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RESUMO

A producdo de celulases e hemicelulases microbianas tem sido alvo de intensas
pesquisas devido a sua ampla utilizacdo nos setores industriais e energético, como por
exemplo, na producdo de etanol de segunda geracdo a partir de residuos agroindustriais.
Neste trabalho, a producdo dessas enzimas foi realizada por Fermentacdo em Estado Soélido
(FES), utilizando linhagens fungicas de Aspergillus (A. fumigatus SCBM6 e A. niger
SCBM1), em meio de cultivo contendo sorgo biomassa (SB) e farelo de trigo (FT), como
fontes de carbono, e diferentes fontes de nitrogénio (peptona, extrato de levedura, sulfato de
amonia e ureia). Diferentes condi¢cdes de FES foram avaliadas com o objetivo de se escolher
a melhor associacao entre fontes de carbono e nitrogénio para estimular a inducdo da
producao de enzimas hemi- e celuloliticas. A producdo de cinco enzimas fundamentais para o
processo de sacarificacdo da biomassa lignoceluldsica foi avaliada, a saber: B-glicosidase, (-
xilosidase, xilanase, avicelase (exoglucanase) e carboximetilcelulase (endoclucanase). A FES
realizada com SB associado a peptona e utilizando A. niger SCBM1 como inéculo foi
escolhida como a melhor condicdo para a indugdo da producdo da maioria das enzimas
citadas, na qual se obteve maxima producdo de xinalase e avicelase (exoglucanase) em 72
horas de fermentacio (300,07 e 30,64 U/g, respectivamente), [3-glicosidase e
carboximetilcelulase (endoglucanase) em 120 horas (54,90 e 41,47 U/g, respectivamente) e
B-xilosidase em 144 horas (64,88 U/g). A caracterizacao quimica indicou a predominancia de
celulose (39,84 %) em SB, o que pode estar associada a producdo mais significativa de
celulases. O presente trabalho representa o primeiro estudo em que o sorgo biomassa é
utilizado como fonte de carbono na producdo de celulases e hemicelulases por FES,
apresentando-o como uma nova e promissora fonte de biomassa para diversas aplicacoes

biotecnoldgicas, como por exemplo, na producdo de etanol de segunda geracdo.

Palavras-chave: sorgo biomassa, celulases, hemicelulases, fermentacdo em estado sélido,

Aspergillus.



ABSTRACT

The production of microbial cellulases and hemicellulases has been the subject of
intense researches due to its wide use in the industrial and energetic sectors, for example, in
the second generation ethanol production from agroindustrial wastes. In this work, the
production of these enzymes was performed by Solid State Fermentation (SSF), using fungal
strains of Aspergillus (A. fumigatus SCBM6 and A. niger SCBM1), in culture medium
containing biomass sorghum (BS) and wheat bran (WB), as carbon sources and different
nitrogen sources (peptone, yeast extract, ammonium sulfate and urea). Different SSF
conditions were evaluated in order to select the best association between carbon and nitrogen
sources for the induction of the production of hemi and cellulolytic enzymes. The production
of five essential enzymes for the saccharification process of lignocellulosic biomass was
evaluated (B-glucosidase, -xylosidase, xylanase, exoglucanase and endoclucanase). The SSF
performed with BS associated to peptone and A. niger SCBM1 as inoculum was selected as
the best condition for the induction of the most of the enzymes mentioned, in which
maximum production of xynalase and avicellase (exoglucanase) was obtained in 72 hours of
(300.07 and 30.64 U/g, respectively), [-glucosidase and carboxymethylcellulose
(endoglucanase) in 120 hours (54.90 and 41.47 U/g, respectively) and [3-xylosidase in 144
hours (64.88 U/g). The chemical characterization of BS indicated the predominance of
cellulose (39.84%) in BS, which may be associated to the most significant production of
cellulases. The present work represents the first study in which sorghum biomass is used as a
carbon source in the production of cellulases and hemicellulases by SSF, presenting it as a
new and promising source of biomass for several biotechnological applications, such as the

production of second generation ethanol.

Keywords: Biomass sorghum, cellulases, hemicellulases, solid state fermentation,

Aspergillus.
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1 Introducao

1.1 Biomassas lignocelulésicas

As biomassas lignoceluldsicas, como biomassa lenhosa, residuos agricolas, de
processamento de alimentos, florestais, solidos industriais e municipais sdo importantes
recursos para utilizacdo em biorrefinarias, pois contribuem significantemente na producao de
produtos quimicos organicos, além de serem consideradas recursos potenciais para a
producdo de energia e bioetanol em todo o mundo (MATHEW et al., 2008).

O bioetanol (também conhecido como etanol de segunda geracao) é o alcool etilico
produzido por processo de hidrdlise da biomassa lignoceluldsica presente em residuos
agroindustriais, como o bagaco de cana-de-agucar, farelo de trigo, palha de milho, entre
outros, seguido de fermentagao alcdolica (DEMIRBAS, 2008).

Biomassas lignocelulésicas ndo sdo apenas um material renovavel, como também de
baixo custo, abundante e sustentavel. A palha de arroz, palha de trigo, palha de milho e o
bagaco de cana-de-acticar sdo os principais residuos agricolas que tém sido estudados
atualmente para a producdo de bioetanol. Outros residuos como o bagaco de sorgo sacarino,
casca de arroz, palha de colza, Miscanthus (capim), casca de aveld e residuos horticolas
também tém sido reaproveitados para a producdo de bioetanol (THANGAVELU et al., 2016).

A parede celular vegetal de tais materiais é constituida por trés camadas: lamela
média, parede celular primaria e parede celular secundaria. Todas as camadas presentes na
parede celular tém duas fases, a microfibrilar e a matriz. A fase microfibrilar, de fase
cristalina, é composta por microfibrilas de celulose e a matriz, uma fase nao cristalina, é
composta por uma variedade de polissacarideos (pectinas e hemiceluloses), proteinas e
compostos fendlicos (lignina, acido ferulico, acido cumarico e outros) (FESTUCCI-
BUSELLI et al., 2007). A Figura 1 ilustra a estrutura de um tecido vegetal.

As biomassas lignocelulésicas diferem das culturas que sdo utilizadas para producdo
de etanol de primeira geracdo, como a sacarose da cana-de-agucar e o amido do milho, em
relacdo a sua composicdo. Os principais componentes dos materiais lignocelul6sicos sao
celulose, hemiceluloses e lignina. Estas biomassas apresentam seus agucares
(monossacarideos) na forma polimerizada, ou seja, na forma de celulose principalmente.
Dentro do complexo lignoceluldsico, a celulose possui funcdo de principal componente

estrutural das paredes celulases da planta. Hemiceluloses estdo em estreita associacdo com a
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celulose na parede celular, e lignina estd incorporada interpenetrando as fibrilas e

fortalecendo assim as paredes celulares (FENGEL & WEGENER, 1984).

Figura 1 - Estrutura de um tecido vegetal.
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Fonte: Smith, 2007.

1.2 Estrutura do material lignocelulésico

1.2.1 Celulose

A celulose é o biopolimero mais abundante na Terra. Esta macromolécula é um
polimero de por¢des de B-D-glicopiranoses ([3-D-glicoses) unidas por ligacoes B-(1,4)
glicosidicas. O grau de polimerizacdo da celulose varia de acordo com o material. A unidade
de repeticdo da celulose é o dissacarideo celobiose, composto por duas unidades de glicose
(Figura 2). As cadeias de celulose, que podem variar de 20 a 300 unidades na fibra, sao
agrupadas em microfibrilas, que sdo associadas para formar as fibras de celulose. Cada

unidade de glicose contém trés grupos de hidroxilas livres, que tendem as formar ligacdes de
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hidrogénio entre si, mantendo a estrutura da celulose. Essas ligacGes ocorrem entre os grupos
hidroxilas de uma mesma cadeia e entre grupos hidroxila adjacentes (paralelas) das cadeias
de celulose, fazendo interagdes intramoleculares e intermoleculares, respectivamente (Figura
3). As ligacdes de hidrogénio dentro da microfibrila determinam a linearidade da cadeia,
assim como podem induzir a ordem (cristalinidade) ou a desordem (estrutura amorfa) da
celulose. As regioes altamente ordenadas, ou seja, cristalinas, sdo pouco acessiveis por
solventes, reagentes e consequentemente, enzimas, enquanto as regioes desordenadas

(amorfas) sdo mais acessiveis (Figura 4) (de ALMEIDA, 2009; AGBOR et al., 2011).

Figura 2 - Estrutura da celulose.
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Fonte: Klemm et al., 2005.

Figura 3 - Representacdo das ligagdes de hidrogénio na estrutura cristalina da celulose. A)
ligacOes de hidrogénio intermoleculares e B) ligacoes de hidrogénio intramoleculares.
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Fonte: de Almeida, 2009.
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Figura 4 - Regioes cristalinas e amorfas da celulose.
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Fonte: Farinas, 2011.

1.2.2 Hemiceluloses

As hemiceluloses sao polimeros ramificados e heterogéneos de pentoses (xilose,
arabinose), hexoses (manose, glicose, galactose) e acucares acetilados, que revestem as
fibrilas de celulose. Possuem um peso molecular mais baixo em comparacdo com a celulose e
ramificacOes com cadeias laterais curtas e amorfas, o que as tornam parcialmente soliveis em
agua e mais facilmente hidrolisaveis (POTUMARTHI et al., 2013). As hemiceluloses variam
em composicdo dependendo da biomassa, sendo que as mais comuns sdo as xilanas e as
glucomananas. Em biomassas lignocelulésicas, o principal componente das hemiceluloses é a

xilana (AGBOR et al., 2011).

Figura 5 - Representacdo de uma xilana de madeira macia composta de arabino-4-0-
metilglucuroxilanos.
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1.2.3 Lignina

A lignina também esta presente na parede celular das células vegetais e confere
rigidez, impermeabilidade e resisténcia ao ataque microbiano e ao estresse oxidativo. A
lignina é uma macromolécula amorfa de unidades de fenilpropano unidas por ligagcoes éter e
ligacdes entre carbonos. E uma rede tridimensional polifenélica constituida por trés
mondmeros de monolignol: alcool p-cumarilico, alcool coniferilico e alcool sinapilico, que
podem ser metoxilados em varios graus. Estes ligno6is sdo incorporados a lignina sob a forma
de unidades fenilpropandico p-hidroxifenila (H), guaiacil (G) e siringil (S), respectivamente
(Figuras 6 e 7) (GUPTA et al., 2016).

A lignina possui uma estreita relacdo com as fibrilas de celulose e atua fazendo uma
associacao com os diferentes componentes da biomassa lignocelulésica, o que a torna
insoltvel em agua e representa um impedimento a hidrélise enzimatica da biomassa. Assim
como as hemiceluloses, a lignina esta presente em diferentes proporcdes nos diferentes tipos
de biomassas. Além de representar uma barreira fisica a digestibilidade da celulose, a lignina
interfere na ligacdo das enzimas celuloliticas promovendo adsor¢des enzimaticas
inespecificas. A extracdo da lignina da biomassa aumenta significativamente a area de
superficie interna e, consequentemente, a acessibilidade das enzimas celuloliticas as fibrilas

da celulose (AGBOR et al., 2011).
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Figura 6 - Unidades precursoras da lignina: alcoois cumarilico (I), coniferilico (II) e sinapilico
(ITI) e principais niicleos aromaticos encontrados na lignina: p-hidroxifenila (H), guaiacila (G) e

siringila (S).
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Fonte: Fengel e Wegener, 1989.
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Figura 7 - Estrutura proposta de lignina de faia.
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1.3 Microrganismos produtores de enzimas

A glicose presente nas microfibrilas de celulose possui diversas aplicacoes e para ser
utilizada, este polimero presente nas biomassas lignocelul6sicas deve ser hidrolisado, etapa
que objetiva quebrar a macromolécula em monomeros de glicose livres. A hidrolise
enzimatica hoje representa um desafio devido ao alto custo das enzimas necessarias para
realizd-la (BAEYENS et al., 2015). Atualmente, as enzimas utilizadas para hidrolisar tais
materiais podem ser produzidas por fermentacdo bacteriana ou fungica. Existe uma vasta

gama de microrganismos capazes de produzir essas enzimas, tais como bactérias aerdbias e
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anaerdbias, fungos anaerdbios, fungos de podriddo mole, fungos de podriddao branca e fungos
de podridao marrom (YOON et al., 2014).

Os fungos em especial sdo considerados como importantes produtores de enzimas e
tém sido amplamente estudados (ALFENOR e MOLINA-JOUVEA, 2016; BANSAL et al.,
2011; CHEN et al., 2015; JIANG et al., 2016). Eles possuem a capacidade de produzir
enzimas constitutivas, adaptativas e indutiveis. As enzimas constitutivas sdo produzidas de
forma constante, ou seja, ndo necessitam de inducdo para sua sintese por um substrato. As
enzimas indutiveis necessitam da presenca de um substrato para estimular sua sintese ou
atividade enzimatica para degradar o mesmo, por exemplo as celulases e hemicelulases. Os
fungos também sdo capazes de produzir enzimas adaptativas. Neste caso, quando em
presenca de um substrato ndo utilizado normalmente pelo fungo, um niicleo mutante é
selecionado dentro da populacdo de ntcleos, para a sintese de enzimas necessarias para a
utilizacdo do substrato em questdo (ESPOSITO e AZEVEDO, 2010).

A maioria dos fungos é capaz de produzir um sistema de celulases mais completo em
comparacao com as bactérias (YOON et al., 2014). A escolha destes microrganismos se deve
a sua capacidade de degradar seletivamente ou simultaneamente materiais lignocelulésicos, o
elevado potencial redox de suas enzimas e a termoestabilidade das enzimas produzidas pelos
mesmos. A chave para sua capacidade de degradacdo sdo as enzimas que secretam
extracelularmente. Os fungos celuloliticos mais estudados sdao Trichoderma, Pencelluim,
Humicola, e Aspergillus. Entre as bactérias, se destacam os géneros: Bacillus, Pseudomonas,
Cellulomonas, Actinomucor e Streptomyces (GUPTA e TUOHY, 2013).

Diferentes tipos de fungos apresentam sistemas enzimaticos que atacam cada
componente da matriz lignoceluldsica separadamente. As enzimas modificadoras de lignina
(LMEs) sdo capazes de romper os componentes recalcitrantes, as celulases agem nas
microfibrilas de celulose objetivando reduzir os polimeros a unidades de glicose e as
hemicelulases atuam clivando os diferentes polimeros de cadeia principal e cadeia lateral das
hemiceluloses (GUPTA e TUOHY, 2013).

As LMEs sdao um grupo de enzimas que degradam lignina, e compreendem lacases,
lignina peroxidases, manganés peroxidases, fenol oxidases, tirosinases, catecol oxidases e
catalase-fenol oxidases, todas capazes de oxidar varios compostos fendlicos. As celulases
abrangem endo-1,4-f-glucanases, exoglucanases e (-glicosidases. As hemicelulases incluem
endo-1,4-3-xilanases, [-xilosidases, endo-1,4-3-mananases e [-manosidases, entre outras

(GUPTA e TUORHY, 2013). Os fungos filamentosos sdo particularmente interessantes na
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producdo de tais enzimas, uma vez que excretam as mesmas no meio e os niveis de enzimas
produzidas sdo mais elevados do que os produzidos por leveduras e bactérias. Como
exemplo, A. niger, H. insolens, Termomonospora fusca, Trichoderma reesei, T.
longibrachiatum e T. koningii tém sido utilizados como fontes industriais de xilanases
comerciais (GIRIO et al., 2010). Celulases comerciais sio mais comumente produzidas a
partir de duas estirpes de fungos de podridio mole, nomeadamente T. reesei e A. niger
(YOON et al., 2014).

