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RESUMO

A palma é uma forrageira totalmente adaptada as condi¢Ges do semiarido, que representa grande
parte da &rea da Regido Nordeste, e tém contribuicdo significativa para a alimentacao de rebanhos
nesta regido em periodos de estiagens. A palma, no entanto, tem um grande potencial para a
diversificacdo de usos, e podem, em principio, ser utilizadas como matéria-prima em
biorrefinarias. Este trabalho tem como objetivo contribuir para o estudo do fracionamento da
biomassa de cladddios de palma forrageira para a obtencdo de bioprodutos. Inicialmente, foi
realizada a caracterizacdo da composicdo quimica das duas espécies de palma O. ficus-indica
(palma gigante) e O. cochenillifera (palma mitda) pela adaptacdo de método utilizado
rotineiramente para a caracterizacdo de biomassas lignocelulésicas. Os resultados de composi¢do
quimica para O. ficus-indica e O. cochenillifera foram, respectivamente (%): celulose (12,70 £
0,01 e 22,19 + 0,01); hemicelulose (5,14 + 0,01 e 3,63 £ 0,01); pectina (33,40 + 0,05 e 46,46 +
0,04); lignina total (18,30 + 1,00 e 7,54 + 0,02); extrativos (16,31 £ 0,8 e 5,22 + 0,05); e cinzas
(9,50 £ 0,20 e 5,30 £ 0,30). Em seguida, foi realizado o fracionamento da biomassa em escala de
bancada em 4 etapas: (1) extracdo aquosa, para a separa¢do do material péctico; (2) hidrélise
acida do material lignocelulésico, para a hidrolise da hemicelulose; (3) tratamento alcalino da
celulignina, para a obtencéo de lignina; (4) tratamento enzimatico para a hidrdlise da celulose.
As composicBes quimica e morfoldgica dos sélidos (obtidos em cada etapa do fracionamento)
foram determinadas por métodos espectroscOpicos e cromatograficos. Também, foram
caracterizadas as fracdes pécticas insoltvel e soltvel (precipitadas em etanol) e as ligninas
(precipitadas em H2SOg4) presentes nas fragcdes liquidas. As conversfes enzimaticas da celulose
com enzimas comerciais, para ambas as espécies, ficaram em torno de 50% ap6s 60 horas. Em
geral, as pectinas dos cladodios de ambas as espécies apresentaram baixos teores de esterificacao
(<50%) e baixos pesos moleculares. As pectinas soltvel e insolivel de O. ficus-indica se
apresentaram mais esterificadas (48,79% e 46,69%) e de menores pesos moleculares (17+0,1
kDa e 21+0,1 kDa) do que as de O. cochenillifera (44,17% e 42,34%; 25+0,3 kDa e 27,02+ kDa).
Como esperado, essas moléculas ndo apresentaram toxicidade frente a células animais e baixa
atividade antioxidante. As ligninas sdo do tipo GSH e sdo estruturalmente semelhantes;
cladodios de O. ficus-indica e O. cochenillifera apresentam, respectivamente, em sua
composicdo: G (44% e 45%), S (37% e 19%) e H (40% e 15%). Além disso, as ligninas
apresentaram atividade antioxidante e atividade imunoestimulatéria em células animais.
Finalmente, o extrato aquoso (obtido na etapa 1 do fracionamento) foi utilizado para avaliar o
crescimento de linhagem de Saccharomyces cerevisiae probiotica, e o hidrolisado acido (obtido
na etapa 2) foi utilizado para investigacdo sobre a producao de enzimas (pectinolitica, xilanolitica
e celulolitica) por Aspergillus awamori. A linhagem de S. cerevisiae ndo foi capaz de utilizar a
pectina como substrato. O hidrolisado acido de O. cochenillifera induziu a maior producéo de
enzimas xilanoliticas pelo A. awamori. Sendo assim, a palma forrageira € uma matéria-prima
promissora para ser utilizada em biorrefinarias.

Palavras-chave: bioenergia; palma forrageira; recursos naturais renovaveis.



