectros sao
caracteristicas das estruturas glicosidicas, e estdo relacionadas com o estiramento
O-Ha 3421 cm'e C-Oa 1030 cm ' (XU et al., 2006).
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Figura 18. Espectro de FTIR das amostras de bagaco de sorgo sacarino in natura (a)
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De acordo com Chen et al. (2010) a area de impressao digital espectral, 800-
1900 cm ', € muito complexa (Figura 18b). Contém muitas bandas de assinatura dos
componentes da matriz lignocelulésica. As bandas em 1739 cm ' e entre 1321-1317
cm ' sdo assinaturas caracteristicas de deformacéo e estiramento diferentes grupos
da celulose.

As bandas em 1270 cm ' (vibragédo do anel aromatico do guaiacila), 1327 cm -
1 (vibragdo da ligagdo C-O do anel da siringila), 1465 cm ' (deformacdo C-H), 1510
cm ' (vibragdo do anel aromatico) e 1595 cm ' (vibragcdo do anel aromatico +
estiramento C=0) estdo relacionados a presenca de lignina, resultados semelhantes
foram reportados por Xu et al. (2013). Observa-se na Figura 18b do bagac¢o de sorgo
in natura que essas bandas referentes a ligninas apresentam absorbancia mais fraca
quando compara ao espectro da hemicelulose, essa reducao das bancas pode ser
explicada pela solubilizagdo das ligninas durante a extragdo da hemicelulose. No
entanto, nota-se a presenca de pequenas quantidades de lignina associada nas

hemiceluloses.

De acordo com Xu et al. (2006) os dois ombros de baixa intensidade a 987 e
1092 cm ' sdo atribuidos a substituicdo de arabinose em ligadas ao carbono C-3 das
unidades de xilose, uma caracteristica tipica de arabinoxilanas substituidas. Uma
banda afiada a 896 cm ' é caracteristica das ligagdes B-glicosidicas entre os

acucares.

A intensidade da banda a 1640 cm ! atribuida a grupos C = O aumentou em
intensidade na amostra de hemicelulose. De acordo com Brienzo, Siqueira e Milagres
(2009) a forca nesta regiao depende do grau de oxidagcado e com o processo oxidativo
houve a producgéo de acidos hexenurdnicos. A auséncia da banda em 1750 cm ' na
amostra de hemicelulose indica que o tratamento com pero6xido alcalino saponificou

ligacdes éster.
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5.2 Producao de enzimas

Nos préximos itens sdo apresentados e discutidos os resultados provenientes
das cinéticas do processo fermentativo semissélido do bagagco do sorgo e analise
estatistica do planejamento experimental realizado.

5.2.1 CMCase

5.2.1.1 Perfil Cinético da Producao de CMCase

No grafico da Figura 19 temos o esboc¢o geral da producao de CMCase para os

ensaios do planejamento experimental detalhado na Tabela 3.

O acompanhamento cinético da producao das CMCases, observado na Figura
19, demostra que a atividade maxima dessa enzima, 7,55 U/g, foi atingida em 72 horas
com o ensaio 3 no qual o substrato do bagaco de sorgo sacarino (BSS) apresenta 60
% de umidade inicial e 50 % (m/m) de incremento de farelo de trigo. Atividade de
CMCase semelhante foi encontrada por Santos et al. (2015) ao trabalharem com
bagaco de sabugo de milho incrementado com farelo de trigo (50%) com 60 % de
umidade, obtendo 7,96 U/g CMCase em 168 horas de fermentacdo. No entanto, ao
usar o substrato palha de milho com a mesma concentragdao de farelo de trigo os
autores reportaram atividade maxima de 6,44 U/g de CMCase, valor esse inferior ao
encontrado neste trabalho.
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Figura 19. Cinética enzimatica da CMCase por fermentacao semissélida do bagaco
do sorgo sacarino (BSS)

8 4 —a— Ensaio 1
—e— Ensaio 2
—a&— Ensaio 3
—v— Ensaio 4
—<4— Ensaio 5
—»— Ensaio 6
—o— Ensaio 7
—e— Ensaio 8

CMCase (U/g)
N
1

= T T — T T T T T T T T
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264

Tempo de Fermentagao (h)

Os ensaios 1 e 2 (Figura 19), com 60 e 80% de umidade inicial e compostos
apenas por BSS apresentaram atividade maxima de 0,45 e 0,51 U/g (0,06 e 0,07
U/mL) de CMCase, valores semelhantes foram encontrados por Sousa trabalhando
com T. reesei LCB 48 e fermentacdo semissélida do residuo da palma forrageira
lavada e sem lavar, 0,429 e 0,487 U/g respectivamente. O valor encontrado neste
trabalho foi semelhante aos reportados na literatura para CMCase obtida a partir de
diversas fontes lignoceluloliticas, sem adicdo de substancias indutoras. Lopes et al.
(2008), estudando a producao de celulase por Trichoderma sp. T676 por fermentagao
semissélida com bagacgo de cana-de-aglcar, encontraram uma atividade enzimética

de 0,042 U/mL em 72 horas de fermentagéo.

Na Figura 20 esta o0 acompanhamento cinético do processo de producao de
CMCase por fermentagao semissoélida com Trichoderma reesei LCB 48 em bagacgo de
sorgo sacarino lavado, para o ensaio 03, com 60 % de umidade e 50 % de farelo de
trigo. Ensaio no qual obteve-se o maior pico de atividade enzimatica dentre os ensaios

do planejamento.
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Figura 20. Perfil cinético do processo de producado de CMCase por fermentagao
semissdlida com Trichoderma reesei LCB 48 em bagago de sorgo sacarino lavado
(Ensaio 03, 60 % de umidade e 50 % de farelo de trigo)
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Os parametros analisados durante a cinética de produgdo da CMCase num
tempo de fermentagdo de 240 horas. Observa-se que o Trichoderma reesei LCB 48
no meio de BSS e 50 % de farelo de trigo, umidade de 60 % s6 apresentou atividade
enzimatica de CMCase ap0s as 48 horas de fermentacao (6,25 U/g). Lins e Conrado
(2015), trabalhando também com T. reesei na fermentacao do bagaco do caju lavado
para producao de CMCase com umidade inicial de 65 %, encontraram valores baixos
de atividade enzimatica, inferiores a 0,2 U/g nas primeiras 120 horas de fermentacao.
A baixa atividade inicial provavelmente esta associada ao come¢o da colonizagao T.
reesei no meio, no qual o microrganismo busca fontes de carbono mais facilmente

assimilavel, como a glicose ja disponivel no meio.