O uso de celulases e hemicelulases tem aumentado consideravelmente nos ultimos
anos, especialmente na industria téxtil, alimenticia, cervejaria e na producdo de vinho, nas
industrias de papel e celulose, assim como na producao de biocombustiveis a partir de
biomassas lignoceluldsicas. As celulases correspondem a cerca de 20% no mercado de
enzimas e sdao obtidas principalmente por espécies Trichoderma e Aspergillus (MATHEW et

al., 2008; OBENG et al., 2017).

1.4 Enzimas para a sacarificacao

1.4.1 Celulases

As celulases agem penetrando nas fibrilas de celulose e promovem a
despolimerizacdo das cadeias (GUPTA e TUOHY, 2013). O complexo celulolitico consiste de
trés diferentes tipos de enzimas: as endoglucanases, exoglucanases e [3-glicosidases. As
endoglucanases (EG, EC 3.2.1.4) hidrolisam as ligacGes glicosidicas internamente em cadeias
de celulose enquanto que as exoglucanases (CBH, EC 3.2.1.91) atuam preferencialmente nas
extremidades da cadeia. Os produtos dessas reacdes enzimaticas sdo o dissacarideo
conhecido por celobiose e em menor proporcao celo-oligossacarideos, que sao hidrolisados
pelo terceiro grupo de enzimas, as [3-glicosidases (EC 3.2.1.21) (DASHTBAN et al., 2009). A
Figura 2 representa uma porcdo de uma cadeia de celulose, destacando a unidade repetitiva
do dimero de celobiose.

As celulases fungicas tém uma arquitetura simples contendo um dominio catalitico
(DC) e um dominio de ligacdo a celulose (DLC), ligados por meio de um peptideo ligante.
CBD fixa o substrato de celulose permitindo que o CD desempenhe a sua funcao catalitica.

Esse dominio de ligacdo é responsavel pela ligacdo seletiva da enzima a celulose cristalina,
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aumentando a sua atividade catalitica (DASHTBAN et al., 2009; GUPTA e TUOHY, 2013;
JUTURU et al., 2014).

As endoglucanases, também referidas como carboximetilcelulases (CMCases) sao
proteinas monoméricas que possuem baixo ou nenhum grau de glicosilacdao. Elas possuem
pH 6timo entre 4,0 e 5,0 e temperatura 6tima entre 50 a 70°C. As endoglucanases possuem
papel central na reducdo do grau de polimerizagao da celulose. Elas iniciam a degradacdo da
celulose atacando as regides amorfas da celulose, mais especificamente as ligacdes [3-1,4-
glicosidicas internas da cadeia de celulose, aumentando as extremidades de cadeia livre
(DASHTBAN et al., 2009; GUPTA e TUOHY, 2013).

As exoglucanases, também conhecidas como celobiohidrolases (CBH) ou avicelases
sdo proteinas monoméricas com baixo grau de glicosilagdo, com pH étimo entre 4,0 e 5,0 e
temperatura 6tima entre 37 e 60°C (RAY, 2015). Elas agem preferencialmente na hidrolise de
ligacOes B-1,4-glicosidicas das extremidades terminais da cadeia, produzindo celobiose como
produto principal (Figura 8). A celobiose, o produto final das CBHs, atua como um inibidor
que pode limitar a capacidade das enzimas para degradar todas as moléculas de celulose no

material lignocelulésico (DASHTBAN et al., 2009; GUPTA e TUOHY, 2013).

Figura 8 - Hidrdlise da cadeia de celulose a celobiose por exoglucanases.
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As [-glicosidases atuam hidrolisando a celobiose soltivel e as celodextrinas em
glicose e sdo inibidas pela glicose. Estas enzimas podem ser proteinas monoméricas,
diméricas ou mesmo triméricas. Além disso, a maioria das [3-glicosidases sao glicosiladas, em
diferentes graus. Elas sdo classificadas em trés diferentes grupos, incluindo intracelulares,
extracelulares e associadas a parede celular. O pH 6timo varia de acordo com a localizacao da
enzima e a temperatura 6tima varia de 45 a 75°C (DASHTBAN et al., 2009; GUPTA e
TUOHRY, 2013).

Figura 9 - Representacdo esquematica dos principais locais de acdo das celulases sobre o
polimero de celulose.
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Fonte: Watanabe e Tokuda, 2010.

As celulases sdo enzimas induzidas por seus substratos e sdao reguladas por repressao
catabdlica, ou seja, sdo inibidas quando em presenca de alta concentracdo de seus produtos.
Sendo assim, a alta concentracao de glicose e de celobiose no meio ou a auséncia de celulose

impedem a producdo e a atuacao de tais enzimas (CHINEDU et al., 2008).
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A regulacao da producdo de celulases pela repressao catabdlica ocorre para evitar
excessos desnecessarios de acucares produzidos. Neste caso, a inibicdo de celobiohidrolases
(CBHs) por celobiose pode ser amenizada pela presenca de [3-glicosidase, que converte este
dissacarideo em glicose (DASHTBAN et al., 2010; VARNAI et al., 2014). Dessa forma,
para efetiva e completa degradacao de celulose, é ideal que se tenha um extrato enzimatico
com presenca de endoglucanases e celobiohidrolases e também quantidades suficientes de [3-
glicosidase, para impedir que excessos de celobiose inibam a acao de CBHs.

A celulose, além de possuir uma estrutura altamente polimerizada e cristalina,
também possui alto peso molecular, o que inviabiliza sua entrada na célula pela membrana
celular. Entretanto, ha evidéncias que podem explicar como esse polimero consegue induzir a
producdo do complexo celulolitico no interior da célula. Os fungos sdo capazes de produzir
baixos niveis de expressdo constitutiva de celulases, que atuam na libera¢do inicial de um
composto indutor solivel da cadeia altamente polimérica de celulose. Esse composto €é entdo
capaz de penetrar na célula e exercer seu papel indutor desencadeando a expressao de niveis
ainda mais altos de celulases (CARLE-URIOSTE et al.,, 1997, KUBICEK et al., 2009;
ESPOSITO e AZEVEDO, 2010; ILMEM et al., 1997).

1.4.2 Hemicelulases

As hemiceluloses, por terem caracteristica heterogénea em relacdo aos componentes
poliméricos em sua cadeia, ndo formam estruturas cristalinas ou microfibrilas, o que as
tornam mais acessiveis as enzimas flingicas extracelulares. Por outro lado, é necessaria uma
variedade de enzimas com diferentes funcionalidades para hidrolisa-las completamente
(DASHTBAN et al., 2009; GUPTA e TUOHY, 2013).

Xilanas sdo os polissacarideos hemicelul6sicos mais comuns nas paredes celulares de
plantas terrestres e constituem cerca de 30-35% do peso seco total (BEG et al., 2001). As
xilanases sdo o grupo de enzimas que atuam nos heteropolimeros de xilana e compreendem
as endo-1,4-3-xilanases (EC 3.2.1.8), que clivam ligacoes glicosidicas na cadeia polimérica
liberando xilo-oligosacarideos, que sdo hidrolisados por outro grupo de hemicelulases, as f3-
xilosidases (EC 3.2.1.37), liberando moléculas de xilose livres (GUPTA e TUOHRY, 2013).

As endo-1,4-B-xilanases clivam as ligacGes glicosidicas da cadeia de xilana
provocando uma reducdo no grau de polimerizacdo do substrato. A xilana ndo é atacada

aleatoriamente, mas as ligacoes hidrolisadas dependem da natureza da molécula do substrato,
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do comprimento da cadeia, do grau de ramificacdo e da presenca de substituintes. Os
principais produtos da hidrélise por endo-1,4-3-xilanases sdo, inicialmente, oligomeros de (3-
D-xilopiranosil e posteriormente, podem ser produzidas moléculas pequenas de mono-, di- e
trissacarideos de B-D-xilopiranosil (GIRIO et al., 2010; POLIZELI et al., 2005).

As [-xilosidases agem apds a cadeia de xilana sofrer hidrolise por xilanases,
hidrolisando pequenas moléculas de xilo-oligos-sacarideos e xilobiose e liberando residuos
de B-D-xilopiranosil de extremidades ndo redutoras e unidades de xilose, sendo que sua
afinidade para xilo-oligos-sacarideos é inversamente proporcional ao grau de polimeriza¢dao
dos mesmos (GIRIO et al, 2010; POLIZELI et al, 2005). Os oligdmeros de [-D-
xilopiranosil, produtos da hidrélise de xilana por endo-1,4-B-xilanases podem inibir as
mesmas, porém, as [-xilosidases hidrolisam esses produtos, removendo-os do meio e
aumentando a eficiéncia da hidrélise de xilana (POLIZELI et al., 2005).

A Figura 10 representa um esquema da acao das hemicelulases sobre um polimero de

hemicelulose.
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Figura 10 - Representacdo esquematica da acdo das hemicelulases sobre um polimero de
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Assim como as celulases, as xilanases também sdo enzimas indutiveis e sdo

produzidas em resposta a presenca de xilanas e residuos contendo xilanas de varias fontes.

Sucessivas reacoes de hidrolises da xilana por xilanases levam ao acimulo de residuos de [3-

D-xilopiranosil, que podem inibir a endoxilanase. As [-xilosidases entdo hidrolizam esses

produtos, removendo a causa da inibicdo aumentando a eficiéncia da hidrélise da xilana. As

xilobioses agem como potentes indutores de endoxilanases e [-xilosidases e a xilose

produzida por estas ultimas age inibindo o complexo xilanolitico em alguns casos (BEG et
al., 2001; POLIZELI et al., 2005).

Enzimas como as mananases atacam polimeros de galactomanana ou glucomanana

com a ajuda de enzimas capazes de remover os residuos substituidos. As mananases
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constituem em [3-1,4-mananase (EC 3.2.1.78), que atuam diretamente na cadeia principal e [3-
manosidases (EC 3.2.1.25) que atuam sobre as substituicoes de manana. Outras enzimas
acessorias como a-L-arabinofuranosidase (AAF, EC 3.2.1.55), a-glucuronidase (EC
3.2.1.139), acetilxilana esterase (EC 3.1.1.72) e acido ferulico esterase (EC.1.1.73) também
fazem parte do complexo hemicelulolitico (DASHTBAN, et al., 2009; GUPTA; TUOHY,
2013).

O sistema de regulacdo da sintese de celulases e hemicelulases ocorre de forma
separada. No entanto, as hemicelulases possuem um papel fundamental para aumentar a
eficiéncia das celulases na hidrélise da biomassa vegetal. A producao de xilanases é induzida
quando microrganismos sdo cultivados em meio contendo preferencialmente xilana, enquanto
celulose é capaz de induzir a producdo tanto de celulases quanto hemicelulases. Esse
fendmeno pode ser explicado pelo fato de o substrato de celulose poder conter vestigios de
hemiceluloses (POLIZELI et al., 2005).

A eficiéncia na hidrélise da celulose depende da acdo cooperativa das celulases e
hemicelulases. A acdo das hemicelulases degrada a matriz hemicelul6sica e aumenta a
acessibilidade das fibras de celulose, favorecendo a agdo das celulases (ALVIRA et al.,
2013). As endoglucanases hidrolisam o polimero de celulose internamente, expondo as
extremidades redutoras e ndo redutoras e as exoglucanases fragmentam essas extremidades
redutoras e nado redutoras, liberando celobiose e celo-oligossacarideos (hidrélise primaria). O
processo é finalizado na hidrolise secundaria através da acdo da (-glicosidase (E.C. 3.2.1.21),
que cliva a celobiose, liberando duas moléculas de glicose como produto final
(GOTTSCHALK et al., 2010; YOON et al., 2014).

Uma variedade de hemicelulases (arabinofuranosidases, mananases) agem
exclusivamente sobre as cadeias laterais. Com a liberacdo das cadeias laterais, a cadeia
principal de xilana é exposta a clivagem pelas xilanases. Xilanases, acetil-xilana-esterases e
feruloil-esterases atuam em conjunto para produzir xilo-oligossacarideos substituidos, com a
concomitante liberacdao de dacido fertlico e A4cido acético. As arabinofuranosidases e
glucuronidases, em seguida, liberam arabinose e acido glucurdnico destes xilo-
oligossacarideos. A cadeia principal entdo fica livre para as xilosidases converterem os xilo-
oligossacarideos em seus aglicares constituintes, principalmente xilose (FARINAS, 2011).

A Figura 11 esquematiza o processo de acdao das celulases e hidrélise por

hemicelulases.
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Figura 11 - Modelo esquematico representando o sinergismo de acdo de celulases e
hemicelulases para hidrolise de material lignocelulésico.
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1.5 Aplicacoes no uso de celulases e hemicelulases para producao de

biocombustiveis

1.5.1 Biocombustiveis e o cenario atual

Os combustiveis de origem fossil sdo gerados a partir de materiais organicos
sintetizados ha milhdes de anos, que levam centenas de anos para serem formados e nao
podem ser regenerados em um curto periodo de tempo. Entre estes combustiveis destacam-se
o petroleo bruto, o gas natural e o carvao, que sdo utilizados atualmente no consumo de 80%
da energia global (LUQUE et al., 2016). O processo de decomposicdao da matéria organica
para a sua producdo ocorre de maneira lenta e a velocidade de consumo dos mesmos nao

acompanha a velocidade de producao, sendo considerados recursos naturais ndo renovaveis
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(MARQUES, 2007). Estima-se que as reservas de combustiveis fésseis esgotardao em 40 a
100 anos, dependendo das condi¢cdes em que serao utilizadas (LUQUE et al., 2016).

Os combustiveis de origem féssil quando queimados por combustdao completa liberam
gas carbonico (CO,) e agua. A liberacdo excessiva de CO, na atmosfera gera o aumento do
efeito estufa, com alteracoes climaticas significativas, que vém se intensificando nos dltimos
anos com o aumento populacional e consequente aumento no uso desses combustiveis.

Atualmente, os combustiveis fosseis sao amplamente utilizados no transporte,
agricultura, comércio e setores domésticos e industriais para a geracdo de energia elétrica ou
mecanica. Cerca de 98% de toda a energia consumida no mundo é utilizada no setor de
transportes e é derivada de tais combustiveis (LIEW et al., 2014). Devido ao fato de que esses
combustiveis ndo sdo renovaveis, o seu uso indiscriminado pode levar ao esgotamento das
reservas naturais e consequentemente, a ameaca de uma crise energética. Dessa forma, a
busca por fontes alternativas de energia tem crescido consideravelmente nos ultimos anos
(LIEW et al., 2014).

A procura por fontes renovaveis de energia aumentou durante a segunda metade do
século XX devido a problemas no abastecimento de petréleo, elevacdo dos precos de
combustiveis fosseis em virtude dos custos de producdo e aumento do impacto ambiental
(RAMOS et al., 2011). Existem varias fontes de energias renovaveis, como o vento, a chuva,
as marés dos oceanos, e a biomassa. No entanto, tais energias de um modo geral, ndo sdao
adaptaveis a todas as comunidades devido a fatores como distribuicdo dos recursos naturais,
que dependem das localizacoes geograficas (MOHTASHAM, 2015).

Neste contexto, surge entdo, o interesse no uso dos biocombustiveis como fontes
alternativas de energia. Estes podem ser definidos como combustiveis liquidos, sélidos ou
gasosos derivados de fontes renovaveis como biomassa, gorduras animais, plantagdes ou
6leos usados (LIEW et al., 2014). Os biocombustiveis liquidos abrangem os bioalcoois, os
oleos vegetais, o biodiesel e os Oleos brutos e sintéticos. Estes combustiveis possuem
numerosas vantagens em relacdo aos combustiveis fésseis, como: sdo menos poluentes, em
virtude da menor emissao de gases de efeito estufa (especialmente CO), sdo mais acessiveis,
estimulam o desenvolvimento rural e o aumento de empregos nos paises em desenvolvimento
(DEMIRBAS, 2009).