ABSTRACT

The palm is a forage totally adapted to the conditions of the semiarid, which represents a large
part of the area of the Northeast Region and has a significant contribution to the feeding of herds
in this region during periods of drought. The palm, however, has great potential for diversifying
uses, and can, in principle, be used as a raw material in biorefineries. This work aims to contribute
to the study of the fractionation of the biomass of forage palm cladodes to obtain bioproducts.
Initially, the chemical composition of the two palm species O. ficus-indica and O. cochenillifera
was characterized by adapting the method routinely used to characterize lignocellulosic
materials. The results of chemical composition for O. ficus-indica and O. cochenillifera were,
respectively (%): cellulose (12.70 + 0.01 and 22.19 £ 0.01); hemicellulose (5.14 + 0.01 and 3.63
+ 0.01); pectin (33.40 = 0.05 and 46.46 = 0.04); total lignin (18.30 + 1.00 and 7.54 £ 0.02);
extractives (16.31 + 0.8 and 5.22 + 0.05); and ashes (9.50 + 0.20 and 5.30 £ 0.30). Then, the
biomass was fractionated on bench scale in 4 stages: (1) aqueous extraction, for the separation of
the pectic material; (2) acid hydrolysis of the lignocellulosic material, for the hydrolysis of
hemicellulose; (3) alkaline treatment of cellulignin, to obtain lignin; (4) enzymatic treatment for
cellulose hydrolysis. The chemical and morphological compositions of the solid fractions
(obtained at each stage of fractionation) were determined by spectroscopic and chromatographic
methods. Also, insoluble and soluble pectins (precipitated in ethanol) and lignins (precipitated in
H2S0Oa) present in the liquid fractions were characterized. The enzymatic conversions of cellulose
with commercial enzymes, for both species, were around 50% after 60 hours. In general, the
pectins of the cladodes of both species showed low levels of esterification (<50%) and low
molecular weights. The soluble and insoluble pectins of O. ficus-indica were more esterified
(48.79% and 46.69%) and of lower molecular weights (17 = 0.1 kDa and 21 £ 0.1 kDa) than
those of O. cochenillifera (44.17% and 42.34%; 25 + 0.3 kDa and 27.02 + kDa). As expected,
these molecules showed no toxicity to animal cells and low antioxidant activity. Lignins are of
the GSH type and are structurally similar; cladodes of O. ficus-indica and O. cochenillifera have,
respectively, in their composition: G (44% and 45%), S (37% and 19%) and H (40% and 15%).
In addition, lignins showed antioxidant and immunostimulatory activity in animal cells. Finally,
the aqueous extract (obtained in step 1 of fractionation) was used to evaluate the growth of a
probiotic strain of Saccharomyces cerevisiae, and the acid hydrolyzate (obtained in step 2) was
used to investigate the production of enzymes (pectinolytic, xylanolitic and cellulolytic) by
Aspergillus awamori. S. cerevisiae strain was not able to use pectin as a substrate. The acid
hydrolyzate of O. cochenillifera induced the highest production of xylanolitic enzymes by A.
awamori. Thus, forage palm is a promising raw material to be used in biorefineries.

Keywords: bioenergy; forage palm; renewable natural resources.
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1 INTRODUCAO

O crescimento continuo da populacdo global e o aumento da demanda por
alimentos, energia e agua representam um grande desafio para 0 mundo nas préximas
décadas (CHERUBINI, 2010). Consequentemente, o uso de fontes renovaveis tem se
tornado o foco de atencdo cientifico-industrial (PARADA; OSSEWEIJER; DUQUE,
2017). Isto porque, as matérias-primas, atualmente utilizadas, além de ndo serem
renovaveis, podem impactar negativamente o meio ambiente devido a grande quantidade
de poluentes gerados durante os processos industriais (CHERUBINI, 2010).

Neste contexto, pesquisas utilizando matérias-primas renovaveis para a obtencdo
de produtos com alto valor agregado s&o essenciais para diversificar o mercado global e
reduzir a fabricacdo de produtos derivados do petréleo (ONDREY, 2006; RAGAUSKAS
et al. 2006). Nos anos de 2010-2019 foram investidos em tecnologias sustentaveis US$
2,6 trilhGes e os maiores investidores mundiais foram China, Estados Unidos e Japdo
(AJADI etal. 2020). Frente a versatilidade de produtos que podem ser obtidos, a biomassa
vegetal tem se tornado uma matéria-prima promissora e sustentavel para a substituicdo
de produtos provenientes do petroleo (CHERUBINI, 2010; RAGAUSKAS et al. 2014).

A utilizacdo de biomassas esta condicionada ao conhecimento de sua estrutura
quimica. Estas s@o constituidas por: celulose, polioses, lignina, extrativos e sais minerais
onde seus teores e/ou estrutura quimica podem variar de acordo com a fonte, método de
extracdo, sazonalidade e condicdes climaticas (FENGEL; WEGENER, 1984; CAFFAL;
MOHNEN, 2009; VORAGEN et al. 2009). Visando a utilizacdo de todos os constituintes
de forma sustentavel, tem-se empregado o conceito de biorrefinaria, onde a biomassa é
integralmente processada ou fracionada, por diferentes rotas quimica, bioquimica ou
termoquimica (SIQUEIRA et al. 2020). Entretanto, devido a sua complexidade estrutural,
muitos dos processos de fracionamento e recuperacdo de seus constituintes ainda
precisam ser otimizados (CHERUBINI, 2010; RAGAUSKAS et al. 2014; PARAJULI et
al. 2015; SIQUEIRA et al. 2020).