Observa-se que a apés as 48 horas ha um aumento na producao de atividade
enzimatica, culminando com um pico de 7,55 U/g em 72 horas. Em 96 horas observa-
se um aumento de AR devido a acdo da enzima em 72 horas, por consequéncia do
acumulo de AR ha diminuicdo da atividade de celulase, pois ocorre repressao da

sintese enzimatica.
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O pH do meio apresentou um comportamento geral estavel no decorrer das 240
horas, com variagédo de pH entre 5,8 e 6,2. Comportamento semelhante foi observado
para o teor de umidade do meio. Segundo Pandey (2003) para fermentacgao
semissdlida essa umidade constante € importante para manter o crescimento do

microrganismo e seu metabolismo.

5.2.1.2 Analise da producao de CMCase utilizando a metodologia de superficie
de resposta.

Para a andlise estatistica do planejamento experimental, foi selecionado o
tempo no qual foram observadas as atividades méaximas de CMCase, como pode ser
visto na Figura 19. Baseado nesse pressuposto foi montada a Tabela 10 com os dados
do planejamento experimental fatorial 22 e tendo como varidvel resposta as atividades
de CMCase no tempo de 72 horas de fermentagéo.

Tabela 10. Ensaios do planejamento experimental para a producao de CMCase em
Bagaco de Sorgo Sacarino (BSS) por FSS

: , o o CMCase

Ensaios Ui (b.u.%) FT (%) Ul Ulgds UL
1 60 (-1) 0 (-1) 0,26 0,65 0,03
2 80 (+1) 0(-1) 0,30 1,50 0,04
3 60 (-1) 50 (+1) 7,55 18,88 1,01
4 80 (+1) 50 (+1) 4,04 20,20 0,54
5 70 (0) 25 (0) 2,03 6,77 0,27
6 70 (0) 25 (0) 1,84 6,13 0,25
7 70 (0) 25 (0) 2,12 7,07 0,28
8 70 (0) 25 (0) 1,61 5,37 0,21

Observa-se que a atividade em 72 horas de fermentacéao variou de 0,26 a 7,55
U/g de CMCase. As menores atividades foram obtidas nos ensaios compostos apenas
por bagaco de sorgo sacarino € as maiores atividades a partir do BSS com o nivel

mais alto de incremento de farelo de trigo (50%), obtendo 7,55 U/g.

Basso, Gallo e Basso (2010) trabalhando com bagaco de cana-de-agucar
obtiveram atividade maxima de CMCase de 3,5 U/g usando o T. reesei sp. e de 5,7

U/g para T. reesei QM9414, com 360 horas.
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Floréncio et al. (2016) ao comparar fermentacao submersa (FSM) e sequencial
(FSL) (semissélida seguida de submersa), usando o fungo filamentos Aspergillus niger
A12, obtiveram 0,6 e 0,9 (U/mL) de CMCase, para FSM e FSL, respectivamente.
Valores semelhantes aos encontrados nesse trabalho.

Almeida et al. (2012) ao estudarem a influéncia dos substratos bagacgo de cana-
de-acucar (BCA) e farelo de trigo (FT) na producéo de celulases por Trichoderma
ressei RUT C-30 obtiveram maior atividade de CMCase em BCA, reportando valores
de 1021,70 e 43,392 U/g em BCA e FT, respectivamente. Embora, seja um valor
superior ao encontrado nesse trabalho, o T. reesei RUT C-30 é fungo geneticamente

modificado propiciando niveis elevados de celulases.

De acordo, com Dutra (2013), a celulose presente nos residuos agroindustriais
e farelo de trigo sao fontes complexas que a literatura classifica como influenciadoras
de enzimas celulases, porém, ele frisa que os mesmos sao polimeros de alta massa
molar e que os reais indutores do processo de produgéo de enzimas sdo os produtos
da hidrélise destes polissacarideos os quais sédo liberados por acdo de celulases
produzidas de maneira basal pelos fungos.

A Figura 21 apresenta o grafico de Pareto mostrando a influéncia da Umidade
inicial e do teor de farelo de trigo na producao da enzima CMCase e o efeito interacao

dessas variaveis.

Figura 21. Influéncia da Umidade inicial e do teor de farelo de trigo na producéo da
enzima CMCase

ET (%) / 24,42083

Umidade x FT (%) -7,85983

Umidade -7,68271

p=,05
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Em andlise do grafico de Pareto observa-se que o aumento da atividade
enzimatica CMCase é principalmente decorrente do aumento do teor de farelo de trigo
no substrato de bagaco de sorgo sacarino (BSS), e a interacao e o nivel de umidade
do substrato mais baixo também. Segundo Pandey et al. (2003) a capacidade de se
adaptar a ambientes com reduzida umidade é um dos motivos dos fungos
filamentosos serem usados em fermentacoes semissélidas.

Com os resultados obtidos do planejamento e expostos na Tabela 10, foram
calculados os coeficientes de regressao do modelo linear com estimativas de 95 % de
confianca. A Equacéo 12 descreve o rendimento previsto pelo modelo em funcao das
variaveis codificadas, Umidade inicial (Ui) e teor de Farelo de trigo (FT). No modelo

contém apenas os termos estatisticamente significativos.

CMCase (U/g) =2,47-0,87U;+2,76 FT — 0,89 U; X FT (12)

Na Tabela 11 observa-se a andlise de variancia para os resultados de atividade

de CMCase do planejamento experimental.

Tabela 11. Analise de variancia para a atividade de CMCase

Fonte de variacédo sQ GL MQ Teste F
Regressédo 36,576 3 12,192 27
Residuo 2,741 4 0,685
Total 39,317 7
R%(%) 93,03

Ftabeladn = 6|59 Fcalculado = 17|80

GL — grau de liberdade; SQ — soma dos quadrados; MQ — média quadratica dos desvios ;Teste F -
(Fcalculado / FTabelado).