Os biocombustiveis podem ainda ser produzidos a partir de culturas energéticas como
arvores e gramineas de rapido crescimento e de algas, com a vantagem de que essas culturas

podem crescer de forma sustentavel em terras que ndo suportam culturas alimentares
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intensivas (MOHTASHAM, 2015). Além disso, por ser possivel sua geracao a partir de uma
ampla gama de fontes de biomassa, é possivel sua producdao nas mais diversas localizacoes
geograficas, sendo uma fonte de energia bastante versatil.

Assim, programas de incentivo a producdo e uso de biocombustiveis, como o etanol e o
biodiesel, foram implantados em véarios paises. O Brasil se destaca como o pioneiro na
América Latina a instituir leis que versam sobre o tema, como as Leis N° 737 de 1938 e,
posteriormente, a Lei N° 723 de 1993, que tratam da obrigatoriedade do uso de etanol

misturado a gasolina (RAMOS et al., 2011).

1.5.2 Etanol como fonte de energia

Atualmente, o etanol é o combustivel alternativo mais utilizado no mundo. E
considerado um combustivel limpo, renovavel e é uma alternativa ao uso da gasolina devido
as caracteristicas como alto nimero de octanagem, alto calor de vaporizagdo e baixa pressao
de vapor. Além disso, o etanol é facilmente miscivel, sendo usado como por¢do oxigenada na
gasolina e pode ser usado diretamente nos carros, sem a necessidade de modificacdes no
motor (DEMIRBAS, 2009). Este biocombustivel possui ainda vantagens em relacdo ao
biodiesel devido a maior sustentabilidade das matérias-primas das quais é obtido, menor
emissao de gases de efeito estufa (GEE) e menor custo de producdao (THANGAVELU et al.,
2016). O etanol produzido a partir de culturas bioenergéticas (culturas também utilizadas na
alimentacao) é denominado etanol de primeira geracdo e sua producdo é derivada de graos de
milho ou do caldo da cana-de-acgtiicar (DEMIRBAS, 2009; SALADINI et al., 2016). Porém,
tal producao compete com o setor alimenticio (THANGAVELU et al., 2016). Além disso,
essas matérias-primas nao sao suficientes para suprir a demanda mundial, sendo necessaria a
producdo de etanol em larga escala a partir de residuos agroindustriais (HAHN -
HAGERDAL, 2006).

Para a producdo deste etanol, sdo utilizadas biomassas ricas em amido (como o milho)
ou sacarose (a partir do caldo da cana-de-agicar). No caso da cana-de-agtcar, primeiramente
a sacarose € hidrolisada a glicose e frutose pela enzima invertase. Em seguida, ocorre a
fermentacdo dos monossacarideos em etanol. Ambos os processos sdo realizados comumente
nas usinas por leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae em etapas relativamente
rapidas. J& matérias-primas compostas por amido como o milho, por sua vez, devem passar

por uma etapa de hidrolise do amido e conversao em glicose. Essa etapa consiste em permitir
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que o grdo germine, produzindo a enzima amilase. Apds o grao maltado ser triturado, a
amilase converte os amidos em mondmeros de glicose. Para a producdo do etanol
combustivel, a hidrdlise do amido em glicose pode ser realizada mais rapidamente por
tratamento com acido sulftrico (H,SO,) diluido, amilase produzida por fungos, ou uma
combinacao de ambos (BAEYENS et al., 2015). Em seguida, as moléculas de glicose sdo
fermentadas em etanol por S. cerevisiae ou outras espécies de leveduras (DEMIRBAS, 2008).

No caso do bioetanol, os carboidratos presentes nos materiais vegetais podem ser
convertidos em agucares simples e entdo podem ser submetidos a fermentacdo alcoolica,
processo no qual os monossacarideos, principalmente glicose, sdo convertidos a alcool
adicional pela acdo de leveduras. No entanto, atualmente, o custo de producdo do bioetanol é
elevado em comparagdo ao etanol de primeira geracdo e aos combustiveis fosseis baseados
em petroleo devido a necessidade da utilizacao de celulases e hemicelulases para hidrélise da

biomassa lignocelul6sica (THANGAVELU et al., 2016).

1.6 Producao de celulases e hemicelulases por Aspergillus sp

Os fungos sdo organismos aerdbicos ou anaerobicos facultativos e podem ser
identificados considerando caracteristicas morfolégicas da colonia e dos esporos
reprodutivos. Suas colonias sdao descritas como estruturas vegetativas, compostas de células
envolvidas no catabolismo e no crescimento (TORTORA, 2012). Os fungos filamentosos
apresentam corpo (talo) em forma de filamentos longos de células conectadas, que sao
denominadas hifas. Cada hifa é capaz de crescer por alongamento das extremidades. A
porcdo de uma hifa envolvida na obtencao de nutrientes é chamada hifa vegetativa, enquanto
a porcdo envolvida com a reproducao é chamada de hifa reprodutiva (TORTORA, 2012).

O género Aspergillus, pertencente a familia Trichocomaceae, é um género
cosmopolita, cujas espécies estdo amplamente distribuidas no ambiente, como solo e plantas
(MONTEIRO, 2012). As mais importantes espécies para aplica¢fes industriais sdo aquelas
pertencentes ao grupo de Aspergillus pretos, como A. niger e A. tubingensis (VRIES e
VISSER, 2001). As espécies de Aspergillus estdo entre os fungos mais abundantes em todo o
mundo e ndo sdao muito seletivas em relacdo as condicoes de crescimento abiotico
(KRIJGSHELD et al., 2013). A reproducdo de fungos filamentosos do género Aspergillus

ocorre por meio de esporos assexuais produzidos por mitose e subsequente divisdao celular
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formando conidiésporos (conidios), que sdo produzidos em cadeias na extremidade do

conidi6foro (Figura 12) (TORTORA, 2012).

Figura 12 - Microscopia 6ptica de estrutura reprodutiva de Aspergillus.
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Fonte: Tortora, 2012.

A. niger é um fungo filamentoso que cresce aerobicamente em matéria organica. Na
natureza, é encontrado no solo, lixo, em residuos e no material vegetal em decomposicao.
Estes possuem conididsporos de coloragdo preta e sdo capazes de crescer em uma ampla
variacdo de temperatura, de 06 a 37°C, sendo, predominantemente mesofilicos. O valor limite
de atividade de 4gua (aw) em que crescem é de 0,88, o que é relativamente alto, quando em
comparacdo com outras espécies de Aspergillus. A. niger também é capaz de crescer em uma
ampla variedade de pHs. Essas caracteristicas e a sua abundante producdo de conidiésporos,
que sdo distribuidos pelo ar, asseguram a ocorréncia dessa espécie em todos os lugares, com
maior frequéncia em lugares quentes e umidos (SCHUSTER et al., 2002). Outra espécie de
Aspergillus, A. fumigatus, por sua vez apresenta conidiésporo de coloracdo verde musgo, sao
capazes de crescer em uma faixa de temperaturas de 10 a 55°C, podendo ser mesofilicos,
termotolerantes ou termofilicos e crescer em uma ampla variedade de pH (de 3,0 a 8,0). O
valor limite de aw é de 0,82 e algumas linhagens apresentam caracteristicas patogénicas,
podendo causar aspergiloses em humanos (KRIJGSHELD et al., 2013).

Esses fungos apresentam numerosas caracteristicas que os tornam organismos ideais
para aplicac¢oes industriais, como boa capacidade para fermentacdo, altos niveis de proteinas
secretadas e em particular, a grande variedade de enzimas produzidas para a degradacdo de
polissacarideos da parede celular de plantas (VRIES e VISSER, 2001). O fato de secretar
enzimas extracelulares e a sua particular forma de crescimento filamentoso, com células

alargadas de crescimento apical, os tornam os microrganismos mais adaptados a utilizacao de
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uma ampla gama de substratos, pois além de degradar os substratos, também sdo capazes de
penetrar neles (ESPOSITO e AZEVEDO, 2010).

A. niger é um fungo filamentoso amplamente estudado no uso para producdo de
enzimas e acidos organicos. As celulases, hemicelulases, pectinases, amilases, inulinases,
lipases e proteases produzidas por essa espécie sdo utilizadas em uma ampla gama de
aplicaces industriais, como na producao de alimentos, industria téxtil, producdo de
detergentes e na biorrefinaria, para producdo de produtos quimicos de valor agregado e
biocombustiveis a partir de biomassa (JUTURU e WU, 2014; FLORENCIO et al., 2016).
Algumas linhagens de A. niger e A. fumigatus sdao consideradas boas produtoras de enzimas
do complexo celulolitico e hemicelulolitico, tais como xilanases, [B-xilosidases e [3-
glicosidases (dos SANTOS et al., 2015; GOMES et al., 2016). Além disso, algumas dessas [3-
glicosidases sdo tolerantes ao seu produto de reacao, a glicose (MATHEW et al., 2008).

Com o aumento no numero de pesquisas no setor energético, especialmente na
producao de bioetanol a partir de biomassa lignoceluldsica, a procura por celulases tendera a
crescer muito nos proximos anos e, considerando o alto custo das enzimas disponiveis no
mercado, a pesquisa na producdo de celulases e hemicelulases por fungos filamentosos
representa uma alternativa promissora ao crescente mercado de enzimas existente atualmente

(KUHAD et al., 2011).

1.7 Nutricao e metabolismo dos fungos

Para que ocorra a produgao de enzimas, os fungos necessitam de condi¢oes adequadas
no meio para que possam crescer, se desenvolver e secretar as celulases e hemicelulases de
interesse. Além da agua, um dos fatores essenciais para o crescimento dos fungos é o
carbono, elemento necessario para a sintese de todos os compostos organicos da célula, sendo
que os fungos sdo capazes de crescer e se desenvolver em uma ampla gama de fontes de
carbono para a producdo de enzimas (TORTORA et al., 2012). O carbono organico, para ser
assimilado pelas células dos fungos, deve ser retirado das fontes de carbono assimiladas pelos
mesmos. Estes microrganismos inicialmente degradam as macromoléculas complexas,
despolimerizando-as em unidades menores, como oligdbmeros e mondomeros, por meio das
enzimas que secretam, como celulases e hemicelulases, os quais podem entdo entrar nas
células e ser catabolizados pelas vias do metabolismo central (ESPOSITO e AZEVEDO,
2010; NELSON e COX, 2011; TORTORA et al., 2012).
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O nitrogénio é, junto com o carbono (45 a 55%), o oxigénio (16 a 22%) e o
hidrogénio (7 a 10%), um dos constituintes mais importantes da matéria seca da biomassa,
representando cerca de 12 a 16% da mesma. O nitrogénio é necessario para sintese de
proteinas, onde sdo essenciais para formar o grupo amino dos aminoacidos; e acidos
nucleicos nas células flingicas. Este elemento pode ser assimilado pelos fungos na forma de
nitrato (NOs’), amonia ou ion amonio (NHs/NH4") e N organico (ALTERTHUMM, 2001;
ESPOSITO e AZEVEDQO, 2010; TORTORA et al., 2012).

O nitrato (NO3) pode ser assimilado por diversos fungos, especialmente os
filamentosos. O nitrato pode ser fornecido no meio de crescimento para os fungos na forma
de nitrato de potassio (KNOs3), nitrato de amoénio (NH4sNOs) ou nitrato de sédio (NaNO3).
Este composto entra nas células dos fungos possivelmente por difusdo, movido por um
gradiente. Seu metabolismo ocorre inicialmente via reducdo a nitrito (NO3’) por nitrato
redutase e, em seguida, a NHj; catabolizada por nitrito redutase (ESPOSITO e AZEVEDO,
2010; TORTORA et al., 2012).

O ion aménio (NH,") é uma das formas de nitrogénio assimildveis pelos fungos, a
mais facilmente utilizada, pois seu grau de oxidacdo (-3) é o mesmo do que o atomo de
nitrogénio presente nas moléculas biol6gicas como aminoacidos, purinas e pirimidinas, ndo
sendo necessarias, portanto, reacoes de 6xido-reducdo para sua conversao. Este ion pode ser
fornecido no meio de cultivo de fungos sob a forma de sulfato de amonio ((NH4),SO4) e
nitrato de amoénio (NH4NOs3). O amoénio entra nas células por transporte ativo e sua absor¢ao
ocorre de forma constitutiva, diferentemente de nitrato (NO3), em que necessita da inducao
de uma NO; redutase (ESPOSITO e AZEVEDQO, 2010).

O nitrogénio organico estd disponivel na forma de aminoacidos, aminas e amidas e
encontra-se presente nas fontes complexas de nitrogénio, como hidrolisados enzimaticos,
como por exemplo, o extrato de levedura. A absorcdo de aminoacidos ocorre por transporte
ativo, necessitando de uma gama de carreadores, especificos para cada aminoacido diferente
(ESPOSITO e AZEVEDO, 2010; TORTORA et al., 2012).

Peptideos e proteinas também sdo fontes de nitrogénio organico e podem ser
absorvidos pelas células, desde que sejam hidrolisados extracelularmente por enzimas antes
de serem assimilados. Peptona e caseina sdo exemplos de fontes de nitrogénio que contém
peptideos e proteinas com nitrogénio organico (ESPOSITO e AZEVEDO, 2010).

A ureia (CO(NH,),) também é um exemplo de fonte de nitrogénio que pode ser

utilizada pelos fungos. Sua hidrolise necessita da presenca de urease, enzima comum em
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fungos, que libera diéxido de carbono (CO,) e aménio a partir da mesma (ESPOSITO e
AZEVEDO, 2010).

Outros macroelementos importantes para o crescimento dos fungos sdo fosforo e
enxofre, que representam cerca de 1 a 2% e 0,4 a 0,8%, em matéria seca, respectivamente. O
fésforo pode ser fornecido no meio de cultivo para os fungos na forma de sais inorganicos,
como fosfato monopotassico (KH,PO4), em ions PO,* que conseguem entrar ativamente nas
células dos fungos e ainda na forma de fontes organicas, como o fitato. O fésforo é
importante na biossintese de compostos de alta energia como ATP e ADP, NAD e FAD e de
acidos nucleicos e fosfolipideos. O enxofre pode ser assimilado pelos fungos na forma de
sulfatos (SO,%), sulfitos (SOs*) e tiossulfatos (S.0s*). Estes ions entram na célula por
transporte ativo, onde sofrem reducdo e sdo assimilados para a sintese de proteinas (sintese
de aminoacidos como cisteina e metionina) e algumas vitaminas como biotina e tiamina
(ALTERTHUMM, 2001; ESPOSITO e AZEVEDO, 2010).

Micronutrientes também sdo requeridos para o crescimento flingico e sao utilizados
como cofatores de enzimas e reguladores osméticos. Alguns exemplos sdo: potassio (K),
ativador de enzimas e regulador da pressdo osmotica; magnésio (Mg), ativador de enzimas
extracelulares e fator importante na esporulacdo; ferro (Fe), necessario para sintese de
citocromo e certos pigmentos e outros elementos como manganés (Mn), calcio (Ca), zinco

(Zn), etc (ALTERTHUMM, 2001; ESPOSITO e AZEVEDO, 2010).

1.8 Sorgo biomassa como substrato para producdo de enzimas

O sorgo (Sorghum bicolor) é uma espécie versatil que abrange diversos segmentos no
mercado agricola mundial. E um cereal que apresenta cinco tipos diferentes, podendo ser
utilizado para producgao de graos (sorgo granifero), para a producdo de massa para ensilagem
(sorgo forrageiro), para a producdao de biomassa lignocelulésica (sorgo lignocelulésico ou
sorgo biomassa), para a producao de etanol de primeira geracdo (sorgo sacarino) e até para a
producao de vassouras (sorgo vassoura) (MAY et al., 2014).