O Brasil é um pais em potencial para a utilizagdo das biomassas vegetais, isto
porque, apresenta vasta biodiversidade (espécies vegetais) e grande extensdo territorial
(SILVA et al. 2020). Além disso, € um dos maiores produtores agroindustriais, em 2018
foram produzidos aproximadamente 2 bilhGes de toneladas de biomassas (SILVA et al.
2020; IBGE, 2020).
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Neste cenario de utilizacdo da biomassa vegetal, a palma forrageira vem
ganhando destaque por apresentar diversas aplicacdes, sendo uma alternativa promissora
de uso para o semiarido. As duas espécies mais cultivadas sdo, Opuntia ficus-indica
(Linnaeus) Miller e Opuntia cochenillifera (Linnaeus) Miller, conhecidas como palma
gigante e palma miuda, respectivamente (EL-MOSTAFA et al. 2014; NASCIMENTO et
al. 2016; ALENCAR 2018).

Estas plantas sdo adaptadas a regido semidrida do nordeste brasileiro e vem
sendo utilizadas como alimento nos periodos de estiagem, isto porque, sdo ricas em agua
e apresentam em sua composi¢do quimica fibras, vitaminas, aminoacidos e sais minerais
(CHIACCHIO; MESQUITA; SANTOS, 2006; SANTOS et al. 2006; NUNES, 2011; EL-
MOSTAFA et al. 2014).

A palma forrageira, no entanto, tem um grande potencial para a diversificacao
de usos e aplicacbes, necessitando de iniciativas em pesquisa béasica e aplicada
(CHIACCHIO et al. 2006). Trabalhos, tém sido reportados na literatura sobre a utilizagédo
da palma forrageira como matéria-prima para a producdo de biocombustivel
(GONGALVES et al. 2014; YANG et al. 2015; NASCIMENTO et al. 2016; SOUZA-
FILHO et al. 2016), producdo de enzimas (CONTRERAS- ESQUIVEL et al. 1999;
TEXEIRA et al. 2000) e suplemento alimentar (FEUGANG et al. 2006; JANA, 2012;
CHIVETA; WAIRANGU, 2013). Além destes produtos, os constituintes destas plantas
podem apresentar atividades farmacoldgicas e antioxidantes (EL-MOSTAFA et al. 2014).

Mesmao se conhecendo muito sobre as diferentes espécies de palma forrageira o
aproveitamento integral destas biomassas, dentro de um conceito de biorrefinaria, ndo
foram ainda investigados, isto é, extrair e recuperar cada um de seus constituintes e
investigar possiveis aplicagdes. Sendo assim, este trabalho, teve por objetivo fracionar as
biomassas dos cladddios de Opuntia ficus-indica e Opuntia cochenillifera recuperar seus
principais constituintes e realizar possiveis aplicagdes em um contexto de biorrefinaria de

cactaceas.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Utilizar os cladddios de palma forrageira das espécies Opuntia ficus-indica e
Opuntia cochenillifera como matéria-prima em um conceito de biorrefinaria, em escala

de laboratorio, para a obtencéo de produtos e suas aplicacoes.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a composic¢do quimica da biomassa dos cladédios das duas espécies de
palma forrageira.

e Realizar o fracionamento da biomassa dos cladédios, utilizando: extracdo aquosa;
pré-tratamento com acido diluido, deslignificacdo alcalina e hidrolise enzimatica da
celulose.

e Isolar, caracterizar e determinar as propriedades bioldgicas das fracdes pécticas.

e Investigar a utilizacdo das fracGes pécticas para o crescimento de linhagem de
Saccharomyces cerevisiae UFPEDA 1015.

e Caracterizar o hidrolisado acido e utilizd-lo como substrato para a producdo de
enzimas hidroliticas por Aspergillus awamori.

e Isolar, caracterizar e determinar as propriedades biol6gicas das ligninas
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 BIORREFINARIAS

O desenvolvimento de biorrefinarias para converter biomassas renovaveis em
bioenergia, combustiveis e produtos de alto valor agregado tem sido impulsionado, em
parte, pela preocupacdo ambiental, disponibilidade e ao custo dos combustiveis fosseis
(PARAJULI et al. 2015; PARADA; OSSEWEIJER; DUQUE, 2017). Neste sentido,
surge o conceito de biorrefinaria, uma instalagdo (ou rede de instalagdes) que integra
diversos processos e equipamentos capazes de fracionar e converter a biomassa em
diferentes produtos (CHERUBINI, 2010). A Figura 1 apresenta um esquema simplificado

de uma biorrefinaria e os principais produtos obtidos.