Analisando a Tabela para a resposta de atividade de CMCase, verifica-se que
a regressao foi altamente significativa (p < 0,0001) e a porcentagem de variacao
explicada, de 93,03 %.

A Figura 22 exibe a superficie de resposta e curvas de contorno para a atividade
enzimatica de CMCase em funcdo da umidade inicial e do teor de farelo de trigo
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adicionado ao bagaco do sorgo sacarino IPA P222, usado como substrato da
fermentacao semissélida.

Figura 22. Superficie de resposta para a producao de CMCase em fungéo da
umidade inicial e do teor de farelo de trigo
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Embora a umidade tenha sido reportada como um parametro estatisticamente
significativo no processo fermentativo de producdo da CMCase, por meio da superficie
de resposta mostrada na Figura 22, podemos inferir que a influéncia dessa variavel é
pouco expressiva quando comparada a influéncia do teor de farelo de trigo.

5.2.2 FPase

5.2.2.1 Perfil Cinético da producao de FPase

O acompanhamento da cinética de producdo de FPase dos ensaios do
planejamento experimental, detalhado na Tabela 3, esta disposto na Figura 23.
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Figura 23. Cinética enzimatica da FPase por fermentacdo semissolida do bagago do
sorgo sacarino (BSS)
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Na Figura 23 temos o perfil cinético da producao de FPase, nota-se que o
ensaio 03 composto por bagaco de sorgo sacarino e 50 % de farelo de trigo, com 60
% umidade, se destacou frente aos demais ensaios do planejamento. Mesmo
contendo teor de farelo de trigo igual ao ensaio 3, 0 ensaio 4 nao demostrou niveis
consideraveis de atividade. Os demais ensaios apresentaram atividade maxima de
FPase inferiores a 0,3 U/g.

O perfil cinético do ensaio 03 esta disposto na Figura 24, detalhando os
parametros avaliados durante a fermentacdo semissdlida com Trichoderma reesei
LCB 48 em BSS e 50 % de farelo de trigo, com 60 % de umidade.
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Figura 24. Perfil cinético do processo de producao de FPase por fermentacao
semissdlida com Trichoderma reesei LCB 48 em bagago de sorgo sacarino lavado
(Ensaio 03, 60 % de umidade e 50 % de farelo de trigo)
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A FPase semelhante a CMase, apresentou atividade apds as 48 horas.
Observa-se o pico de atividade em 216 horas com 1,0 U/g (2,51 U/gds e 0,13 U/mL).

Silva et al. (2013) ao estudarem fermentacao submersa do bagacgo da cana-de-
acucar em meio nutritivo usando uma selecéo de microrganismos celuloliticos dentre
eles o Trichoderma reesei, obtiveram atividades maximas inferiores aos encontrados
neste trabalho. Sendo reportados os valores de 0,69 U/g de FPase ao utilizarem meio
nutritivo, pH 5,5, 35 °C e T. reesei. Os demais fungos filamentosos de linhagens
selvagens apresentaram atividades de 0,87; 0,72 e 0,76 U/g de FPase, nas mesmas
condigdes.

Floréncio, Badino e Farinas (2016), em fermentacdo semissélida (FSS) e
submersa (FSM) usando o bagaco de cana-de-acucar explodido a vapor como fonte
indutora, obtiveram 0,04 (FSS) e 0,02 U/mL (FSM) de FPase ao usar o Aspergillus
niger. Nas mesmas condigdes usando o Trichoderma reesei RUT C30 os autores
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obtiveram 0,02 (FSS) e 0,01 U/mL (FSM) de FPase. Resultados semelhantes aos
encontrados nesse trabalho.

A atividade maxima de FPase foi obtida com 60 % de umidade, a qual
corresponde a 0,985 de atividade de agua (aw). Santos et al. (2011), ao estudar trés
niveis de atividade de agua (0,943, 0,971 e 0,985) no residuo agroindustrial da
seriguela submetido a fermentacdo semissélida, obtiveram seu maior indice de
atividade enzimatica de FPase com atividade de 0,971 e umidade de 50 %, os autores
observaram que o nivel de aw do substrato esta relacionado a inibicado do fungo,

influenciando o metabolismo responsavel pela producao da enzima.

Durante todo o processo de fermentacdo a umidade e pH mantiveram-se
praticamente constante. Santos et al. (2011) chamaram a ateng&o para a importancia
da umidade, a qual esta relacionada a atividade de agua, no crescimento do fungo em
fermentacdo semissdlida. O controle do nivel de umidade é essencial para a
otimizac&o do processo em estado sélido. O teor de umidade deve ser adequado para
facilitar a dissolug&o e transferéncia de nutrientes e difus&o do oxigénio no substrato.

5.2.2.2 Analise da producao de FPase utilizando a metodologia de superficie de
resposta.

As analises estatisticas foram feitas a partir do tempo no qual o T. reesei
produziu o nivel maximo de atividade enzimatica FPase, 216 horas. Na Tabela 12
observa-se o planejamento experimental 22 com 4 pontos centrais e a variavel

resposta, atividade enzimatica FPase.
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Tabela 12. Ensaios do planejamento experimental para a produg¢ao de FPase em
bagaco de sorgo sacarino (BSS) por FSS

, , o o Fpase

Ensaios Ui (b.u. %) FT (%) Ul Ulgds UL
1 60 (-1) 0(-1) 0,06 0,14 0,01
2 80 (+1) 0(-1) 0,03 0,13 0,00
3 60 (-1) 50 (+1) 1,00 2,51 0,13
4 80 (+1) 50 (+1) 0,15 0,77 0,02
5 70 (0) 25 (0) 0,14 0,46 0,02
6 70 (0) 25 (0) 0,16 0,53 0,02
7 70 (0) 25 (0) 0,16 0,52 0,02
8 70 (0) 25 (0) 0,20 0,65 0,03

Analisando a Tabela 12, observa-se que a atividade de FPase, resultante da
acao sinérgica das enzimas do complexo celulolitico, apresentou uma variagao entre
0,03 e 1,00 U/g. Os menores valores de atividade foram encontrados nos ensaios sem
fonte indutora de farelo trigo e o maior valor de atividade no ensaio 03 contendo o

maior teor de farelo de trigo e menor nivel de umidade do planejamento (60 %).