O sorgo é uma graminea originaria do continente africano, pertencente a familia
Poaceae (CABRAL et al., 2013) de origem tropical e possui preferéncia por regioes de clima
quente para seu desenvolvimento. No Brasil, ele é cultivado em regides cujas temperaturas

médias estdao acima de 20°C. O sorgo é uma planta que se adapta a varios tipos de solos,
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como solos heteromorficos, latossolos e até solos aluviais, mas ndo apresenta boa adaptagado
em solos com acidez elevada e aluminio téxico (EMBRAPA MILHO E SORGO, 2008). E
também uma cultura que possui alta eficiéncia fotossintética, ou seja, usa o ciclo C4, a forma
mais eficiente de fotossintese, possui resisténcia a seca, salinidade, alcalinidade, e ndo tem
muitas exigéncias quanto a fertilidade (KORADIYA et al., 2016; MATSAKAS e
CHRISTAKOPOULOS, 2013).

O sorgo é uma cultura energética promissora, pois tanto o suco como o bagaco podem
ser utilizados como fonte de acgicares (KORADIYA et al., 2016; MATSAKAS e
CHRISTAKOPOULOQOS, 2013). Esta planta possui um curto tempo de cultivo, de trés a cinco
meses (150 a 180 dias) e pode ser facilmente cultivado entre culturas principais, como soja e
cana-de-acucar (KORADIYA et al., 2016; MATSAKAS e CHRISTAKOPOULOS, 2013). O
sorgo permite uma operacdo de implantacdo totalmente mecanizavel, pois sua propagacdo é
realizada por sementes e podem ser utilizados os mesmos equipamentos de plantio, cultivo e
colheita utilizados para culturas de graos como soja, arroz e trigo. Além disso, seu manejo
inicial é facilitado devido ao desenvolvimento vigoroso e rapido das plantas em ambientes
tropicais, principalmente em regides com elevadas temperaturas diurnas e noturnas
(EMBRAPA MILHO E SORGO, 2008).

O sorgo biomassa é um tipo de sorgo que apresenta como caracteristica a alta
producdo de biomassa por hectare. Algumas variedades deste sorgo apresentam porte de
cinco metros de altura e potencial para produzirem mais de 50 t/ha de matéria seca por ciclo
médio semestral (Figura 13) (MAY et al.,, 2014). Visando atender essa demanda por
biomassa, o programa de melhoramento genético da Embrapa Milho e Sorgo desenvolveu
hibridos de sorgo biomassa sensiveis ao fotoperiodo. O sorgo sensivel ao fotoperiodo é uma
planta de dias curtos, que floresce em periodos do ano com noites longas. Dessa forma, se o
dia for longo, a planta ndo floresce, enquanto se o dia for curto, menor que 12 horas e 20
minutos, ocorrera a inducao floral e a planta florescera. Assim, os cultivares de sorgo
biomassa sensiveis ao fotoperiodo que forem cultivados em épocas do ano e regides cujo
fotoperiodo seja maior que 12 horas e 20 minutos, tardardo o desenvolvimento da gema
floral, ampliando o ciclo vegetativo, possibilitando maior producdo de biomassa por
hectare/ciclo em comparacgao a cultivares insensiveis ao fotoperiodo (PARRELA et al., 2011).
Dessa forma, a producdo de cultivares com elevados teores de biomassa tornou-se promissora

para a producdo de etanol celulésico (PARRELA et al., 2011).
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Figura 13 - Vista lateral de uma lavoura comercial de sorgo biomassa em florescimento.

Fonte: May et al., 2015.

Além da alta produtividade de biomassa, o sorgo biomassa é uma cultura que
apresenta em sua composicao baixo teor de lignina e maior contetido em hemiceluloses (15 a
25%), o que torna uma cultura promissora para a producdo de etanol de segunda geracao,
pois a lignina, que confere maior recalcitrancia a biomassa, esta presente em menor
quantidade (MAY et al., 2014). Uma das etapas mais caras na producdo de etanol de segunda
geracao é, além da producao de enzimas para hidrélise, o pré-tratamento, para reduzir a
interacdao entre os carboidratos da parede celular e a lignina (MOONEY et al., 1998; SIMS et
al., 2010). Dessa forma, tém-se buscado o desenvolvimento de cultivares de sorgo biomassa

com menor teor de lignina por meio da manipulagdo de genes (DAMASCENO et al., 2012).

1.9 Fermentacdao em Estado Sélido (FES)

O método utilizado para producdo de enzimas por microrganismos ¢ a fermentacgao,
onde se faz o uso de um substrato que fornecera os nutrientes necessarios para o crescimento
microbiano e inducdo na producdo enzimatica, sob condi¢des 6timas e controladas de
temperatura, pH e disponibilidade de oxigénio. A fermentacdo submersa é definida como a
fermentacdo em estado liquido. Quase todas as producdes em larga escala de producdo de
enzimas utilizam a tecnologia da fermentacao submersa devido ao melhor monitoramento e

facil manuseio (SINGHANIA et al., 2010). Ja a fermentacdo em estado sélido (FES) é
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definida como a fermentacdo envolvendo sélidos na auséncia (ou quase auséncia) de agua
livre (PANDEY, 2003; SINGHANIA et al., 2010).

A fermentacdao submersa (FSm) apresenta uma desvantagem que esta associada a
baixa concentracdo de produtos finais, sendo necessarias etapas de purificacdo, o que resulta
em processos adicionais, contribuindo para o aumento no custo de producdo de enzimas.
Devido a essa inconveniéncia, pesquisadores estdo estudando como melhorar a producao de
enzimas, bem como reduzir os custos (DHILLON et al, 2012; FLODMAN e
NOUREDDINI, 2013; KUMAR et al., 2011). Uma das solucdes é o uso da fermentacdo em
estado sdlido (FES) como uma rota de producdo alternativa para varias enzimas industriais,
como as celulases, devido a semelhanca as condi¢cdes do habitat natural dos fungos
filamentosos produtores de tais enzimas, elevando a taxa de producdo em FES quando
comparado a FSm (YOON et al., 2014).

A fermentacdo em estado sélido (FES) tem potencial para producdo em larga escala e
é realizada sem a presenca de agua livre, porém, com uma umidade suficiente para promover
o crescimento de fungos no substrato. Neste caso, a producdo das enzimas tem seu custo
reduzido em cerca de 10 vezes quando comparado a producdo por FSm (GUPTA e TUOHY,
2013; YOON et al., 2014). Algumas razdes sdo: menor consumo de energia, emprego de
substratos lignoceluldsicos de baixo custo como residuos agroindustriais e maior
produtividade (YOON et al., 2014). Além disso, o extrato enzimatico bruto contendo
diferentes tipos de enzimas (ligninases, hemicelulases e celulases) pode ser utilizado
diretamente na hidrélise do substrato lignoceluldsico.

Devido aos baixos niveis de 4agua no sistema, os fungos filamentosos sdo os
microrganismos que tém recebido mais atencdo nas pesquisas nessa area, pois apresentam
melhor capacidade de crescimento nessas condi¢des (BIANCHI et al., 2001). Os fungos,
além de apresentarem boa adaptacdo neste tipo de meio, também possuem a capacidade de
penetrar nos espacos inter e intragranulares, fixando-se no substrato através de suas hifas,
ramificando-se e penetrando na parede celular do substrato pela acdo das enzimas
extracelulares secretadas por eles (BIANCHI et al., 2001).

Nesse processo, a composicdo do meio de fermentacdo, a duracdo da fermentacao,
pH, temperatura e teor de umidade podem afetar a producao de celulases e hemicelulases. O
meio de fermentacdo consiste em fonte de carbono, nitrogénio, f6sforo, elementos traco e

minerais. A celulose no substrato lignoceluldsico atua como a fonte de carbono essencial para
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a inducdo de celulases. Além disso, a producdo de celulases e de biomassa fuingica também
pode ser estimulada pela fonte de nitrogénio presente no meio (YOON et al., 2014).

O substrato deve ter algumas caracteristicas que possibilitem o maior rendimento do
processo, através do aumento do grau de acessibilidade do microrganismo no meio, tais como
porosidade, tamanho e formato das particulas. Com rela¢do ao tamanho da particula, quanto
menor, maior a area superficial e consequentemente, maior grau de transformacdo pelos
microrganismos. Tais particulas de substrato devem ter tamanho suficiente para permitir a
circulacdao de ar e permitir a dissipacdo de gases e de calor produzido, os quais podem
prejudicar o rendimento do processo. A porosidade, por sua vez, se refere a capacidade de
absorcao de agua, que pode facilitar o transporte de enzimas e metabdlitos entre o meio e o
microrganismo. Dessa forma, para adequar o substrato, alguns processos podem ser
empregados, como esmagamento, quebra, moagem e peneiramento do meio para adquirir a
granulometria desejada; embebicdo, para regular o teor de umidade inicial do processo;
processo de esterilizacdo, visando eliminar possiveis contaminacdes; suplementacdo de
nutrientes e correcdao de pH, visando condic¢oes ideais de crescimento microbiano (BIANCHI
et al., 2001).

A duragdo da fermentagdo varia de acordo com a espécie fingica. Além disso, pode
ser necessaria uma duracdo de fermentacdo diferente para que as diferentes celulases atinjam
sua atividade méaxima, ja que possuem um sinergismo de acdo. O pH normalmente é de dificil
monitoramento na FES e é ajustado somente no inicio do processo. A temperatura é um
parametro que depende do fungo utilizado. E desejavel ainda que se faca a producio
enzimatica na temperatura ideal de crescimento do fungo (mesofilico ou termofilico), onde as
enzimas mantém sua estrutura tridimensional e consequentemente sua atividade enzimatica
(BIANCHI et al., 2001).

O teor de umidade também é um importante parametro a ser avaliado. Quando a
umidade no meio estd baixa, a solubilidade dos nutrientes é limitada e dificulta a efetiva
absorcao pelos fungos, afetando o crescimento microbiano e diminuindo, consequentemente,
a producdo de enzimas. Quando a umidade estd demasiada alta, as particulas de substrato
ficam rodeadas por uma espessa camada de agua e tendem a se unir, diminuindo a porosidade
do substrato, o que limita a difusdo de ar entre as particulas, com consequente decréscimo de
trocas gasosas, podendo ainda aumentar o risco de contaminagao por bactérias (BIANCHI et

al., 2001; YOON et al., 2014).
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2 Objetivo Geral

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a producdo de celulases e hemicelulases

por A. fumigatus (SCBMS6) e/ou A. niger (SCBM1), utilizando sorgo biomassa (SB) e farelo

de trigo (FT) em diferentes propor¢des como fontes de carbono e variando as fontes de

nitrogénio.

2.1

Objetivos especificos

Caracterizacdo das fontes de carbono (SB e FT) quanto ao teor de celulose,
hemiceluloses e lignina;

Caracterizacao das fontes de nitrogénio (sulfato de amonia, ureia, peptona ou extrato
de levedura) quanto ao teor deste elemento presente em suas moléculas e o pH da
solucdo nutriente utilizando as respectivas fontes;

Escolha do melhor in6culo microbiano para a producdo de enzimas por FES (A.
fumigatus, A. niger ou ambos em co-cultivo), utilizando SB e FT, na proporcao 1:1,
como fontes de carbono e sulfato de aménia como fonte de nitrogénio;

Escolha da melhor fonte de nitrogénio, utilizando SB como fonte de carbono e o
microrganismo selecionado na etapa anterior;

Escolha da melhor fonte de carbono (SB e/ou FT) em diferentes proporgoes,
utilizando a melhor fonte de nitrogénio e o microrganismo escolhidos nas etapas

anteriores.
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3 Material e Métodos

3.1 Caracterizacao quimica das fontes de carbono

Amostras de sorgo biomassa (SB), da variedade LE 299 (melhorada geneticamente
para aumento no teor de biomassa e sensivel ao fotoperiodo com ciclo tardio e porte alto)
foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Carlos Juliano Brant Albugerque, da Empresa de
Pesquisa Agropecuéria de Minas Gerais (EPAMIG). O farelo de trigo (FT) foi obtido de casas
agropecuarias da cidade de Uberlandia, MG. Ambos os substratos foram lavados em agua
corrente para retirada do amido presente e posteriormente secos em estufa a 50°C.

Para a caracterizacdao quimica do SB e FT, foram realizadas determina¢des dos teores
de umidade, cinzas, Lignina Klason insoliivel e soltavel, holocelulose, celulose e
hemiceluloses. Para FT o teor de proteinas foi determinado pelo método Kjeldahl
(KJELDAHL, 1883).

3.1.1 Teor de umidade

O teor de umidade foi determinado de acordo com a norma TAPPI T264 OM-88. Para
tanto, cerca de 2 g da fonte de carbono (SB ou FT) foram adicionadas a um cadinho e
mantidas em estufa a 105°C, por 2 horas. Em seguida, a amostra foi resfriada em dessecador
até a temperatura ambiente e pesada. A amostra foi entdo levada a estufa novamente por 1
hora, a 105°C. O procedimento de resfriamento e pesagem foi repetido até que a massa
atingisse valor constante e que nao diferisse por mais de 0,002 g. O teor de umidade foi
determinado a partir da diferenca do percentual entre a massa da amostra inicial e a massa da
amostra apés a secagem. A equacao 1 exemplifica o cdlculo do teor de umidade em

porcentagem (%):

(MRAU — MRAS) x 100
MAU

Teor deumidade = Equacdo 1
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Onde:
« MRAU = massa do conjunto recipiente/ amostra imida
* MRAS = massa do conjunto recipiente/ amostra seca

¢ MAU = massa da amostra timida

3.1.2 Teor de cinzas

O teor de cinzas foi determinado de acordo com a norma TAPPI T211 OM-93, com
pequenas modificacoes. Nesta metodologia, foi adicionado 1 g da amostra de substrato (SB
ou FT) em um cadinho de porcelana previamente seco e pesado e o conjunto (cadinho +
amostra) foi levado a mufla por 2 horas, a 800°C. Em seguida, o cadinho contendo a amostra
calcinada foi resfriado em dessecador até a temperatura ambiente e pesado. O contetido de
cinzas foi calculado considerando a porcentagem de massa do residuo calcinado em relacao a

massa inicial da amostra seca, de acordo com a equacao 2 (%):

MRAC—-MR N

Teor de cinzas totais =
MA

100 Equacado 2

Onde:

* MRAC = massa do conjunto recipiente/amostra calcinada
* MR = massa do recipiente

¢ MA = massa da amostra

3.1.3 Teor de lignina

3.1.3.1 Teor de lignina Klason insoliivel

O teor de lignina Klason insoluvel em SB e FT foi determinado segundo a Norma

TAPPI T222 OM-02. Pesou-se cerca de 0,7133 g (base seca) de SB livre de extrativos,
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previamente moido (04 a 06 mm), e transferiu-se para um tubo autoclavavel de 500 mL

contendo 10,7 mL de solugdo de H,SO4 72% (d = 1,6338 g/mL).

A mistura permaneceu em agitacdao por 2 horas. Apos esse periodo, terminada a
chamada fase de condensacdo, iniciou-se a etapa de hidrolise. Durante esta etapa, o acido foi
diluido a uma concentracao de 3% (m/v) adicionando-se 400 mL de &gua destilada.
Posteriormente, os tubos foram levados a autoclave a 121°C, por 1 hora. Apé6s o término da
hidrolise, iniciou-se a etapa de filtracao a quente, em um funil de placa sinterizada do tipo
ASTM 10-15M previamente seco a 105°C. O funil com o material insoltvel retido foi seco

em estufa a 80°C por 24 horas e resfriado em dessecador, até atingir peso constante.

Apobs esse processo, o material insoluvel foi transferido a um cadinho previamente
seco e tarado, e o conjunto cadinho/material insoltivel foi mantido a 525°C em mufla por 2
horas. Os cadinhos foram entdo retirados e levados ao dessecador até atingirem peso
constante. Esse procedimento foi realizado para desconsiderar a fragao inorganica insoldvel.
Nesta etapa, considerou-se que toda a matéria organica perdida no processo de carbonizagdo
seria lignina insoluvel. O teor de lignina insoluvel foi determinado gravimetricamente e

calculado segundo a equagdo 3 em porcentagem (%):

m
Teor delignina insoluvel = # x100 Equacao 3

1

Onde:

* m; = massa de lignina residual;

¢ m; = massa inicial de amostra livre de umidade.