Figura 3- Esquema simplificado de uma biorrefinaria utilizando a biomassa renovavel

como matéria-prima para obtencao de diferentes produtos de alto valor agregado.

W Materiais
__ |

Fonte: Adaptado Vaz, (2011).

O mercado mundial de produtos obtidos por biorrefinarias é bastante promissor
e foi projetado em US$ 295 bilhdes para o ano de 2020. (UCAR; SENGUL; CELIKTAS,
2018). Diferentes biomassas renovaveis podem ser utilizadas em uma biorrefinaria,
dentre estas podem ser citadas as biomassas vegetais (RAMOS, 2003; ONDREY, 2006;
RAGAUSKAS et al. 2006; CHERUBINI, 2010; RAGAUSKAS et al. 2014; PARAJULI
et al. 2015; PARADA, OSSEWEIJER, DUQUE, 2017).
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Uma biorrefinaria de biomassa vegetal abrange uma ampla gama de tecnologias
capazes de fracionar estas biomassas (madeira, gramineas, milho ...) em seus principais
constituintes (carboidratos, proteinas, triglicerideos, fenadis ...) e converté-los em diversos
produtos (PARADA; OSSEWEIJER; DUQUE, 2017). A vantagem da biomassa vegetal
em relacdo a biomassa ndo renovavel como por exemplo o petréleo, se da pelo fato de
que sua composicao, apresentar menores teores de carbono e maiores quantidades de
oxigénio. Sendo assim, a biomassa vegetal se torna uma opcao atrativa para a produgéo
de compostos como biopolimero, acidos carboxilicos e produtos derivados de funcdes
oxigenadas (CHERUBINI, 2010; RAGAUSKAS et al. 2014; PARAJULI et al. 2015).

Embora, importantes avangos tenham sido feitos e varias biorrefinarias ja
estejam operando em larga escala, ainda sdo necessarias melhorias para apoiar a criagao
de tecnologias eficientes e economicamente viaveis (CHERUBINI, 2010; RAGAUSKAS
et al. 2014; SIQUEIRA et al. 2020). Sendo assim, a integracdo do conhecimento
interdisciplinar associado ao setor industrial se faz necesséria para promover avangos e
estabelecer novas biorrefinarias comerciais no futuro (CHERUBINI, 2010;
RAGAUSKAS et al. 2014; PARAJUL et al. 2015; SIQUEIRA et al. 2020).

3.2 BIOMASSA VEGETAL COMO MATERIA-PRIMA DAS BIORREFINARIAS

A biomassa vegetal é uma fonte abundante, sustentavel e que tem se tornado
uma alternativa promissora para a producdo de biocombustiveis, energia e produtos de
maior valor agregado (RAGAUSKAS et al. 2014). Estas biomassas sdo constituidas
quimicamente por celulose, polioses, lignina, extrativos e sais minerais, 0s quais sdo
distribuidos em uma estrutura lamelar (MARRIOTT; GOMEZ; MCQUEEN-MASON,
2016).

A celulose e a hemicelulose predominam na regido da parede celular e a lignina
distribui-se por toda estrutura, apresentando maxima concentragdo na lamela média
(LOIX et al. 2017). Ja os polissacarideos pécticos séo distribuidos tanto na parede celular
como na lamela média das células vegetais (FENGEL; WEGENER, 1984; STREFFER,
2014). A Figura 2 ilustra uma representacédo da estrutura da biomassa vegetal mostrando

como seus componentes: celulose, hemicelulose, pectina, lignina e proteinas.
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Figura 4- Estrutura quimica da biomassa vegetal, representacdo dos componentes presentes na
parede celular primaria (A) e secundaria (B).
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Fonte: Adaptada de Nash et al. (2019).

A seguir serdo apresentados, estrutura quimica, distribuicdo e possiveis
aplicacdes dos componentes presentes nas biomassas vegetais.

3.2.1 Celulose

A celulose (Figura 3) € um importante componente da parede celular.
Estruturalmente € um biopolimero formado por longas cadeias lineares de glicose
(FENGEL; WEGENER, 1984; HENDRIKS; ZEEMAN, 2009; MARRIOTT; GOMEZ;
MCQUEEN-MASON 2016).