Estudos de producdo de enzimas celulases por meio de fermentacao
semissdlida do bagago da cana-de-acucar realizados por Langaro et al. (2015),
avaliaram a inducdo dessas enzimas por lactose presente no soro de queijo,
alcancando o nivel mais alto de atividade enzimatica, 0,45 U/mL para FPase, com 24
horas usando o T. reesei M3.

A Figura 25 apresenta o grafico de Pareto mostrando a influéncia da Umidade
inicial e do teor de farelo de trigo da producédo da enzima FPase e o efeito das

variaveis.

As variaveis umidade inicial (Ui) e teor de farelo de trigo (FT %) e sua interacao
(Ui x FT %) mostraram-se significativas a nivel de 95 % de confianga (Figura 25).
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Figura 25. Influéncia da Umidade inicial e do teor de farelo de trigo da produgao da
enzima FPase
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Por meio dos resultados obtidos do planejamento experimental fatorial, foram
calculados os coeficientes de regressao do modelo linear com estimativas de 95 % de
confianga. A Equagéo 13 descreve o rendimento previsto pelo modelo em fungéo das
variaveis codificadas, Umidade inicial (Ui) e teor de Farelo de trigo (FT), no modelo

contém apenas os termos estatisticamente significativos.

FPase (U/g) =0,24—-0,22U; + 0,270 FT — 0,20 U; X FT (13)

A andlise de variancia para os dados de producao de FPase do planejamento
experimental estdo expostos na Tabela 13.

Tabela 13. Analise de variancia para a atividade de FPase

Fonte de variacao sSQ GL MQ Teste F
Regressao 0,650 3 0,217 2,99
Residuo 0,045 4 0,011
Total 0,696 7
R? (%) 93,5
Ftabelado = 6:59 I:calculado = 19,73

GL - grau de liberdade; SQ — soma dos quadrados; MQ — média quadratica dos desvios ;Teste F -

(Fcalculado / FTabelado).
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O teste F observado na Tabela 13, mostra que a regressao foi significativa e
preditiva, indicando que ha relacdo entre as variaveis independentes e dependentes
do planejamento. A porcentagem de variagao explicada foi de 93,5 %.

A Figura 26 exibe a superficie de resposta e curvas de contorno da atividade
enzimatica de FPase em fung&o dessas variaveis umidade e teor de farelo de trigo.

Figura 26. Superficie de resposta para a producao de FPase em funcao da umidade
inicial e do teor de farelo de trigo
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Analisando a superficie de resposta observa-se que, 0 aumento da atividade
enzimatica FPase é principalmente decorrente do aumento do teor de farelo de trigo
no substrato de Bagaco de sorgo sacarino (BSS).

5.2.3 Xilanase

O acompanhamento da cinética de produgdo de Xilanase dos ensaios do
planejamento experimental, assim como o monitoramento dos parametros pH,

umidade e AR durante o periodo de 240 horas do processo, estao apresentados nos
préximos tépicos.
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5.2.3.1 Perfil Cinético da producao de Xilanase

A Figura 27 apresenta o acompanhamento da cinética de producao de Xilanase
dos ensaios do planejamento experimental, detalhado na Tabela 3.

Figura 27. Cinética de producao de Xilanase por fermentacao semissolida do bagacgo
do sorgo sacarino (BSS) de todos os ensaios do planejamento experimental.
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Na Figura 27 observa-se que ensaio 03, composto por BSS e 50 % FT, com 60

% de umidade, se sobressai quando comparado com o0s demais, semelhante ao

reportado para as outras enzimas estudadas. A atividade maxima observada para

Xilanase foi de 577,41 U/g em 216 horas (2,67 U/g.h), no entanto, um outro ponto de

maior produtividade foi encontrado com 144 horas de fermentagdo, com valor de
569,40 U/g de xilanase e 3,95 U/g.h.

Nota-se pela Figura 27 que os ensaios contendo farelo de trigo nas proporgoes
25 e 50 % apresentaram melhores resultados que os ensaios 01 e 02 contendo

apenas BSS. Evidenciando o farelo de trigo como uma importante fonte indutora da
producéo de xilanase.
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Almeida et al. (2012) ao estudarem a influéncia do farelo de trigo como fonte
indutora de xilanases na fermentacdo semissélida do bagaco de cana-de-agUcar
(BCA) usando o Trichoderma reesei RUT C-30, observaram que o uso do farelo de
trigo associado ao BCA melhorou os niveis de atividade enzimatica, quando
comparado a fermentacdo apenas do farelo de trigo ou BCA, separadamente.
Segundo os autores o farelo de trigo associado a biomassa lignocelulésica

demonstrou capacidade de ser um melhor substrato indutor para xilanases.

Gottschalk et al. (2013) ao compararem o farelo de trigo e residuo do leite de
soja (Okara) como indutor de xilanase, observaram que o farelo de trigo proporcionou
maior atividade enzimatica e produtividade (U/g.h) que o Okara. Sendo 99,00 U/g de
xilanase em 48 horas de fermentagao, com o farelo de trigo e 28 U/g de xilanase em
72 horas, com o residuo de leite de soja (Okara).

Os maiores niveis de atividade enzimatica encontrados foram encontrados no
ensaio 03 com o nivel mais baixo de umidade estudado no planejamento, 60 %. O
teor de umidade do substrato € um dos fatores que mais afetam o crescimento
microbiano e a formacéao de produtos (MURTHY, KARANTH e RAO, 1993). Os fungos
filamentosos tém a capacidade de se adaptar e crescer nesses ambientes com baixa
umidade, o que teria influenciado os resultados de produgéo das enzimas (PANDEY,
2003).

Varios autores trabalhando com fungos filamentosos obtiveram seus maiores

niveis de atividade proximos aos reportados nesse trabalho.