3.1.3.2 Teor de lignina Klason solavel

A quantidade de lignina solubilizada em meio acido, obtida através da determinacdo
de lignina insoluvel, foi quantificada por espectroscopia na regidao do ultravioleta (UV), de
acordo com a norma TAPPI T13M-54. As solucOes para as analises foram preparadas
diluindo o filtrado em agua destilada até a concentragao final de 0,05 mol.L."! de H,SO,. Uma

solugdo de referéncia de concentra¢do 0,05 mol.L™" foi preparada a partir da solugdo de H,SO,
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72%. Foram realizadas medidas de absorbancia do filtrado nos comprimentos de onda de 215
e 280 nm. A concentracdo de lignina Klason soltvel foi calculada de acordo com a equacgao

5:

[(4:53 A215) _Azao]
300

C(g/L)= Equacdo 5

Onde:
« C(g.L") = concentragado de lignina Klason soltivel em meio acido.
* A5 = valor da absorbancia a 215 nm.

* A = valor da absorbancia a 280 nm.

Os valores de absorbancia refletem a necessidade de se fazer uma correcdao para os
compostos de furfural gerados durante a hidrélise, que podem interferir na medicdo da
lignina soluvel. A absorbancia em 280 nm corresponde a uma corre¢dao para os compostos de
furfural, enquanto que a absorbancia em 215 nm é uma medida da concentracdo de lignina

soltvel. Assim, a equacgao 5 é resultante da resolucdo simultanea das equagoes:

Azg(): 0,68 CD+ 18 CL Equa(;ﬁo 6
A5 =0,15Cp+ 70 Cp Equagao 7
Onde:

e Ay =valor da absorbancia a 280 nm
¢ A5 = valor da absorbancia a 215 nm
» Cp= concentragdo dos carboidratos (g.L™)

» (.= concentrac¢do da lignina soltvel (g.L™)

3.1.4 Conteudo de holocelulose

Holocelulose é o termo empregado para designar os carboidratos totais presentes em
uma célula vegetal. Ou seja, ela engloba os valores da celulose e dos demais carboidratos
presentes na hemicelulose (MORAIS et al., 2010). Assim, a holocelulose é produto da

deslignificacdo da biomassa lignocelulésica, onde resta um material constituido por celulose
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e hemiceluloses. Este processo de deslignificacdo foi realizado pelo método descrito por
Browning (BROWNING, 1967), em que utiliza o clorito de sédio (NaClO.) e esta baseado na
reacdo entre lignina e dioxido de cloro (ClO,), ion hipoclorito (CIO), produtos estes

formados em reagoes redox de clorito (C10%*), em meio acido segundo a equacéo 8:
8CIO,” + 6H" = 6 ClO, + ClIO™ + Cl ~ + 3H.0 Equacao 8

Inicialmente, uma massa de 5 g de substrato (FT) foi colocada em um erlenmeyer de
250 mL com 100 mL de agua destilada. O frasco foi levado ao banho-maria a 75°C e a ele
foram adicionados 2,0 mL de acido acético (CH3;COOH) e 3,0 g de NaClO.. O erlenmeyer foi
tampado para ndo ocorrer perdas de gas e foi mantido no banho por 1 hora. Apos esse
periodo, adicionou-se novamente 2,0 mL. de CH;COOH e 3,0 g de NaClO,. O processo foi
repetido por duas vezes. A mistura foi entdo resfriada a 10°C, filtrada em funil de vidro
sinterizado n°2, previamente seco e pesado. Em seguida, o filtrado foi lavado com agua
destilada a 5°C até que o residuo fibroso apresentasse coloracdo esbranquicada e o pH do
eluido fosse igual ao da agua utilizada na lavagem. O funil com o residuo fibroso foi entdo
seco em estufa a 105 + 3°C por 6 horas, resfriado em dessecador e pesado para quantificar o
rendimento da holocelulose. A equacdo 9 exemplifica o calculo do teor de holocelulose em

porcentagem (%):

MFH — MF N

VA 100 Equacgdo 9

Teor de holocelulose=

Onde:

* MFH = massa do funil somada a massa de holocelulose, ap6s a secagem em estufa
* MF = massa do funil limpo e seco

* MA = massa da amostra
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3.1.5 Teor de a-celulose

Segundo a norma TAPPI T203 cm-99 (2009), a-celulose é a celulose ndo degradada,
B-celulose é a celulose degradada e y-celulose representa, principalmente, hemiceluloses
(MORAIS et al., 2010). Experimentalmente, a a-celulose ndo se dissolve em solugcdes
alcalinas e pode ser determinada através da extracao sucessiva da holocelulose (preparada
pelo método do clorito acido com hidr6xido de potassio - KOH 5 e 24%), resultando em
valores que, se somados, representam a fracao de hemiceluloses, sendo que o residuo fibroso
apos as duas extracoes é designado a-celulose (BROWNING, 1967).

Assim, 3 g de holocelulose seca foram adicionados a um erlenmeyer de 250 mL, onde
adicionou-se 100 mL de solucdio de KOH 5% e fez-se uma atmosfera inerte pelo
borbulhamento de géas nitrogénio no frasco, por cinco minutos, a fim de evitar a oxidacdo da
celulose. O frasco foi tampado para preservar a atmosfera inerte e mantido em agitagcdo por
duas horas. A mistura foi filtrada em funil de vidro sinterizado n°2, lavada com 50 mL de
solucdo de KOH (5%) e, em seguida, com 100 mL de dgua destilada. O residuo fibroso retido
no funil foi transferido para o erlenmeyer e o procedimento de extracdo foi repetido
utilizando solucdo de KOH 24%. Para lavagem do residuo fibroso retido no funil, utilizou-se
25 mL de solucao de KOH 24%, 50 mL de agua destilada, 25 mL de CH;COOH 10% e
novamente 100 mL de agua destilada. Apés a extracdo dos componentes soliveis em
solucdes aquosas de KOH, o residuo fibroso foi lavado com agua destilada até que o filtrado
apresentasse pH neutro. Posteriormente, o residuo foi lavado com 50 mL de acetona, seco a
105 + 3°C por 6 horas e pesado. O conteudo de a-celulose foi determinado como a
porcentagem da massa de residuo em relacdo a massa inicial de amostra seca, levando em
consideracdo o rendimento calculado na obtencdo da holocelulose. A equacdo 10 exemplifica

o calculo do teor de a-celulose em porcentagem (%):

MFA—-MF
— = 7 E do 1
Teor de a —celulose VAL X 100 quagdo 10

Onde:

* MFA = massa do funil somada a massa de a-celulose, ap6s a secagem em estufa

* MF = massa do funil limpo e seco
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e MAH = massa da amostra

3.1.6 Conteudo de hemiceluloses

O conteudo de hemiceluloses foi determinado como a porcentagem da diferenca entre
os teores de holocelulose e a-celulose em relacdio a massa inicial de amostra seca,

considerando o rendimento calculado na obtencao da holocelulose.

3.1.7 Quantificacdo de celulose e hemiceluloses por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE)

Os teores de celulose e hemiceluloses em SB foram determinados pela técnica
cromatografica CLAE, onde os componentes analisados foram provenientes do filtrado
obtido na determinacdo de lignina Klason insolivel (item 3.1.3.1). Essa determinacao foi
realizada por meio da deteccdo dos seguintes compostos no hidrolisado: celobiose, glicose,
xilose, arabinose, acido formico, acido acético, 2-furfuraldeido (FF) e 5-hidroximetil-2-
furfuraldeido (HMF). Essas analises foram realizadas no Laboratério de Quimica
Tecnolégica e Ambiental, da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP), com a
colaboracgdo do Prof. Dr. Bruno Eduardo Lobo Baeta.

As analises dos respectivos acuicares foram realizadas em um cromatografo de fase
liquida de alta eficiéncia (CLAE), modelo SHIMADZU equipado com detector de indice de
refracdo (RID-6A SHIMADZU) e coluna Aminex HPX 87H (300 x 7,8 mm BIO-RAD). A
mistura eluente foi composta de H,SO4 0,005 mol/L e o fluxo no qual o eluente foi bombeado
para o sistema foi de 0,6 mL/min. A temperatura da coluna foi mantida em 45°C em um forno
modelo CTO-10A SHIMADZU.

As condicoes cromatograficas para determinacao dos acidos organicos, FF e HMF
foram iguais as utilizadas para determinacdo dos acticares, porém, com uma modificacdo em
relacdo ao tipo de detector utilizado para a quantificacdo dos compostos. Os acidos e aldeidos
foram detectados por um detector UV-Vis (SPD-10A SHIMADZU) operado em canal duplo,
sendo que, para a determinacdo de acidos, o comprimento de onda utilizado foi 210 nm e
para determinagao de FF e HMF, o comprimento de onda foi a 274 nm.

Apés a quantificacdo dos compostos, as massas de celobiose e glicose foram
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convertidas em quantidades de glicanas; as massas de xilose e arabinose em xilanas e
arabinanas, respectivamente, e a massa de CH3;COOH convertida em grupos acetila. Além
disso, os teores de HMF foram convertidos em glicanas e os de FF em xilanas,
multiplicando-se a quantidade de HMF e FF pelos fatores de hidrélise 1,286 e 1,375,
respectivamente. A conversao dos componentes do hidrolisado em celulose e hemiceluloses
foi realizada de acordo com as equagdes 11 e 12, em porcentagem (%) de celulose e

hemiceluloses, respectivamente (BAETA, 2016):
Equacao 11:

[(0195 Ccelobiose)+ (0’9 Cglicose)+(3:52Cdcidoférmico) +( 1,29 CHMF)+V(H20+HZSO4)]
m.

x100

Celulose =

Equacao 12:

[(0’88 Cxilose )+ (0’88 Carabinose) +( 1’375 Cfurfural)+V(H20+HZSO 4)]
m.

1

Hemiceluloses = x 100

3.1.8 Conteudo de proteinas

O farelo de trigo (FT) também foi analisado quanto ao teor de proteinas. Sabe-se que
um requisito importante na fermentacdao em estado sélido (FES) é a relacdo entre carbono e
nitrogénio no substrato e o farelo de trigo é geralmente bastante utilizado em FES em
combinagdo com outras fontes de carbono por ser um bom indutor de enzimas do sistema
celulolitico, devido ao seu alto teor de proteinas e consequentemente, ser considerado uma
boa fonte de nitrogénio (BABU e SATYANARAYANA, 1996; BRIJWANI et al., 2010;
CAMASSOLA e DILLON, 2007).

O contetdo de proteinas em FT foi determinado através do método de Kjeldahl
(KJELDAHL, 1883), que se baseia na determinacdo de nitrogénio total da amostra. Este
método € realizado em trés etapas, a digestdo, destilacdo e titulacdo. Na digestdo, a amostra
foi tratada a quente na presenca de H,SO,. O nitrogénio presente na amostra foi transformado

em ions amonio (NH4") e os compostos organicos convertidos em CO, e H,O. Uma mistura
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catalitica composta por sulfato de potassio (K,SO,) e sulfato de cobre (CuSO.) foi utilizada
para elevar o ponto de ebulicdo e acelerar a reacdo, respectivamente. A reacdo que ocorre na

digestdo esta esquematizada na equagao 13.

(CHNO)(S) + HzSO4(1) - COz(g) + SOz(g) + HzO(g)+ (NH4)2SO4 @p T HzSO4(1) Equagéo 13

Na destilacdo, basidificou-se a amostra com hidréxido de s6dio (NaOH) para a
destilacdo da amonia (NH3) formada, que foi arrastada pelo vapor no destilador de nitrogénio.
O gas amonia liberado foi recolhido em acido bérico (H3BOs), formando borato de amodnia
(NH4H>,BO3), como esquematizado na equacao 14. O sal formado (NH4H.BO:) foi entdo,
titulado com acido cloridrico (HCI) (Equacao 15).

No destilador: (NH4)2SO4 g T 2 NaOH(aq) — NaZSO4(aq) + 2NH3(aq) + 2H20(1)
No erlenmeryer: NH3g + B(OH)s o) + H' a9y = NHaag) + B(OH)4 g Equacao 14

NH.,H.,BO; + HCI - H3BO; + NH.Cl Equacdo 15

Para a digestao, 0,2 g de amostra foi pesada, embrulhada em papel manteiga e
colocada nos tubos. 1 grama de mistura catalitica, composta por sulfato de potéassio (K,SO.) e
sulfato de cobre (CuSQO,) foi adicionada em cada tubo. Cerca de 4 mL de H,SO, foram
adicionados aos tubos e mantidos na placa digestora por 10 horas, a 300°C. Apos esse
periodo, foram adicionados 8 mL de agua destilada, seguido de agitacdo. Os tubos foram
levados ao destilador, onde foram acrescidos de 15 mL de NaOH 50%. A reacdo ocorreu a
quente, e o NH4H,BO; gerado foi coletado em erlenmeyers de 125 mL, onde continham 20
mL de H;BO; e indicador misto, composto por vermelho de metila e verde de bromocresol. A
titulacdo de NH4H.BOs foi realizado com HCI 0,06 N.

O calculo para a determinagdo do teor de proteinas, em porcentagem, na amostra foi

realizado de acordo com a seguinte equagao:

NHCIX(VHCI_VB)Xch1X1,4 <F

Teor de proteinas= Equacdo 16

c
amostra

Onde:
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Nhc = normalidade do HCl

Vic = volume de HCI gasto na titulacdo

Vi = volume de HCI gasto na reacdo controle (branco)
fue = fator de correcdo do HCl

Pamosra = peso inicial da amostra

F.(farelo de trigo) = 5,75

3.1.9 Analise elementar das fontes de carbono e nitrogénio

As fontes de carbono SB e FT e as fontes de nitrogénio peptona e extrato de levedura
foram caracterizadas quanto a quantidade de carbono, hidrogénio e nitrogénio por Analise
Elementar. As porcentagens de carbono, hidrogénio e nitrogénio em sulfato de amonia
((NH4)2SO,) e ureia foram determinadas através de suas respectivas férmulas moleculares. A
técnica de Analise Elementar é baseada na combustdo de massas conhecidas de amostra, em
atmosfera de oxigénio puro e os gases resultantes dessa combustdo sdao quantificados em um
detector de condutividade térmica. Para essa caracterizacdo foram pesados cerca de 2 g de
cada amostra, onde foram quantificados em um Analisador Elementar PerkinElmer 2400
Series II CHNS/O Elemental Analyzer. As fontes de nitrogénio também foram caracterizadas

quanto ao pH das solugdes salinas contendo as respectivas fontes.

3.2 Microrganismos

A producdo de enzimas foi realizada por FES utilizando como inéculos os fungos A.
niger SCBM1 e A. fumigatus SCBM6 (ambos mesofilicos, com crescimento 6timo a 30°C).
Tais linhagens flingicas foram previamente isoladas de pilhas de bagaco de cana-de-acticar
(SCB) (Usina Alvorada, Arapora, MG), identificadas em nivel de espécie por sequenciamento
génico da regido ITS (Internal Transcribed Spacer) do RNA ribossomico (SANTOS et al.,
2015) e armazenadas em agua ultrapura (Milli-Q) estéril a temperatura ambiente, no
Laboratério de Microbiologia Ambiental, Universidade Federal de Uberlandia (LAMIC-
UFU). As linhagens A. niger SCBM1 e A. fumigatus SCBM6 foram também mantidas em

placas de Petri contendo meio agar Sabouraud estéril a 30°C.
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3.3 Preparo do substrato

Os substratos utilizados na FES foram sorgo biomassa - SB (variedade LE 299) e
farelo de trigo - FT (obtido de casas agropecuarias da cidade de Uberlandia, MG). Ambos os
substratos foram lavados em agua corrente para a retirada do amido residual presente e
posteriormente secos em estufa a 50°C. SB foi triturado para diminui¢do do tamanho da
particula até cerca de 5 mm de diametro. Ambos os substratos foram armazenados em

ambiente seco e temperatura ambiente para posterior utilizacdo.