Figura 3- Estrutura da celulose, mostrando uma sequéncia de glicose (A) e os modelos
antigo (B) e atual (C) da estrutura.
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Fonte: Marriott, Gomez e Mcqueen-Mason (2016).
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Em sua estrutura, as moléculas de glicose ligam-se através dos carbonos 1 e 4,
formando a celobiose (Figura 3A). A ligacdo 1- 4 ocorre com a hidroxila na posi¢ao f3
(posicao equatorial), proporcionando a formagdo de um homopolimero linear (ARIOLI
et al. 1998; KIMURA et al. 1999). Inicialmente, a estrutura da celulose era representada
como um modelo de 36 cadeias de glucana (Figura 3B) as quais estavam organizadas em
uma configuracdo hexagonal. Entretanto, estudos cristalograficos mostraram que a
estrutura da celulose apresenta uma cadeia composta por 24 unidades (Figura 3C) com
uma configuracéo retangular (MARRIOTT; GOMEZ; MCQUEEN-MASON, 2016).

A celulose é sintetizada por um complexo de enzimas conhecido como celulose-
sintase localizado na membrana plasmética (ARIOLI et al. 1998; KIMURA et al. 1999).
Este complexo é responsavel pela sintese simultdnea de todas as cadeias de glucana em
uma Unica microfibrila (MARRIOTT; GOMEZ; MCQUEEN-MASON, 2016). A
composicdo da celulose é a mesma em todas as espécies de plantas, isto €, todas
apresentam apenas unidades de glicose, portanto, os fatores que afetam este componente
podem ser significativos em todas as biomassas vegetais (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009;
MARRIOTT; GOMEZ; MCQUEEN-MASON, 2016).

A celulose quando inserida em uma plataforma de biorrefinaria pode ser
utilizada como matéria-prima para a obtengdo de diversos tipos de papel (JUNIOR,;
MIRANDA; JOSE, 2014; MARRIOTT; GOMEZ; MCQUEEN-MASON, 2016). Na
industria quimica, pode ser utilizada como emulsificante, antiaglutinante, dispersante e
espessante (JUNIOR; MIRANDA; JOSE, 2014). Quando modificada, pode gerar
produtos como: triacetato de celulose, nitrocelulose, carboximetilcelulose, rayon dentre
outros (SCHUCHARDT; RIBEIRO; GONCALVES, 2001). E ainda, pode ser utilizada
como substrato para a producgdo de enzimas celuloliticas (OGEDA; PETRI, 2010). Além
desses produtos, a celulose pode ser submetida a hidrdlise (quimica ou enzimatica) para
a obtencdo de glicose, e esta por sua vez pode ser utilizada como matéria-prima para
obtencgéo de produtos como: etanol, 2,5- dimetilfurano, acetato de etila, butanol, acetato
butila, acido acrilico dentre outros (KOBAYASHI; FUKUOSA, 2013).

3.2.2 Hemicelulose

A natureza quimica das hemiceluloses ainda ndo se encontra devidamente
esclarecida (SMITH et al. 2017). Entretanto, sabe-se que este polissacarideo é uma
macromolécula amorfa e complexa e que apresenta em sua estrutura, diversos

monossacarideos tais como: pentoses (L-arabinose, D-xilose) e hexoses (D-galactose, D-
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glicose, D-manose). Além destes, também podem apresentar outros constituintes tais
como: &cidos 4-O-metilglucurénico, D-galacturdnico e D-glucurénico (HENDRIKS;
ZEEMAN, 2009). Devido a esta variagdo de constituintes, as hemiceluloses podem ser
classificadas como xilanas, glucomananas, mananas dentre outros (HENDRIKS;
ZEEMAN, 2009; SMITH et al. 2017).

Este polissacarideo complexo é formado por diferentes glicosiltransferases
(GT43, GT8 e GT47) localizadas no complexo golgiense tipo Il (RENNIE; SCHELLER,
2014). Na biomassa vegetal a hemicelulose esta ligada a celulose através de ligacOes de
hidrogénio e seus acoplamentos fisicos tornam quase impossivel separa-las, sem danos a
celulose (MARRIOTT; GOMEZ; MCQUEEN-MASON, 2016). A Figura 4 apresenta
diferentes estruturas de xilanas (polissacarideo formado por xilose) presentes nas

hemiceluloses, com diferentes monossacarideos ligados ao esqueleto central.

Figura 4- Representagdo das diferentes estruturas das hemiceluloses (xilanas)
arabinoglucuroxilano (A) glucuronoxilano acetilado (B) glucuronoarabinoxilano acetilado (C).
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Fonte: Adaptado de Smith et al. (2017).