Terrasan e Carmona (2015), ao estudarem a influéncia da umidade (20, 30, 40
e 50 %) do substrato indutor bagaco de cevada na produgdo das xilanases por
fermentacao semissolida e Penicillium janczewskii observaram a atividade enzimatica
maxima de 370,00 U/g ao trabalhar com 50 % de umidade. Para os valores a baixo
de 50 % de umidade os autores obtiveram forte reducéo nos rendimentos enzimaticos.

Xiros et al. (2008) avaliaram a influéncia da umidade na produgéo da xilanase
a partir da fermentacdo semissélida do bagaco de cevada utilizando o Fusarium
oxysporum obtendo o maior nivel de atividade enzimatica com 120 horas e umidade
de 66 %.
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O perfil cinético do ensaio 03 para a producao de xilanase, esta disposto na
Figura 28, detalhando os parametros, pH, umidade e AR avaliados durante a
fermentacao semissolida com Trichoderma reesei LCB 48 em BSS e 50 % de farelo

de trigo, com 60 % de umidade.

Figura 28. Perfil cinético do processo de producao de Xilanase por fermentacao
semissélida com Trichoderma reesei LCB 48 em bagaco de sorgo sacarino lavado
(Ensaio 03, 60 % de umidade e 50 % de farelo de trigo)
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O pico de atividade para xilanase foi obtido, com 144 horas, com pH de 6,1.
Observa-se que durante todo processo de produgdo das enzimas o pH variou
sensivelmente entre 5,8 e 6,2. A maxima atividade de xilanase reportada por Brienzo
(2010) , em fermentacao semissélida usando o Trichoderma reesei foi em pH préximo
de 6,5. Valor semelhante ao observado nesse trabalho. A literatura mostra que
geralmente, o T. reesei produz a xilanase em maior quantidade em pH préximo a
neutralidade, enquanto pH proximo de 4 favorece a producao das celulases (BAILEY,
BUCHERT e VIKARI, 1993).
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5.2.3.2 Analise da producao de Xilanase utilizando a metodologia de superficie
de resposta.

A variavel resposta, Xilanase, da Tabela 14 foi obtida a partir do tempo no qual
o T. reesei produziu o nivel maximo de atividade enzimatica de Xilanase com maior
produtividade, 144 horas.

Tabela 14. Ensaios do planejamento experimental para a producao de Xilanase em
bagaco de sorgo sacarino (BSS) por FSS

. . o o Xilanase
Ensaios Ui (b.u. %) FT (%) Ul Ulgds UL
1 60 (-1) 0 (-1) 19,33 48,32 2,58
2 80 (+1) 0(-1) 14,42 72,10 1,92
3 60 (-1) 50 (+1) 569,40 1423,50 75,92
4 80 (+1) 50 (+1) 327,46 1637,30 43,66
5 70 (0) 25 (0) 190,47 634,90 25,40
6 70 (0) 25 (0) 176,77 589,23 23,57
7 70 (0) 25 (0) 173,35 577,83 23,11
8 70 (0) 25 (0) 144,83 482,76 19,31

A atividade de xilanase variou entre 19,33 e 569,40 U/g, sendo este o maior

nivel obtido com 144 horas de fermentacgao.

As atividades encontradas, foram superiores as reportadas por Florencio et al.
(2016), trabalhando com fermentagéo submersa e semissolida com fonte de carbono
indutora, a cana-de-acucar explodida a vapor. Os autores obtiveram atividade
enzimatica de xilanase equivalente a 29,5 (FSS) e 4,2 U/mL (FSM) ao utilizar o
Aspergillus Niger A12 e 10,7 (FSS) e 3,8 U/mL (FSM) com o T. reesei Rut C30.

Observa-se na Tabela 14 que ao incrementar o substrato de bagaco de sorgo
sacarino IPA P222 com a fonte indutora farelo de trigo em 25 e 50 % a atividade da

xilanase teve um aumento substancial.

Gomes et al. (2012), observaram resultados semelhantes ao estudar a
producdo de xilanases em diferentes substratos usando fungos filamentosos do
cerrado. Os autores reportaram resultados maiores de atividade de xilanase para o

fungo filamentoso selvagem AF22 ao inserir farelo de trigo ao bagaco da cana-de-
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acucar. A atividade enzimatica foi de 66,96 U/g usando o substrato de bagaco de
cana-de-agucar, 106,9 U/g usando apenas farelo de trigo e 788,81 U/g usando

substrato composto por farelo de trigo e BCA.

Langaro et al. (2015), utilizando a lactose como fonte indutora, realizaram
estudos a fim de avaliar a capacidade de producédo de enzimas hemicelulases por
meio de fermentacdo semissélida em bagaco da cana-de-acucar. Ao compararem a
utilizagdo de A. niger e T. reesei nessas condigdes, 0s autores obtiveram atividade
maxima 2,38 U/mL de xilanase com 48 horas de processo fermentativo usando o T.

reesei.

A Figura 29 apresenta o grafico de Pareto mostrando a influéncia da Umidade
inicial e do teor de farelo de trigo da produgéo da enzima Xilanase e o efeito das

variaveis.

Figura 29. Influéncia da Umidade inicial e do teor de farelo de trigo da producao da
enzima Xilanase
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De acordo com o grafico de Pareto o teor de farelo de trigo, a umidade inicial e
a interagao entre essas variaveis sao significativas em um nivel de 95 % de confianca.
De acordo com os estudos realizados, conclui-se que o farelo de trigo é uma fonte
potencial para a producdo de enzimas xilanases e a umidade é um parametro

importante para sintese enzimatica da xilanase.
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A Equacéo 14 descreve o modelo de primeira ordem previsto para atividade de
xilanase em funcao das variaveis codificadas, Umidade inicial (Ui) e teor de Farelo de
trigo (FT), de acordo com o planejamento experimental da Tabela 14. O modelo foi
obtido a partir dos coeficientes da regressao linear com 95 % de confianga.

Xilanase (U/g) = 202,00 — 61,71 U; + 215,78 FT — 59,26 U; X FT (14)

A andlise de variancia para os dados de producéao de Xilanase do planejamento
experimental estao expostos na Tabela 15.