3.4 Fermentacdo em estado sélido (FES)

3.4.1 Selecao do microrganismo

Trés etapas de experimentos foram realizadas. Na primeira etapa, foram realizadas
trés fermentacoes, utilizando como fonte de carbono sorgo biomassa - SB (LE 299) e farelo
de trigo (FT), na proporcao de 1:1 e sulfato de amonia ((NH4),SO.) 0,50% como fonte de
nitrogénio. Esta etapa teve por finalidade escolher o melhor in6culo microbiano para
producdo de celulases e hemicelulases.

Como in6culos, na fermentacdo 1 foi utilizado somente A. niger SCBM1 e na
fermentacdo 2 somente A. fumigatus SCBMS6. Na fermentacdo 3, cultivou-se ambas as
linhagens fungicas em associagdo (crescimento em co-cultivo ou consorcio microbiano). Os
microrganismos em crescimento na placa de Petri, apds atingirem um estdgio completamente
esporulado foram utilizados como indculos na FES. Para tanto, cinco discos miceliais de
aproximadamente 0,5 cm de diametro foram retirados do meio de cultura. Nas FES utilizando
0s microrganismos em co-cultivo, trés discos miceliais de cada linhagem foram inoculados.
Fermentacdes de 14 dias foram realizadas na primeira etapa de experimentos, enquanto

fermentacOes de 7 dias foram realizadas nas etapas 2 e 3.

3.4.2 Selecdo da fonte de nitrogénio

Selecionado o microrganismo, partiu-se para a realizacdo da segunda etapa de

experimentos, que consistiu em avaliar a melhor fonte de nitrogénio na concentracdo de
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0,5%, utilizando 5 g de SB como unica fonte de carbono. As fontes de nitrogénio utilizadas

foram (NH,).SOu, ureia, peptona e extrato de levedura, todas na concentracao de 0,5%.

3.4.3 Selecao da fonte de carbono

Na terceira etapa, foram realizadas fermentacGes variando as fontes de carbono (SB e
FT em diferentes proporcoes) e mantendo o in6culo e a fonte de nitrogénio selecionados nas
etapas anteriores. SB e FT foram utilizados nas proporgoes de 1:1, 1:2 e 2:1, respectivamente.
As FES foram conduzidas em frascos tipo erlenmeyer de 250 mL contendo 5 g de substrato
(SB e/ou FT) e 5 mL de solucao nutriente estéril (75% de umidade) contendo 0,5% da fonte
de nitrogénio, 0,3% de fosfato de potassio monobasico (KH.PO.), 0,05% de sulfato de
magnésio heptahidratado (MgS0..7H,0) e 0,05% de cloreto de calcio (CaCl,)(MORETTI et
al., 2012). Os frascos contendo o substrato e a solucdo nutriente estéril foram vedados e
esterilizados em autoclave a 121°C e 1 atm por 20 minutos. Cada frasco foi inoculado com
cinco discos miceliais de 0,5 cm de didmetro do in6culo microbiano escolhido na etapa 1 e o
volume final da solucao foi completado até 20 mL. (MORETTT et al., 2012). As fermentacoes

foram conduzidas em camara incubadora por 14 dias, a 30°C em duplicatas.

3.5 Extracao enzimatica

Para as fermentacGes em que foram utilizados como in6culos A. niger SCBM1 e A
fumigatus SCBM6 separadamente (fermentacdes 1 e 2), foram realizadas extracOes, para
obtencdo do extrato enzimatico bruto, a cada 48 horas. Para a FES em co-cultivo
(fermentacdo 3) a extracao foi realizada a cada 24 horas. Nas demais etapas, foram
empregadas extracoes a cada 24 horas.

Para a extracdo, 50 mL de agua destilada foram adicionados em cada frasco, seguido
de agitacdo manual por 5 minutos. Posteriormente, os frascos foram homogeneizados por 1
hora em agitador a 200 rpm a temperatura ambiente. As amostras foram filtradas em tecido
tipo vual e centrifugadas a 14534 rcf (10000 rpm) por 10 minutos. Os extratos foram
novamente filtrados em papel de filtro e estocados a -20°C. As dosagens enzimaticas foram
realizadas em duplicatas para cada extracao de cada frasco de fermentacdo, ou seja, foram

realizados quatro ensaios por dia de fermentacao.
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3.6 Dosagem de celulases

As celulases avaliadas foram [-glicosidase, carboximetilcelulase (endoglucanase) e
avicelase (exoglucanase). A atividade de B-glicosidase foi quantificada a 40°C utilizando uma
mistura de reacdo contendo 50 pL de extrato enzimatico bruto, 250 pL de solucdo tampdao
citrato 0,1 mol.L", pH 4,5 e 250 pL de p-nitrofenil B-D-glicopiranosideo 4 mM (PNPG,
Sigma) como substrato. A rea¢do ocorreu por 10 minutos e foi interrompida pela adi¢do de 2
mL de solucdo de carbonato de sédio (Na,COs;) 2 mol.L."". A concentracdo de p-nitrofenol
(pNP) liberado foi determinada por espectrofotometria a 410 nm. Uma unidade de atividade
enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 pmol de
pNP por minuto de reagao, a partir da curva padrao de pNP (BAFFI et al., 2011).

As atividades de carboximetilcelulase (CMCase) e avicelase (exoglucanase) foram
quantificadas pelo método do acido dinitrosalicilico (DNS), em que foi preparada uma
mistura de reacdo contendo 30 pL do extrato enzimatico, 270 pL de carboximetilcelulose
(CMC) ou avicel (Sigma-Aldrich), ambos a 1% (como substratos, respectivamente) em
tampdo citrato 0,1 mol.L"*, pH 4,5 (MILLER, 1959, com pequenas modificacdes). A reacdo
foi conduzida a 40°C por 10 minutos e foi interrompida pela adicao de 300 pL de DNS
(RODRIGUES et al., 2017). O volume final foi fervido por 10 minutos e acrescido de 2400
pL de agua destilada. A quantidade de glicose liberada foi medida por espectrofotometria no
comprimento de onda de 540 nm. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para liberar 1 pmol de glicose por minuto de reagao,
determinado a partir de curva padrdao de glicose. Os experimentos foram conduzidos em

duplicatas.

3.7 Dosagem de hemicelulases

As hemicelulases avaliadas foram xilanase e -xilosidase. A atividade de B-xilosidase
foi determinada pelo mesmo procedimento realizado para B-glicosidase, porém utilizando p-
nitrofenil B-D-xilopiranosideo (PNPX, Sigma) como substrato (dos SANTOS et al., 2015). A
atividade de xilanase foi quantificada pelo método do éacido dinitrosalicilico (DNS),
utilizando o mesmo método realizado para carboximetilcelulase e avicelase, porém,

utilizando xilana 1% (Sigma-Aldrich) como substrato (RODRIGUES et al., 2017).
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3.8 Dosagem de celulase total (FPase)

A atividade de celulases totais por unidades de papel de filtro (FPU) foi determinada
nos extratos a 50°C utilizando uma mistura de reacao contendo 1 mL de tampado citrato 0,05
mol.L", pH 4,8, 0,5 mL de extrato enzimatico e uma fita de papel de filtro de 1 cm de largura
por 6 cm de comprimento, pesando aproximadamente 50 mg (GHOSE, 1987). A reacdo
ocorreu por 60 minutos e apos esse periodo, foi interrompida pela adicao de 3 mL de DNS e
o volume final foi homogeneizado e levado ao banho de ebuli¢dao por 5 minutos. Em seguida,
os tubos contendo as amostras foram levados ao banho de gelo e adicionados de 20 mL de
agua destilada e homogeneizados. Apés 20 minutos, o papel de filtro foi macerado com

bastdo de vidro. A quantidade de glicose liberada foi medida a 540 nm.
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4 Resultados e discussao

4.1 Caracterizacdo quimica das fontes de carbono

A caracterizacao quimica da biomassa oferece informacoes a respeito da composicao
em celulose, hemiceluloses e lignina na parede celular. Sabe-se que as enzimas hidroliticas
tém natureza indutivel, sendo fortemente influenciadas pelos constituintes do meio, ou seja,
pelas fontes de carbono (CHINEDU et al., 2008; TIWARI et al., 2015). Tais enzimas sao
induzidas por seus substratos e a celulose foi reconhecida como o melhor indutor para o
complexo de celulases (JUN et al., 2013; RYU e MANDELS, 1980). Assim, o conhecimento
da natureza do material lignocelul6sico, bem como a composicdo da biomassa é de extremo
interesse para direcionar na escolha da fonte de carbono, de forma a induzir a producao de
enzimas hemi- e celuloliticas. Os valores obtidos apos a caracterizagdo de ambas as fontes de
carbono (sorgo biomassa - SB e farelo de trigo - FT) estdo apresentados na Tabela 1 (teores

de umidade, cinzas, proteinas, carbono, nitrogénio, celulose, hemiceluloses e lignina).

Tabela 1- Composicdao quimica das fontes de carbono.

Componentes Composicao %

SB FT

Teor de Umidade 3,75 9,4
Cinzas 4,10 1,76
Proteinas - 18,0
Carbono 42.63 4511
Nitrogénio 0,84 3,69
Celulose 39,80 25,41
Hemiceluloses 24,94 26,95
Lignina Klason 21,72 25,77

Fonte: a autora.

Os resultados obtidos na caracterizacdo quimica indicam que sorgo biomassa (SB)
apresentou 39,80% de celulose, 24,94% de hemiceluloses e 21,72% de lignina na composi¢ao
de sua parede celular, sugerindo ser um substrato bastante promissor para a producdo de

celulases. O farelo de trigo (FT) apresentou quantidades equivalentes de celulose (25,41%) e
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hemiceluloses (26,95%) e 18,0% em proteinas. Ambas as fontes de carbono apresentaram
teores equivalentes e elevados de carbono e podem ser consideradas boas fontes indutoras

para o crescimento e desenvolvimento celular de microrganismos.

4.2 Caracterizacao quimica das fontes de nitrogénio

Valores muito elevados ou muito baixos de pH podem causar instabilidade nas
enzimas, alterando a sua atividade. Essa instabilidade é devido ao fato de que essas proteinas
podem sofrer desnaturacdo em pHs extremos com consequente alteracdao da sua conformacao,
devido as alteracGes das cargas dos respectivos residuos de aminoacidos que as constituem
(ABUBAKAR e OLOYEDE, 2013). Todas as fontes de nitrogénio apresentaram carater
acido, com valores de pH entre 5,0 e 6,0 (Tabela 2). Mrudula e Murugammal (2011)
realizaram estudo com A. niger em substrato de residuos de coco e obtiveram maximas
producoes de CMCase e FPase em pH de 5,0 — 6,0. Abubakar e Oloyede (2013), em seu
trabalho de producdo de celulases por A. niger com casca de laranja, farelo de arroz e
carboximetilcelulose como substratos e (NH4),SO, e de extrato de levedura como fontes de
nitrogénio, obtiveram atividades maximas em pH 3,0 com farelo de arroz e pH 4,0 em casca
de laranja e CMC como substratos. Tiwari et al. (2015), em estudos com A. niger SH3 para
producao de endoglucanase, FPase, [3-glicosidase e xilanase em substrato de palha de trigo e
farelo de trigo, demonstraram que este microrganismo também apresentou uma producao de
enzimas aumentada em pHs dcidos, e suas respectivas atividades comegaram a sofrer uma
queda a partir de pH 6,0. Com base nesses dados, concluiu-se que a faixa de pH utilizada no
presente trabalho encontra-se adequada para a producdo de enzimas hemi- e celuloliticas

pelos microrganismos estudados.

Tabela 2 - Valores de pH das solucdes salinas contendo as fontes de nitrogénio.

Fonte de nitrogénio na solucao salina pH
(NHL,);SO, 5,00

Ureia 6,01

Peptona 6,05

Extrato de levedura 5,68

Fonte: a autora.
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Os resultados quanto a composicao quimica das fontes de nitrogénio indicaram que
(NH4).SO4 e ureia apresentaram maiores quantidades de nitrogénio em sua composicdo
molecular do que peptona e extrato de levedura (Tabela 3). Os fungos sdo capazes de utilizar
ions amonio do (NH4),SO. e assimilar na forma de glutamato e glutamina. A ureia é
degradada em amonia, que é utilizada para sintetizar novos compostos nitrogenados
(ESPOSITO e AZEVEDO, 2004). A peptona é derivada de leite, carne animal ou soja que sao
digeridas por enzimas proteoliticas que contém pequenos peptideos, gorduras, metais, sais,
vitaminas e outros compostos bioldgicos. Ela é amplamente utilizada como fator de
crescimento para fungos. O extrato de levedura, por sua vez, é um extrato soltivel em agua de
células de levedura autolisadas, composto por aminoacidos, peptideos, vitaminas, sais
inorganicos e carbono (LI et al, 2017).

Apesar da menor porcentagem de nitrogénio encontrada, peptona e extrato de
levedura oferecem fatores de crescimento adicionais as fontes, como vitaminas e sais
minerais, aminoacidos e peptideos. Alguns estudos tém sugerido que peptona e extrato de
levedura sao melhores indutores na producdo de enzimas do que outras fontes (AKHILESH
et al., 2010; DONG et al., 2005; JUWON e EMMANUEL, 2012; SASI et al., 2010; VAHIDI
et al., 2004). Esses dados indicam que, nestas fontes de nitrogénio complexas, durante o
crescimento e a producdo de enzimas, os fungos hidrolisam o nitrogénio organico liberando
seu componente mineral e outros fatores de crescimento, em componentes que podem ser
facilmente incorporados no metabolismo celular (JUWON e EMMANUEL, 2012). Além
disso, a presenca de sais minerais, vitaminas e hidrolisados de proteinas podem favorecer o
crescimento celular de fungos gerando, consequentemente, maior producdo enzimatica pelos
microrganismos suplementados por estas fontes nitrogenadas complexas (ALTERTHUMM,

2001).

Tabela 3 - Composicdao em carbono, hidrogénio e nitrogénio das fontes de nitrogénio.

Amostra Carbono (%) Hidrogénio (%) Nitrogénio (%)
(NH,):SO, - 3,02 21,18
Ureia 19,98 6,66 46,62
Peptona 41,75 6,99 13,32
Extrato de levedura 38,36 6,72 10,78

Fonte: a autora.
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4.3 Producao de enzimas por Fermentacdao em Estado Sdlido

4.3.1 Selecao do microrganismo

Nesta etapa, a producao de celulases e hemicelulases em funcdo do tempo foi avaliada
por 14 dias, nas trés fermentacdes. Nas fermentacdes 1 e 2, fez-se extracdo enzimatica a cada
48 horas, enquanto na fermentacao 3, a extracdo foi realizada a cada 24 horas.

Foram realizadas dosagens enzimaéticas para as celulases (3-glicosidase, avicelase e
carboximetilcelulase e para as hemicelulases [-xilosidase e xilanase. Para (-glicosidase, a
maior producdo foi observada na Fermentacao 1, na qual A. niger SCBM1 foi utilizado como
inéculo, com valores de atividades muito proximos entre 96 e 192 horas de fermentacdo e
pico (50,06 U/g) em 192 horas de cultivo (Figura 14). Para [-xilosidase, observou-se maior
producdo enzimatica (145,75 U/g) na fermentacdo em consorcio (fermentagao 3), em 168
horas de cultivo (Figura 15). Niveis proximos dessa enzima (121,0 U/g) foram obtidos
quando A. niger SCBM1 foi empregado como in6culo (fermentacao 1), porém em um tempo
mais curto de cultivo (96 horas de fermentacdo) (Figura 17). Para xilanase, o pico de
producdao (137,80 U/g) também foi observado na FES utilizando ambos os fungos
consorciados em 312 horas de fermentacdao (Figura 16). Para avicelase (exoglucanase), a
maior producdo foi observada na Fermentacdo 2, na qual A. fumigatus SCBM6 foi utilizado
como indculo, com pico de producdo (15,69 U/g) em 192 horas (Figura 17). Para CMCase
(endoglucanase), a producdo maxima foi observada na FES em co-cultivo de ambas as

linhagens (Fermentacgdo 3), com 66,88 U/g em 312 horas de fermentacao (Figura 18).
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Figura 14 - Producdo de B-glicosidase por A. niger SCBM1, A. fumigatus SCBM6 e co-cultivo
por FES. Os resultados sao valores médios de experimentos realizados em duplicatas e p<0,05.
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Fonte: a autora.