A hemicelulose, quando submetida a tratamentos termoquimicos, pode gerar
produtos como o furfural, o qual pode formar resinas com fenol e ureia ou ainda ser
hidrolisado a acido maleico e acido acetico. Os componentes da hemicelulose também
podem gerar produtos como xilitol, manitol e alguns acidos organicos. Além destes
podem a macromolécula por ser utilizada como substrato para producéo de enzimas de
interesse industrial (SCHUCHARDT,; RIBEIRO; GONCALVES, 2001; BEG et al.
2001).
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3.2.3 Pectinas

As pectinas sdo uma classe de polissacarideos complexos encontrados,
principalmente, na parede celular priméria das plantas (CANTERI et al. 2012). A Figura
5 apresenta a estrutura quimica das pectinas, isto é, os principais polissacarideos que
compdem a estrutura além de acgUcares, acidos e principais grupos funcionais (acetil e

metil éster).

Figura 5- Representacdo das possiveis estruturas quimicas para a pectina, evidenciando os

principais monossacarideos.
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Fonte: Adaptado de Canteri et al. (2012).

A biossintese das pectinas ocorre no complexo golgiense pela atuacdo de
transferases (MARRIOTT; GOMEZ; MCQUEEN-MASON, 2016). Estas
macromoléculas em sua estrutura quimica podem apresentar diferentes polissacarideos,
sendo estes as homogalacturonana (HG), ramnogalacturonana 1 (RGI) e
ramnogalacturonana Il (RGII) (CANTERI et al. 2012). As Homogalacturonanas
representam aproximadamente 60% da estrutura formada por uma cadeia linear de
monodmeros de dcido galacturonico ligados por ligagdes glicosidicas do tipo (1—4). Estas
estruturas podem estar metil-esterificadas no grupo carboxilico (C-6) ou acetiladas nas
posicdes O-2 e O-3 (FISSORE et al. 2013).

As regides formadas por ramnogalacturonana | representam aproximadamente
20% da estrutura. E um polissacarideo no linear sua estrutura é formada por repeticdes
do dissacarideo [—4) -a-D-GalA-(1—2) - a-L-Rha-(1—], cujos residuos de ramnose

(Rha) podem estar ligados na posicdo O-4 a cadeias laterais de agucares neutros,
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principalmente galactose a arabinose (SANTOS et al. 2013). Ja as ramnogalacturonana Il
apresentam aproximadamente 10%. E uma estrutura também ramificada apresentando
cerca de nove unidades de acido a-D-galacturdnico (1—4). Estes residuos de &cido
galacturdnico encontram-se ligados a quatro cadeias laterais de acgucares neutros,
contendo até 12 monossacarideos diferentes (CHRISTIAENS et al. 2011). Entretanto,
estudos apresentam outros polissacarideos, ligados ao esqueleto central das pectinas
como € o caso das xilogalacturonana, arabinana, apiogalacturonana, arabinogalactana | e
Il (CANTERI et al. 2012).

As pectinas tém amplas aplicacdes; estas podem ser utilizadas como
emulsificante, agente gelificante, espessante, estabilizante e substituto de gordura em
alimentos de baixa caloria. Os oligossacarideos derivados de pectina e a propria pectina
podem também ser utilizados como um ingrediente importante em alimentos funcionais
(prebidticos) (OLANO-MARTIN; GIBSON; RASTALL, 2002). As pectinas também
podem ser utilizadas como substrato para producao de enzimas pectinoliticas, e utilizadas
pela indlstria farmacéutica para a producdo de bioadesivos (SRIVASTAVA;
MALVIYA, 2011).

3.2.4 Lignina
A lignina é a macromolécula aromatica natural (fendlica), mais abundante na
natureza (RAGAUSKAS et al. 2014). A Figura 6 representa a estrutura da lignina assim

como suas principais unidades e ligaces quimicas.

Figura 6- Representacdo quimica da lignina, ligacfes quimicas e unidades, guaiacila, siringila e

p-hidroxifenila.
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Fonte adaptado: Karkés et al. (2018).
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De natureza amorfa, densa e complexa sua estrutura quimica consiste em trés
diferentes unidades fenilpropano: guaiacila (G), siringila (S) e p-hidroxifenila (H)
respectivamente (MARRIOTT; GOMEZ; MCQUEEN-MASON, 2016). Estas unidades
estdo ligadas pelas ligagdes C-C (B- B, B-5 e 5-5) e C-O (B-O-4, a-O-4 e 4-0-5)
(KARKAS et al. 2018).