Tabela 15. Analise de variancia para a atividade de Xilanase

Fonte de variacao sSQ GL MQ Teste F
Regressao 215520,80 3 71840,27 5,06
Residuo 8617,10 4 2154,28
Total 224137,90 7
R? (%) 96,16
Ftabelado = 6,59 Fcalculado =33,35

GL — grau de liberdade; SQ — soma dos quadrados; MQ — média quadratica dos desvios ;Teste F -
(Fcalculado / FTabelado).

De acordo com Barros Neto et al. (1995) o teste F apresenta a razdo entre o F
calculado e o F tabelado, quando a relagédo € maior que 1 a regressao € significativa
estatisticamente e a regressao é preditiva quando esse valor for maior ou igual a 4.
De acordo com a Tabela 15, observa-se que a analise de variancia da producao da
xilanase além de ser significativa, também tem fins preditivo. A porcentagem de
variacdo explicada foi de 96,16 %.

A Figura 30 mostra a superficie de resposta da atividade enzimatica da xilanase
em funcgao das variaveis umidade inicial e do teor de farelo de trigo.
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Figura 30. Superficie de resposta para a produgao de Xilanase em funcao da
umidade inicial e do teor de farelo de trigo
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Observa-se na superficie de resposta que nos intervalos estudados, 60 a 80 %
de umidade e 0 a 50 % de farelo de trigo, as maiores atividades enzimaticas ocorreram

para os teores mais altos de farelo de trigo, principalmente, e para os menores niveis
de umidade.

5.2.4 a-L-Arabinofuranosidase

5.2.4.1 Perfil Cinético da producao de Arabinofuranosidase

A cinética da producéao da a-L-arabinofuranosidase por meio da fermentacao
semissolida do bagaco do sorgo sacarino IPA P222 dos ensaios estudados no
planejamento experimental detalhado na Tabela 3, esta exposta na Figura 31.
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Figura 31. Cinética de producao de a-L-arabinofuranosidase por fermentacéo
semissélida do bagaco do sorgo sacarino (BSS) de todos os ensaios do
planejamento experimental
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O ensaio 03 apresenta os maiores valores de atividade de a-L-
arabinofuranosidase, com teor de farelo de trigo de 50 % com 60 % de umidade. O
ensaio 04, também com o mesmo teor de farelo de trigo e 80 % de umidade nao
apresenta valores muito a cima dos reportados para os ensaios do ponto central com
25 % de farelo de trigo e umidade de 70 %. Percebe-se que ha um grande aumento
de atividade nos ensaios contendo o farelo de trigo em relagdo aos ensaios 01 e 02
com substrato composto apenas de bagaco do sorgo sacarino.

Os ensaios 01 e e 02 apresentam comportamento bastante semelhante,
independente do teor de umidade, variando entre 0,004 a 0,1 U/g e 0,004 a 0,08 U/g
de a-L-arabinofuranosidase, respectivamente.

O perfil cinético do ensaio 03 para a producao de a-L-arabinofuranosidase esta
disposto na Figura 32, detalhando os paréametros, pH, umidade e AR avaliados
durante a fermentacao semissoélida com Trichoderma reesei LCB 48 em BSS e 50 %

de farelo de trigo, com 60 % de umidade.
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Figura 32. Perfil cinético do processo de produgéo de a-L-arabinofuranosidase por
fermentacao semissélida com Trichoderma reesei LCB 48 em bagago de sorgo
sacarino lavado (Ensaio 03, 60 % de umidade e 50 % de farelo de trigo)
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Na Figura 32 observa-se o comportamento cinético da a-L-arabinofurasidase
no decorrer das 240 horas. A enzima apresenta uma atividade crescente a partir de
24 horas, chegando a um pico de atividade de 2,8 U/g em 96 horas e um decaimento
em 240 horas com 2,07 U/g. No periodo de 48 a 216 horas a atividade enzimatica
mantém-se praticamente constante variando entre 2,18 e 2,8 U/g de a-L-

arabinofurasidase.

Resultados inferiores foram reportados por Terrasan e Carmona (2015),
trabalhando com o fungo filamentoso Penicillium janczewskii em fermentagéo
semissélida do bagaco de cevada. Os autores obtiveram 0,67 U/g de a-L-
arabinofuranosidase com 7 dias (168 h) de cultivo a 28 °C.

Xiros et al. (2008), observaram ao estudar a fermentacédo do bagacgo da cevada
com o fungo filamentoso F. oxysporum em diferentes umidades (55 a 79 %), que a
atividade a-L-arabinofuranosidase foi de 2,4 U/g, sem diferengas significativas entre
as condicoes testadas.
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5.24.2 Anidlise da producao de a-L-arabinofuranosidase utilizando a
metodologia de superficie de resposta.

Para a andlise estatistica dos dados foram utilizadas as atividades enzimaticas
de a-L-arabinofuranosidase obtidas com 96 horas, para todos o0s ensaios do
planejamento fatorial 22 com 3 pontos centrais, apresentados na Tabela 16.

Tabela 16. Ensaios do planejamento experimental para a produgao de a-L-
Arabinofuranosidase em Bagaco de Sorgo Sacarino (BSS) por FSS

Ensaios Ui (b.u. %) FT (%) Arabinofuranosidase

U/g U/gds U/mL
1 60 (-1) 0(-1) 0,08 0,20 0,01
2 80 (+1) O0(-1) 0,07 0,35 0,01
3 60 (-1) 50 (+1) 2,80 7,00 0,37
4 80 (+1) 50 (+1) 1,59 7,95 0,21
5 70(0) 25(0) 1,25 4,17 0,17
6 70(0) 25(0) 1,05 3,50 0,14
7 70 (0) 25 (0) 1,24 413 0,17

Na Tabela 16, observa-se a atividade de a-L-arabinofuranosidase, com 96
horas de fermentacado, dos ensaios do planejamento. A atividade enzimatica variou
entre 0,07 a 2,80 U/g (0,01 e 0,37 U/mL). O pico de atividade de 2,80 U/g foi obtido
com um pH de 5,9, umidade de 60 % e teor de 50 % de farelo de trigo adicionado ao
bagaco do sorgo sacarino IPA P222.