Figura 15 - Producdo de -xilosidase por A. niger SCBM1, A. fumigatus SCBMS6 e co-cultivo por
FES. Os resultados sao valores médios de experimentos realizados em duplicatas e p<0,05.
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Figura 16 - Producdo de xilanase por A. niger SCBM1, A. fumigatus SCBMS6 e co-cultivo por
FES. Os resultados sdo valores médios de experimentos realizados em duplicatas e p<0,05.
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Figura 17 - Producdo de avicelase por A. niger SCBM1, A. fumigatus SCBM6 e co-cultivo por
FES. Os resultados sdo valores médios de experimentos realizados em duplicatas e p<0,05.
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Figura 18 - Producdo de CMCase por A. niger SCBM1, A. fumigatus SCBM6 e co-cultivo por
FES. Os resultados sao valores médios de experimentos realizados em duplicatas e p<0,05.
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Fonte: a autora.

Os resultados obtidos indicam que as fermentagdes utilizando A. niger SCBM1 e A.
fumigatus SCBM6 em co-cultivo produziram niveis mais elevados da maioria das enzimas
analisadas, porém, somente apds 7 dias de fermentacdo (Tabela 4). O tempo de producao de
enzimas é um fator de grande importancia economica quando se analisa sua producdo em
grande escala voltada para a comercializacdo das mesmas. Um maior tempo de producdo de
enzimas implica em maior gasto com energia para manter a fermentacdo, além do maior
prazo necessario para disponibilizar o produto final para comercializacao.

Dessa forma, analisando-se a producdo de todas as enzimas nos tempos gastos para
sua producdo maxima, em cada microrganismo, observamos que A. niger SBCM1 produziu
maiores niveis da maior parte das enzimas em um periodo de até 168 horas (7 dias de
fermentacdo) (Tabela 5). Além disso, A. niger SCBM1 produziu maior quantidade de [3-
glicosidase em 144 e 192 horas de fermentacao (49,06 e 50,06 U/g de atividade enzimatica,
respectivamente). A -glicosidase é uma celulase que age hidrolisando a celobiose em glicose
livre. Sua presenca no meio é de grande importancia para evitar o excesso de celobiose, que
atua como inibidor competitivo de exoglucanases, limitando sua atividade na degradacao de

celulose. Dessa forma, A. niger SCBM1 foi o microrganismo escolhido para a etapa seguinte
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para selecao da melhor fonte de nitrogénio e associagoes entre fontes de carbono na produgao
de enzimas, tanto pela elevada producdo de [-glicosidase, bem como a boa producdo das
demais enzimas analisadas em um menor periodo de cultivo quando comparado as FES
utilizando A. fumigatus ou co-cultivo de ambos como indculos. Esta linhagem foi entdo
submetida a novos experimentos de FES utilizando apenas sorgo biomassa (SB) como fonte

de carbono e variando-se as fontes de nitrogénio.

Tabela 4 - Atividades maximas de celulases e hemicelulases encontradas (em U/g) no
presente trabalho, pelo cultivo dos fungos em sorgo biomassa (SB) e farelo de trigo (FT) e
(NH4).SO, como fonte de nitrogénio, considerando o tempo total.

Microrganis Fonte de  Fonte de B- B-xilosidase  Xilanase CMCase  Avicelase
mo carbono  nitrogénio glicosidase

Aspergillus  SB + FT (NH4).SO4 50,06 132,02 91,89 24,73 9,58
niger (1:1) 192 h 240 h 240 h 48 h 144 h

SCBM1
Aspergillus ~ SB +FT  (NH,),SO, 17,35 4,34 31,41 27,43 15,69
fumigatus (1:1) 96 h 192 h 48 h 96 h 192 h

SCBM6
Co-cultive SB+FT (NH,),SO, 31,54 145,75 137,80 66,88 10,98
(1:1) 168 h 168 h 312 h 312 h 48 h

Fonte: a autora.

Tabela 5 - Atividades maximas de celulases e hemicelulases encontradas (em U/g) em seus
respectivos tempos de fermentacao, até 168 horas (7 dias).

Microrganismo  B-glicosidase B-xilosidase Xilanase CMCase Avicelase
Aspergillus 49,06 121,14 75,8 24,73 9,58
niger SCBM1 144 h 96 h 48 h 48 h 144 h
Aspergillus 17,35 2,20 31,41 27,43 14,24
fumigatus 96 h 96h 48 h 96 h 48 h

SCBM6
Co-cultivo 31,54 145,75 55,65 27,62 10,98
168 h 168 h 168 h 24h 48 h

Fonte: a autora.
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4.3.2 Selecao da fonte de nitrogénio

Nesta etapa, a maior producao de [3-glicosidase por A. niger SCBM1 ocorreu quando
peptona foi utilizada como fonte de nitrogénio, com pico de atividade (63,61 U/g) em 168
horas de fermentacdo (Figura 19). No entanto, valores proximos de atividade foram também
obtidos na FES utilizando extrato de levedura ap6s 72 horas de cultivo (Figura 19). Para (3-
xilosidase, as melhores produ¢des foram obtidas nas FES utilizando peptona e extrato de
levedura, entre 120 — 144 e 168 horas de cultivo, (63,61, 64,88 e 63,95 U/g), respectivamente
(Figura 20). As maiores taxas de atividade xilanasica também foram observadas em 72 horas
na fermentacdo, utilizando peptona (300,07 U/g) e em 96 horas, na fermentacdo utilizando
extrato de levedura, com pico de producdo de 327,37 U/g (Figura 21). Porém, a producdo de
xilanase foi bastante similar entre 48 — 96 horas de cultivo em peptona (Figura 21). A
producao de avicelase s6 foi observada na Fermentagdo 6 utilizando peptona como fonte de
nitrogénio, com alta atividade mantendo-se em torno de 30 U/g entre 48 a 120 horas de
fermentacdo (Figura 22). Para CMCase, as fermentacOes utilizando peptona e extrato de
levedura, mais uma vez apresentaram os melhores resultados, com atividades maximas

(41,47 e 43,52 U/g) em 120 e em 168 horas, respectivamente (Figura 23).

Figura 19 - Producao de -glicosidase por A. niger SCBM1, por FES em sorgo biomassa como
fonte de carbono e em variaveis fontes de nitrogénio. Os resultados sdo valores médios de
experimentos realizados em duplicatas e p<0,05.
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Figura 20 - Producdo de -xilosidase por A. niger SCBM1, por FES em sorgo biomassa como
fonte de carbono e em variaveis fontes de nitrogénio. Os resultados sdao valores médios de
experimentos realizados em duplicatas e p<0,05.
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Figura 21 - Produgdo de xilanase por A. niger SCBM1, por FES em sorgo biomassa como fonte de
carbono e em variaveis fontes de nitrogénio. Os resultados sao valores médios de experimentos
realizados em duplicatas e p<0,05.
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Figura 22 - Producdo de avicelase por A. niger SCBM1, por FES em sorgo biomassa como fonte de
carbono e em variaveis fontes de nitrogénio. Os resultados sao valores médios de experimentos
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Figura 23 - Produgdo de CMCase por A. niger SCBM1, por FES em sorgo biomassa como fonte de
carbono e em variaveis fontes de nitrogénio. Os resultados sao valores médios de experimentos
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realizados em duplicatas e p<0,05.
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Os resultados obtidos mostraram que ensaios utilizando peptona e extrato de levedura
como fontes de nitrogénio foram os que mais induziram a producdo de todas as enzimas
analisadas. Porém, somente na fermentacao utilizando peptona houve producao significativa
de avicelase (30,64 U/g), o que justificou a escolha dessa fonte de nitrogénio para a etapa
posterior (escolha da melhor fonte de carbono).

Até o momento, ndo existem estudos na literatura utilizando sorgo biomassa como
fonte de carbono para a producdo de enzimas. Porém, existem autores pesquisando a
influéncia das diferentes fontes de nitrogénio na producdo de enzimas, com outras fontes de
carbono como substratos. Sharma et al. (2015) estudaram a producdo de enzimas por A. niger
HN-1 por FES, usando residuos de ervilha como fonte de carbono. Em seu trabalho, esses
autores avaliaram trés diferentes solucdes na producdo de enzimas: dgua destilada, solucao
mineral (na qual continha ureia como fonte de nitrogénio) e meio Mandel Weber, que
continha sulfato de amonia e peptona como fontes de nitrogénio. Os resultados demonstraram
que o meio Mandel Weber foi o que melhor induziu a producdo de (3-glicosidase, com cerca
de 270 U/g de atividade enzimatica. Pandey et al. (2016) avaliaram a producao de celulases e
xilanase por Rhizopus oryzae SN5 por FES variando parametros como substrato, tamanho do
inéculo, fonte de nitrogénio, pH e temperatura. Em seus resultados, utilizando palha de sorgo
como fonte de carbono e cloreto de amonio (NH4Cl) como fonte de nitrogénio, esses autores
relataram uma producdo maxima de xilanase de 226,2 U/g. No presente trabalho, o pico de
producdo para [(-glicosidase foi 63,61 U/g, em meio suplementado com peptona. Para
xilanase, as melhores atividades alcancadas foram em meio suplementado com peptona
(300,07 U/g) e com extrato de levedura (327,37 U/g). Esses resultados indicaram que o sorgo
biomassa associado a peptona como fonte de nitrogénio induziu melhor a producdo de
xilanase do que a palha de sorgo.

De acordo com os resultados obtidos na caracterizacdao das fontes de nitrogénio
(Tabela 3), pode-se notar que as fontes de nitrogénio organicas apresentam em sua
composicdo menor teor de nitrogénio, porém, foram as que mais induziram producdo de
celulases e hemicelulases. Conforme citado anteriormente, isso se deve a presenca de sais
minerais, vitaminas e hidrolisados de proteinas em suas composi¢es, o que favorece o
crescimento celular e a maior indugdo na producdo de enzimas nas fermenta¢des conduzidas
com peptona e extrato de levedura (ALTERTHUMM, 2001).

Kachlishvili et al. (2006) avaliaram o efeito das fontes de nitrogénio inorganicas e

organicas em espécies de fungos de podriddo branca e seus resultados mostraram que a
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adicdo de peptona no meio estimulou o crescimento dos fungos e a producdo de enzimas.
Segundo esses autores, o efeito estimulante da peptona adicional sobre a inducdo de enzimas
pode ser devido a producdo de biomassa. Ilmén et al. (1997) também avaliaram a producao
de celulases por Trichoderma reesei em meio suplementado com peptona e também
sugeriram que seu efeito positivo no aumento da producdo pode estar associado ao melhor
crescimento do fungo com subsequente aumento nos niveis de celulases.

Ap6s a escolha da melhor fonte de nitrogénio, a atividade de celulase total, medida
em atividade de papel de filtro (FPase) também foi determinada na fermentacdo onde se
utilizou apenas SB e peptona como fontes de carbono e nitrogénio, respectivamente. A
atividade de celulase total foi quantificada somente nesta fermentacdao, pois esta foi
considerada a melhor condicao de producao de celulases e hemicelulases como um todo e por
isso foi a condicdo escolhida para estudos futuros de hidrolise enzimatica, onde é necessario
o conhecimento da medida em termos de FPase (PEREIRA et al., 2016). Nessa anélise,

obteve-se atividade maxima em 144 horas de fermentagdo, com 2,11 FPU/g (Figura 24).

Figura 24 - Atividade de FPase por FES por A. niger SCBM1 utilizando sorgo biomassa
como fonte de carbono e peptona como fonte de nitrogénio. Os resultados sdo valores
médios de experimentos realizados em duplicatas e p<0,05.
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Fonte: a autora.
Em comparacdo com outros estudos utilizando outras fontes de carbono, a producao
de FPase neste trabalho utilizando SB ndo foi muito significativa. Bansal et al. (2012)

realizaram experimentos de FES com varios tipos de residuos agricolas e domésticos,
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utilizando a linhagem A. niger NS — 2, sem suplementacdao com fonte de nitrogénio e
obtiveram maxima producdo de FPase em FES conduzida com farelo de trigo como fonte de
carbono (16,8 U/g). Ang et al. (2013) em seu trabalho em que a linhagem A. fumigatus SK1
foi cultivada em dendezeiro para a produgdo de enzimas, encontraram maxima atividade de
FPase de 3,36 U/g. Sharma et al. (2015) realizaram FES cultivando A. niger HN — 1 em
residuos de ervilha em variaveis fontes de nitrogénio e encontrou atividade méaxima de FPase

de 34,67 FPU/g, em substrato suplementado com sulfato de amoénia e peptona.

4.3.3 Selecdo da fonte de carbono

Nesta etapa, a melhor producdao de [-glicosidase ocorreu em 120 horas, na
fermentacdo utilizando FT e SB na propor¢do de 1:2 (Fermentagdo 10), com atividade de
82,01 U/g (Figura 25). A melhor producdo de -xilosidase ocorreu em 96 horas (91,40 U/g)
na Fermentacdo 9, em que se utilizou FT e SB na proporcdo de 1:1 (Figura 26). A producdo
de xilanase ocorreu de forma semelhante nas quatro fermentacdes e as melhores producdes
foram observadas entre 72 e 96 horas de FES (59,23 e 59,35 U/g) utilizando-se somente FT
ou FT/SB 1:1 (Fermentacoes 8 e 9), respectivamente (Figura 27). Neste estudo, nenhuma
fonte de carbono estudada induziu a producao de avicelase (exoglucanase). Para a producdo
de CMCase (endoglucanase), o melhor resultado (29,89 U/g) foi observado na Fermentacdo

9, com FT e SB (1:1) como fontes de carbono, em 72 horas de fermentacdo (Figura 28).
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Figura 25 - Producao de -glicosidase por A. niger SCBM1, por FES em variaveis fontes de carbono e
peptona como fonte de nitrogénio. Os resultados sao valores médios de experimentos realizados em
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duplicatas e p<0,05.
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Figura 26 - Producdo de [3-xilosidase por A. niger SCBM1, por FES em variaveis fontes de carbono
e peptona como fonte de nitrogénio. Os resultados sdo valores médios de experimentos realizados
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em duplicatas e p<0,05.
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Figura 27 - Producao de xilanase por A. niger SCBM1, por FES em variaveis fontes de carbono e
peptona como fonte de nitrogénio. Os resultados sao valores médios de experimentos realizados em
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duplicatas e p<0,05.
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Figura 28 - Producdo de CMCase por A. niger SCBM1, por FES em variaveis fontes de carbono e
peptona como fonte de nitrogénio. Os resultados sdo valores médios de experimentos realizados em
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duplicatas e p<0,05.
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De forma geral, nesta etapa de experimentos, a melhor condicdo testada na producdo
enzimatica foi observada quando SB e FT foram utilizados como substratos na proporcao de
1:1 (Fermentacgdo 9). Nesta condicdo, a producdo da maior parte das enzimas foi superior em
comparagao as demais, exceto para [-glicosidase, cuja producdo maxima foi obtida quando
SB e FT foram utilizados na proporcdo de 2:1 (Fermentacao 10), sugerindo ainda que o sorgo

biomassa possui efeito positivo e indutor na producdo de (3-glicosidase (Tabela 6).