A biossintese das ligninas se inicia na lamela média, sendo este processo uma das
Ultimas etapas da diferenciacio de células do xilema (MARRIOTT; GOMEZ;
MCQUEEN-MASON, 2016; KARKAS et al. 2018). As unidades formadoras da lignina
sdo os fenilpropandides alcool p-cumarilico, coniferilico e sinapilico. A formacao desses
monoligndis ocorre com a reducao dos respectivos grupos &cidos pela molécula de fosfato
de dinucledtido de nicotinamida e adenina (NADPH) (MARRIOTT; GOMEZ,
MCQUEEN-MASON, 2016; KARKAS et al. 2018). Ja a estrutura macromolecular é
sintetizada nas plantas por meio de um mecanismo de polimerizacdo desidrogenativa
(mediada por enzimas) dos monoligndis dando origem as unidades G, S e H da lignina
(RAGAUSKAS et al. 2014). As unidades se ligam de forma aleatéria favorecendo
estruturas quimicas diferentes (MARRIOTT; GOMEZ; MCQUEEN-MASON, 2016).

As ligninas apresentam diversas aplicacfes na industria, podendo ser utilizadas
como matéria-prima para a producdo de 6leos, resinas fendlicas (PINHEIRO et al. 2017),
plasticos, combustiveis (RAGAUSKAS et al. 2014), dispersantes, pesticidas (PANG et
al. 2016), fibras de carbono (DING et al. 2016), além de apresentam diferentes atividades
bioldgicas (ESPINOZA-ACOSTA et al. 2016; VINARDELL; MITJANS, 2017).

3.2.5 Extrativos, cinzas e agua

Os extrativos sdo considerados constituintes secundarios, ndo compondo parte da
estrutura da parede celular (GUERRIERO et al. 2018). Podem apresentar carater polar ou
apolar, sdo de baixa massa molecular, e englobam 0leos essenciais, resinas, taninos,
compostos fenolicos, lipideos, pigmentos, proteinas, vitaminas, aminoacidos, dentre
outros (GUERRIERO et al. 2018). Como séo de natureza distinta, podem apresentar
diferentes atividades bioldgicas, sendo estas: antimicrobianas, anti-inflamatdrias,
antitumorais e antioxidantes, e podem ser utilizados como suplemento alimentar (EL-
MOSTAFA et al. 2014).

As cinzas sdo o contetdo inorganico da biomassa vegetal formada por diferentes
minerais: calcio, oxalato de calcio, magnésio, ferro, potassio, sédio, cobre, zinco, fésforo,
manganés, dentre outros (EL-MOSTAFA et al. 2014; BAKARI et al. 2017). Estes
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minerais sdo fundamentais para o crescimento das plantas, pois participam de diferentes
reacOes durante o metabolismo. Estes podem ser utilizados pela industria de alimentos
como suplemento alimentar (MARQUES et al. 2017).

Além dos componentes estruturais, extrativos e cinzas algumas plantas
apresentam a capacidade de armazenar uma quantidade significativa de agua (OGBURN;
EDWARDS, 2010; GRIFFITHS; MALES, 2017; GRIFFITHS; MALES, 2017). Isso
porque, estas possuem maior quantidade de tecido parenquimético o qual atua como
reservatorio (OGBURN; EDWARDS, 2010; GRIFFITHS; MALES, 2017). Em média
sdo armazenados volumes de agua que variam entre 90 e 95% (GRIFFITHS; MALES,
2017). Esta grande quantidade de &gua torna a planta temporariamente independente do
abastecimento externo de &gua (OGBURN; EDWARDS, 2010). Este tecido de
armazenamento pode ser encontrado no caule, folhas ou raizes dependendo da espécie
(OGBURN; EDWARDS, 2010; GRIFFITHS; MALES, 2017). A 4gua proveniente destas
plantas pode ser utilizada como uma alternativa em periodos de seca e em processos
industriais podem auxiliar na diminuicéo de &guas adicionais (GONCALVES et al. 2014;
YANG et al. 2015; NASCIMENTO et al. 2016; SOUZA-FILHO et al. 2016).