Terrasan et al. (2010) estudaram diferentes fontes de carbono indutor na
producdo de a-L-arabinofuranosidase a partir da fermentacdo submersa em meio
Vogel usando o fungo filamentoso Penicillium janczewskii por 7 dias a 28 °C. Os
maiores niveis de atividade foram obtidos usando o bagag¢o do malte (0,19 U/mL),
bagaco de laranja (0,21 U/mL), xilana de aveia (0,80 U/mL) e arabinose (0,73 U/mL).
Os niveis intermediarios de atividade foram obtidos usando o farelo de trigo (0,10
U/mL), xilose (0,13 U/mL), e pectina de citrus (0,09 U/mL). Niveis mais baixos foram
obtidos usando o baga¢o da cana-de-acucar (0,02 U/mL), sabugo de milho (0,03
U/mL) e farelo de aveia (0,04 U/mL). Os valores obtidos para o substrato composto
por apenas bagaco do sorgo sacarino IPA P222 (BSS), apresentados nesse trabalho
(ensaios 01 e 02), estao proximos dos reportados para o bagaco da cana-de-acucar.
Embora, o farelo de trigo seja uma boa fonte indutora de hemiceluloses, no trabalho

do Terrasan et al. (2010) ndo apresentou valores altos de atividade de a-L-
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arabinofuranosidase quando comparado as demais fontes indutoras. A atividade
maxima obtida com o substrato formado por BSS e 50 % de farelo de trigo (ensaio
03), apresentou maior atividade que as fermentagdes submersas incrementadas com
fontes indutoras de residuos agroindustriais (Bagaco do malte, da laranja e bagago da

cana-de-acgucar).

A Figura 33 apresenta o grafico de Pareto mostrando a influéncia da Umidade
inicial e do teor de farelo de trigo na producao da enzima a-L-arabinofuranosidase e o

efeito das variaveis.

Figura 33. Influéncia da Umidade inicial e do teor de farelo de trigo na producao da
enzima a-L-arabinofuranosidase
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Observa-se que, as variaveis estudadas no planejamento (Ui e FT) e sua
interacdo sao significativas com 95 % de confiangca. No entanto, a variavel teor de
farelo de trigo se destaca como maior influenciadora na produgédo da enzima a-L-

arabinofuranosidase.

A Equacéo 15 descreve o modelo de primeira ordem previsto para atividade de
a-L-arabinofuranosidase em funcao das variaveis codificadas, Umidade inicial (Ui) e
teor de Farelo de trigo (FT), de acordo com o planejamento experimental da Tabela
15. O modelo foi obtido a partir dos coeficientes da regressao linear com 95 % de
confiancga.
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Arabinofuranosidase = (U/g) =1,15-0,31U; + 1,06 FT - 0,30 U; x FT  (15)

A analise de variancia para os dados de producao de a-L-arabinofuranosidase
do planejamento experimental estdo expostos na Tabela 17.

Tabela 17. Andlise de variancia para a atividade de a-L-arabinofuranosidase

Fonte de variacao sQ GL MQ Teste F
Regressao 5,226 3 1,742 18,77
Residuo 0,029 3 0,01

Total 5,255 6

R?(%) 99,45

I:tabelado = 9,28 Fcalculado =174,20
GL - grau de liberdade; SQ — soma dos quadrados; MQ — média quadratica dos desvios ;Teste F -
(Fcalculado / FTabelado).

De acordo com a Tabela 17, observa-se que a analise de variancia da producao

da a-L-arabinofuranosidase além de ser significativa, também tem fins preditivo. A
porcentagem de variacao explicada foi de 99,45 %.

A Figura 34, mostra a superficie de resposta da atividade enzimatica da a-L-

arabinofuranosidase em funcao das variaveis umidade inicial e do teor de farelo de
trigo.

Figura 34. Superficie de resposta para a producao de a-L-arabinofuranosidase em
fungé@o da umidade inicial e do teor de farelo de trigo
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A superficie de resposta apresentada na Figura 34 mostra que nos intervalos
estudados, 60 a 80 % de umidade e 0 a 50 % de farelo de trigo, as maiores atividades
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enzimaticas de a-L-arabinofuranosidase ocorreram para os teores mais altos de farelo

de trigo, principalmente, e para os menores niveis de umidade.

5.3 Hidrolise enzimatica

O extrato enzimatico obtido da fermentagdo semissoélida do bagaco do sorgo
sacarino foi aplicado na hidrélise enzimatica do bagago do sorgo e na hemicelulose

obtida por meio da extracao usando peréxido alcalino.

A aplicacdo do extrato bruto durante a hidrdlise foi realizada para avaliar o
potencial dessas enzimas no pré-tratamento enzimatico da biomassa lignocelulésica
in natura e na hemicelulose proporcionando agucares fermentesciveis. As condigbes

do extrato bruto aplicado nas hidrolises estao descritas na Tabela 18.

Tabela 18. Atividades das enzimas do extrato bruto utilizado nas hidrélises

Enzima Atividade (U/mL)

Xilanase 77,06

CMCase 0,81
FPase 0,09

Na Figura 35 observa-se o0 acompanhamento da concentracdo da glicose
durante a hidrélise enzimatica de 0,5 e 1,0 g de bagaco do sorgo sacarino in natura.

Figura 35. Cinética da concentracao de glicose durante hidrélise enzimatica do
bagaco de sorgo sacarino in natura
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A concentracéao da glicose inicialmente no meio contendo 1,0 e 0,5 g de bagaco
in natura e o extrato enzimatico foi de cerca de 88 mg L', essa quantidade de xilose
ja existente é fruto do extrato enzimatico bruto usado na hidrélise. Durante a hidrélise
h& um aumento dessa concentragdo chegando ao seu maximo em 48 horas com um
teor de 901,65 e 579,89 mg L', para os meios com 1,0 e 0,5 g, respectivamente.
Observa-se uma queda na concentracdo da glicose a partir de 48 horas, para a
hidrélise realizada com 0,5 g, ja para a realizada com 1,0g em 48h de hidrolise a
concentragdo de glicose permanece constante, sendo assim considerado, para as
condicoes de processo estudado, 48h o tempo étimo do processo. Na Figura 35 é
possivel observar que ao utilizar 1,0 grama de bagaco a concentracao de glicose é
praticamente o dobro da concentragéo obtida utilizando 0,5 gramas. Logo, dentro dos
testes realizados, pode-se inferir que o extrato enzimatico bruto, tem a tendéncia de

hidrolisar o substrato de forma linear.