Tabela 6 - Maximas producoes enzimaticas (em U/g) encontradas nas fermenta¢des em que
as proporcoes entre as fontes de carbono foram testadas (SB: sorgo biomassa; FT: farelo de
trigo). A. niger SCBM1 foi utilizado como in6culo e peptona 0,5% como fonte de nitrogénio
em todas as fermentacdes.

Microrganismo Fonte de Fonte de B-glicosidase B-xilosidase Xilanase = CMCase
carbono nitrogénio

A. niger SCBM1 FT Peptona 0,5% 45,23 67,03 59,23 19,42

A. niger SCBM1 SBeFT (1:1)  Peptona 0,5% 65,09 91,40 59,35 29,89

A. niger SCBM1 SBeFT (2:1) Peptona 0,5% 82,01 80,71 55,71 13,35

A. niger SCBM1 SBeFT (1:2) Peptona 0,5% 55,13 76,83 52,39 13,01

Fonte: a autora.

Bansal et al. (2011) avaliaram a producdo de enzimas por A. niger NS-2 por FES
utilizando farelo de trigo como fonte de carbono, sem suplementacdo do meio com fonte de
nitrogénio e obtiveram 30,0 U/g de atividade de [-glicosidase, 333,0 U/g de CMCase
(endoglucanase), e 1679 U/g de xilanase. Bansal et al. (2012) também realizam producdo de
celulases por A. niger NS-2 em FES utilizando vérios residuos agricolas e domésticos como
fontes de carbono, porém, sem a suplementacdo exdgena com fontes de nitrogénio. Para [3-
glicosidase, a melhor producdo foi em FT, com 33,0 U/g, em compara¢ao com os 45,23 U/g
obtidos neste estudo, com o mesmo substrato suplementado com peptona como fonte de
nitrogénio. Para CMCase (endoglucanase), esses autores obtiveram 310,6 U/g, em contraste
com 19,42 U/g obtidos neste estudo utilizando FT como substrato para producdo de enzimas.

Comparando-se todos os resultados obtidos pelo cultivo de A. niger SBCM1, variando
as fontes de carbono e nitrogénio, fez-se a analise da melhor condicdo de substrato para
producdo de cada enzima. Para B-glicosidase, a melhor condicdo de producdo foi em
substrato de FT e SB na proporcdo de 1:2 suplementado com peptona, na qual obteve um
pico maximo de producdo de 82,01 U/g em 120 horas. Para [-xilosidase, os melhores

substratos foram FT e SB na proporcdo de 1:1 suplementado com peptona, com atividade
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maxima de 91,40 U/g em 120 horas. Para xilanase, as melhores condi¢des para producao
enzimatica foram SB com peptona ou extrato de levedura como fonte de nitrogénio (300,07 e
327,37 U/g em 72 e 96 horas, respectivamente). Para avicelase (exoglucanase), a melhor
condicdo de producdo foi em FES conduzida com SB suplementado com peptona, com
atividade mantendo-se em torno de 30 U/g. Para CMCase (endoglucanase), o meio contendo
SB suplementado com extrato de levedura ou peptona foi mais eficiente na inducdo da
producdo desta enzima (Tabela 7).

Comparando-se ainda esses resultados com os dados obtidos na primeira etapa de
experimentos, foi possivel concluir que as fermenta¢cdes empregando-se A. niger SCBM1 ou
em co-cultivo dessa linhagem com A. fumigatus SCBM6 foram mais favoraveis para a
producdo das hemicelulases (-xilosidase e xilanase em FT associado a SB na propor¢ao 1:1,
em meio suplementado com sulfato de amo6nia do que no mesmo substrato suplementado
com peptona. Porém, para as celulases -glicosidase e carboximetilcelulase, a FES contendo
SB e FT (1:1) suplementados com peptona induziu mais a producdo dessas enzimas do que

no mesmo substrato suplementado com sulfato de aménia (Tabela 7).
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Tabela 7- Sintese de todas as atividades enzimaticas maximas encontradas (em U/g) no
presente estudo. Destaque em negrito: maiores valores de atividades enzimaticas
encontrados. Linha destacada: condicao de fermentacao selecionada.

Microrganismo  Fonte de Fontede  B-glicosidase [-xilosidase Xilanase CMCase Avicelase
carbono nitrogénio
Aspergillus niger ~ Sorgo + Sulfato de 50,06 132,02 91,89 24,73 9,58
SCBM1 farelo de  amoénia 0,5%
trigo 1:1
Aspergillus Sorgo + Sulfato de 17,35 3,71 31,41 27,46 15,69
fumigatus farelode  aménia 0,5%
SCBM6 trigo 1:1
Co-cultivo Sorgo + Sulfato de 31,54 145,75 137,80 66,38 10,98
farelode  amoénia 0,5%
trigo 1:1
Aspergillus niger Sorgo Sulfato de 36,77 23,66 41,02 30,0 -
SCBM1 biomassa  amonia 0,5%
Aspergillus niger Sorgo Ureia 0,5% 40,51 27,91 34,97 39,41 4,67
SCBM1 biomassa
Aspergillus niger Sorgo Peptona 63,61 64,88 300,07 41,47 30,64
SCBM1 biomassa 0,5%
Aspergillus niger Sorgo Extrato de 55,26 63,95 327,37 43,52 -
SCBM1 biomassa levedura
0,5%
Aspergillus niger  Farelo de Peptona 45,23 67,03 59,23 19,42 -
SCBM1 trigo 0,5%
Aspergillus niger ~ Sorgo + Peptona 65,09 91,40 59,35 29,89 -
SCBM1 farelo de 0,5%
trigo 1:1
Aspergillus niger ~ Sorgo + Peptona 82,01 80,71 55,38 13,35 -
SCBM1 farelo de 0,5%
trigo 2:1
Aspergillus niger ~ Sorgo + Peptona 55,13 76,83 52,39 13,01 -
SCBM1 farelo de 0,5%
trigo 1:2

Fonte: a autora.

Kachlishvili et al. (2005) também obtiveram perfis diferentes de producdao de CMCase
em diferentes combinacdes de fontes de carbono e nitrogénio. Em seu trabalho, a peptona foi
a fonte de nitrogénio mais adequada para producdo de CMCase quando Pleurotus dryinus foi
cultivado em folhas de faia, enquanto sulfato de amonia foi a melhor fonte de nitrogénio
quando foi aplicada palha de trigo como substrato. Isso sugere que determinadas fontes de
nitrogénio podem ter efeitos interativos com certos substratos lignoceluldsicos, podendo
estimular a producao de celulases e hemicelulases de formas diferentes (YOON et al., 2014).
Dessa forma, é fundamental se avaliar a combinacdo entre espécie de fungo, a fonte de

nitrogénio e a fonte de carbono para a producao dessas enzimas.
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4.3.4 Condicdo otima para producao de celulases e hemicelulases por

Aspergillus niger SCBM1

Apoés a analise das fermentagOes realizadas, a melhor condicdo de fermentacdo
selecionada para a producdo de todas as enzimas avaliadas, foi a FES em que utilizou-se A.
niger SCBM1 como inéculo e sorgo biomassa (SB) suplementado com peptona como fontes
de carbono e nitrogénio, respectivamente. Apesar da melhor producdo de [B-glicosidase ter
sido observada na FES utilizando SB associado a farelo de trigo (FT) na producao 1:2 (82,01
U/g), nessa condicdo de fermentacao, as outras enzimas apresentaram sua producdo reduzida.
Além disso, em tal condi¢do nao foi possivel produzir avicelase (exoglucanase) (Tabela 7).

Analisando-se os resultados da caracterizacdao de SB e FT, foi possivel observar que
SB apresentou em sua estrutura celular, maior concentracao de celulose (39,8%) do que
hemiceluloses (24,94%) e lignina (21,72%), assemelhando-se em composi¢do ao bagaco de

cana (CANILHA et al., 2012) (Tabela 8).

Tabela 8 - Comparagdo da composicdo quimica de sorgo biomassa (SB) e bagaco de cana-de-

acucar (BCQ).
Componentes Composicao %
SB BCC (CANILHA et al., 2012)
Celulose 39,80 38,4-45,5
Hemiceluloses 24,94 22,7-27.0
Lignina Klason 21,72 19,1-32,4

Fonte: a autora.

Rodrigues (2016) também realizou a caracterizacao do bagaco de cana-de-acticar em
seu trabalho e obteve 54,36% de celulose, 13,52% de hemiceluloses e 26,14% de lignina
neste substrato (Tabela 9). Essa autora também avaliou a producdo enzimatica por FES pela
linhagem A. niger SCBM1, porém, utilizando bagaco de cana e farelo de trigo (1:1),
suplementados com sulfato de aménio. Apesar da porcentagem de celulose encontrada no
bagaco de cana-de-agucar (54,36%) ser superior a encontrada no sorgo biomassa (39,80%),
nossos resultados indicam que SB foi um melhor indutor de -glicosidase, além de também

ter induzido a producdo de endo e exoglucanases, enzimas nao produzidas no trabalho de



74

Rodrigues (2016). Uma explicacdo pode estar no fato de o bagaco de cana apresentar maior
teor de lignina (26,14%) que o sorgo biomassa (21,72%), o que pode ter interferido
negativamente na inducdo de celulases.

Santos et al. (2015), que também investigaram a producdo de enzimas por A. niger
SBCM3 nas mesmas condi¢does de Rodrigues (2016), obtiveram menores producdes de [(3-
glicosidase (43,02 U/g e 54 U/g respectivamente) quando comparado aos experimentos com
SB associado a peptona e SB e FT (2:1) associado a peptona (63,61 U/g e 82,01 U/g
respectivamente) realizados no presente trabalho (Tabela 9). Além disso, notou-se ainda que
na FES com sulfato de amonio e SB obteve-se uma menor producdo de (3-glicosidase (36,77
U/g) (Tabela 7), sugerindo que a fonte de nitrogénio peptona em associacdo a fonte de
carbono, neste caso, potencializou a producao desta enzima.

Para a (-xilosidase, dos Santos et al. (2015) e Rodrigues (2016) obtiveram produgdes
superiores desta enzima (73 U/g e 78 U/g respectivamente) as encontradas nos experimentos
utilizando somente SB e fontes organicas de nitrogénio e somente FT e peptona (64,88 U/g
para SB e peptona, 63,95 U/g para SB e extrato de levedura e 67,03 U/g para FT e peptona)
realizados no presente trabalho (Tabelas 7 e 9). Porém, quando A. niger SCBM1 foi cultivado
em SB associado a FT, nas varias propor¢oes testadas, uma maior producdo desta enzima foi
observada em relacdo a observada por dos Santos et al. (2015) e Rodrigues (2016). Este
resultado pode ser explicado pelo fato de o FT apresentar em sua composicao maior teor de
hemiceluloses (26,95%) do que os demais componentes e, quando associado ao SB, que
contém 24,94% deste componente, pode ter induzido ainda mais a producdo dessa enzima,
visto que o teor de hemiceluloses no meio foi aumentado. Além disso, o fato de SB e FT em
associacdo terem induzido mais a producdo de B-xilosidase do que em fermentacdes com
bagaco de cana-de-acticar (BCC) associado a farelo de trigo pode ser devido a menor
composicdao de hemiceluloses (13,52%) encontrada no bagaco por Rodrigues (2016).

Adicionalmente, neste trabalho, quando utilizou-se sulfato de aménio como fonte de
nitrogénio e sorgo associado a farelo de trigo (1:1) (Tabela 9), a producdo desta enzima
praticamente dobrou em relacdo ao valor encontrado por dos Santos et al. (2015) e Rodrigues
(2016), sugerindo que a associacdo entre sorgo biomassa, farelo de trigo e sulfato de amonio
neste caso, potencializou a producdo desta enzima (132,02 U/g), sendo a condi¢ao 6tima para
sua producdo no presente trabalho.

Para xilanase, a associacdo entre sorgo biomassa e fontes organicas de nitrogénio

potencializou a sua producdo quando comparado a todas as outras condi¢oes de fermentacao
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realizadas no presente trabalho. Esta producdo foi ainda maior que a encontrada por dos

Santos et al. (2015), porém, menor que a obtida por Rodrigues (2016) (Tabela 9).

Tabela 9 - Atividades maximas de celulases e hemicelulases encontrados em outros trabalhos
e respectivas caracterizacoes de seus substratos (SB: sorgo biomassa, BCC: bagaco de cana-
de-acucar e FT: farelo de trigo).

Microrg Fontede Fontede B-glicosidase pB-xilosidase Xilanase Celulose Hemicel Lignina  Autor

anismo carbono nitrogéni (%) uloses (%)
o (%)
A. niger FT + Sulfato 54 U/g 73 U/g 39U/g - - - Santos et
SCBM3  BCC de al. (2015)
(1:1) amonia
A. niger FT + Sulfato 43,02 U/g 78,00 U/g 3289,58 54,36 13,52 26,14  Rodrigue
SCBM1 BCC de s (2016)
(1:1) aménia U/g (BCOC) (BCC) (BCC)
A. niger SB+FT Sulfato 50,06 U/g 132,02 U/g 91,89
SCBM1  (1:1) de Ulg
amonia 39,80 24,94 21,72
A.niger SB+FT Peptona 65,09 Ulg oL40ug 5935 OB BB B o jj;leho
SCBM1  (1:1) Ulg
A. niger SB Peptona 63,61 U/g 64,88 U/g 300,07 25,41 26,95 25,77
SCBM1 U/g (FD) (FT) (FT)
A. niger SB+FT Peptona 82,01 U/g 80,71 U/g 55,38
SCBM1 (2:1) Ulg

Fonte: a autora.

De forma geral, os dados obtidos sugeriram que o sorgo biomassa (SB) é uma
biomassa altamente promissora para a utilizacdo como substrato na producao de enzimas,
sendo capaz de induzir tanto enzimas hemi- como celuloliticas. No caso da producdo de
celulases, a producdo dessas enzimas foi obtida em niveis maiores que os encontrados em
alguns estudos anteriores realizados com o tradicional bagaco de cana-de-agticar (dos
SANTOS et al., 2015; RODRIGUES, 2016). Neste trabalho, foi ainda possivel afirmar que a
associacao do sorgo biomassa e peptona foi considerada a condi¢do 6tima de producdo de
hemicelulases e celulases, com melhor inducdo de [-glicosidase, endo e exoglucanase,

principalmente.
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5 Conclusoes

Os resultados encontrados no presente estudo demonstraram que nenhuma das
combinacOes de fontes de carbono e nitrogénio estudadas atuou na potencializacdo da
producdo de todas as enzimas avaliadas de forma simultanea. Os resultados indicaram ainda
que existe um efeito interativo entre a fonte de carbono e de nitrogénio capaz de estimular a
producdo de determinadas enzimas de formas diferentes, sendo necessaria a avaliacao da
melhor interacdo capaz de induzir a producdo de cada enzima individualmente.

O presente trabalho mostrou-se inovador e promissor para a produ¢do enzimatica pois
apresentou o sorgo biomassa (SB), um substrato nunca utilizado, como capaz de induzir tanto
enzimas hemi- como celuloliticas, principalmente celulases, em niveis superiores aos
encontrados em alguns estudos de FES utilizando o convencional bagaco de cana-de-agucar,
além de ter sido capaz de induzir a produgao de enzimas por fungos mesofilicos em um curto
periodo de tempo, o que ndo é comumente observado.

Assim, objetivando a producdo de um bom extrato enzimatico por A. niger SCBM1
para aplicacdo em futuros experimentos de hidrolise de biomassas lignocelul6sicas, contendo
atividades mistas de celulases e hemicelulases, concluiu-se que a melhor condi¢ao encontrada
foi a FES utilizando SB como fonte de carbono e peptona como fonte de nitrogénio. Esta
condicdo de fermentacdo foi capaz de induzir producdes maximas de xilanase, avicelase e
CMCase por A. niger SCBM1 em comparacao a todas as fermentacdes realizadas no presente

trabalho, além de apresentar boa inducao de (3-glicosidase e B-xilosidase.
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