A Figura 36 dispbe os dados da concentragdo da xilose durante a hidrélise

enzimatica do bagaco do sorgo sacarino in natura estudada por 72 horas.

Figura 36. Cinética da concentracéo de xilose durante hidrolise enzimatica do
bagaco de sorgo sacarino in natura
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A concentragao da xilose inicialmente no meio contendo 1,0 e 0,5 g de bagaco
in natura é de cerca de 88 mg/L. Durante a hidrélise ha um aumento dessa
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concentracdo chegando ao seu maximo em 48 horas com um teor de 290,39 mg/L
para 1,0 g de bagaco e 206,76 mg/L de xilose com 72 horas para o meio com 0,5 g.

O extrato enzimatico mostrou-se capaz de hidrolisar tanto a hemicelulose
quanto a celulose do bagaco do sorgo in natura, embora, seja uma quantidade baixa
de agucares quando comparada a outros processos que utilizam enzimas comercias

ou que realizaram pré-tratamentos antes de usa-las.

Campos (2015) estudou a hidrélise enzimatica do bagaco de sorgo sacarino in
natura e pré-tratado utilizando enzimas comercias endoglucanase (Novozyme) e a
beta-glicosidase (Proenzyme). Ao usar o bagaco in natura durante a hidrélise o autor
reportou teor maximo de 16713,7 mg L' de glicose em 48 horas e 31639,3 mg L' de
glicose ao usar bagacgo do sorgo sacarino pds pré-tratamento com hidréxido de sédio.

Santos, Souto-Maior e Gouveia (2010) ao realizar hidrélise enzimatica do
bagaco de cana-de-acucar deslignificado, utilizando preparacdes comerciais de
celulases e B-glucosidases (Novozymes A/S, Bagsveerd, Dinamarca), obtiveram teor

maximo de 50000 mg L' de glicose apds 48 horas de hidrdlise.

Deve-se ressaltar que o extrato usado para hidrélise na presente pesquisa foi
utiizado sem nenhum tratamento prévio. A purificagdo de enzimas, quando
devidamente realizadas, aumentam as suas atividades. O resultado mais relevante
com os testes acima realizados é que se pode afirmar que a enzima é seletiva, tanto

para celulose quanto para hemicelulose.

A Figura 37 contém a cinética da concentracao de xilose e glicose durante a
hidrélise enzimatica da hemicelulose extraida do bagaco do sorgo in natura. Durante
essa hidrolise foi avaliada o potencial que o extrato enzimatico bruto tem em hidrolisar
a hemicelulose obtida por pré-tratamento com perédxido alcalino.
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Figura 37. Cinética da concentragéo de xilose (a) e glicose (b) durante hidrélise
enzimatica da hemicelulose
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Na Figura 37 (a) observa-se aumento da concentragcdo da xilose durante as
primeiras 12 horas de hidrélise, a partir de 24 horas manteve uma consténcia e
chegando a concentragdo méaxima de 2834,78 mg L' de xilose em 48 horas. Durante
a hidrélise enzimatica a concentracao de glicose se manteve praticamente constante,
mostrando a especificidade do extrato enzimatico a hemicelulose. Embora o extrato
contenha um complexo enzimatico celulolitico, além das hemicelulases, como o
substrato da hidrdlise € a hemicelulose apenas enzimas hemiceluloliticas agem
sacarificando e liberando xilose.
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6. CONCLUSOES

- A caracterizacao do residuo do bagago do sorgo sacarino (BSS) demonstrou
que é um substrato com potencial para ser utilizado na fermentacgao para producéo de
enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas, por apresentar alto teor de hemicelulose e
celulose satisfatério, jA que esses componentes sao conhecidamente fontes de

carbono indutor dessas enzimas;

- A caracterizacao do farelo de trigo (FT) demonstrou que ele € uma fonte de

nitrogénio importante para a indugédo das enzimas;

- As andlises de termogravimetria (TG e DTG) e difracdo de raios-x (DRX)
demonstraram que a hemicelulose obtida apresenta caracteristicas amorfa e fases
caracteristicas da hemicelulose de acordo com a literatura.

- As isotermas de dessor¢cédo dos substratos apresentaram correlagdo entre a
atividade de agua e umidade de equilibrio para os substratos. O modelo de GAB
forneceu um bom ajuste para os dados experimentais dos substratos estudados,

coeficiente de correlacdo (R?), que variaram de 0,9986 — 0,9998;

- As variaveis umidade inicial e teor de farelo de trigo influenciaram a atividade
enzimatica das celulases (CMCase e FPase) e hemicelulases (Endo-p-1,4-xilanase e
a-L-arabinofuranosidase). As maiores atividades de FPase, CMCase, xilanase e a-L-
arabinofuranosidase foram obtidas quando aplicado o maior teor de farelo de trigo (50
%) ao bagaco do sorgo sacarino IPA P222, porém, em tempos diferentes fato esse

que facilita em um Unico processo a obtencao das diferentes enzimas;

- A xilanase apresentou maior atividade enzimatica se comparada as demais,
evidenciando que a IPA P222 com elevado teor de hemicelulose € potencialmente
mais indutora para essa enzima;

- O extrato enzimatico apresentou capacidade de hidrolisar o bagaco de sorgo
in natura, liberando glicose e xilose, mesmo usando a maior carga de biomassa 1

grama;
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- O extrato enzimatico demonstrou especificidade ao hidrolisar a hemicelulose
liberando xilose e mantendo o teor de glicose no meio praticamente 0 mesmo durante

toda a hidrolise.
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