3.3 FRACIONAMENTO DAS BIOMASSAS VEGETAIS

No contexto sustentavel promovido pelas biorrefinarias, é importante utilizar a
biomassa vegetal de forma integral, isto é, fracionando e recuperando todos os
constituintes (polissacarideos, lignina, extrativos e cinzas) (TAHERZADEH; KARIMI,
2008; ALVIRA; TOMAS-PEJO; BALLESTEROS et al. 2010; AGBOR et al. 2011;
RAGAUSKAS et al. 2014). Entretanto, realizar o fracionamento ndo € algo simples e isto
é devido a complexidade estrutural destas biomassas. Sendo assim, diferentes estratégias,
fisicas, quimicas, biolégicas ou a combinacdo de processos (forma mais eficiente em
relacdo a recuperagdo dos constituintes) vem sendo utilizadas (MOSIER et al. 2005;
TAHERZADEH; KARIMI, 2008; ALVIRA; TOMAS-PEJO; BALLESTEROS et al.
2010; RAGAUSKAS et al. 2014 KUCHARSKA et al. 2018).

A Figura 7 apresenta um fluxograma geral das etapas do fracionamento da
biomassa para a obtencdo dos principais constituintes pectina, hemicelulose, lignina e
celulose, além da producéo de agucares por hidrolise enzimatica.

Uma infinidade de condi¢cfes experimentais, podem ser utilizadas em cada etapa
de fracionamento. Neste sentido, sera discutido para Etapa 1 apenas a extragdo aquosa

(obtencdo das pectinas). Na Etapa 2, pré-tratamento com éacido diluido (obtencdo da
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hemicelulose), na Etapa 3, deslignificacdo alcalina para a obtencdo de lignina (fracao
liquida) e celulose (fragdo sélida) e por fim Etapa 4, obtencdo de aglcares fermentesciveis
por hidrélise enzimatica. Esta sequéncia de etapas permite que fracionamento seja
realizado em condi¢cGes mais brandas, além de ser ter uma maior recuperacdo dos
constituintes (BALAT, 2011).

Figura 7- Etapas de fracionamento da biomassa vegetal para a obtencdo dos seus principais
constituintes.
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3.3.1 Extracdo aquosa

Em geral, as pectinas sdo extraidas com acido diluido quente seguido de
recuperacdo por precipitagdo em alcool (SANTOS et al. 2013). No entanto, a utilizacéo
de &cidos pode ser prejudicial (acidos fortes) para o ambiente, além de aumentarem o
custo do processo pois requerem etapas adicionais para remover elementos tdxicos
(CANTERI et al. 2012; SANTOS et al. 2013; WANG; CHEN; LU, 2014). Sendo assim,
metodologias que utilizam agua como agente de extracdo vém ganhando destaque, por
ndo apresentar custos adicionais com purificacdo da amostra, além de ndo precisarem de
etapas de neutralizagdo (SANTOS et al. 2013). Na extra¢do aquosa assim como no acido
diluido a cadeias de acido poligalacturénico, com grupos carboxila variavelmente
esterificados com metanol, séo sollveis em agua e insollveis em etanol o que permite a
recuperacgdo da macromolécula (CANTERI et al. 2012; WANG; CHEN; LU, 2014).

3.3.2 Pré-tratamento com acido diluido
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O pré-tratamento com acido diluido é provavelmente o método mais aplicado para
a remocdo de hemicelulose da biomassa lignocelulésica e pode ser realizado em
diferentes condicbes de temperatura, relacdo sélido-liquido, concentracdo de &cido e
tempo de reacdo (SUN; CHENG, 2002; BALAT, 2011). Durante o pré-tratamento, ocorre
a quebra das ligacbes glicosidicas do polissacarideo, promovendo a liberacdo de
monossacarideos e a formacdo de produtos de degradacdo tais como furfural, 5-
hidroximetilfurfural (HMF), acido acético dentre outros (RAMOS, 2003; ALVIRA,;
TOMAS-PEJO; BALLESTEROS et al. 2010; MOON; LIU, 2012).

Diferentes acidos podem ser utilizados: acido sulfurico, acido cloridrico, &cido
acético, acido fosforico, dentre outros (NAIR et al. 2017). Dentre os &cidos citados, o
fosférico vem sendo alvo de estudos, isto porque, o hidrolisado acido resultante do
processo pode ser neutralizado com hidréxido de sddio originado fosfato de sédio (UM
et al. 2003). Sais de fosfato quando presentes no hidrolisado pode ser utilizado como
nutriente pelos micro-organismos (GAMEZ et al. 2006; VASCONCELOS, 2012;
VASCONCELOS et al. 2013). Outra vantagem no uso de acido fosfdrico no processo de
pré-tratamento, ocorre devido a ndo exigéncia de ligas especiais para a construcdo dos
reatores (GEDDES et al. 2010; GEDDES; NIEVES; INGRAM, 2011).

3.3.3 Deslignificacéo alcalina

Por fim, ap0s ser realizar a etapa de pré-tratamento com &cido diluido, pode-se
realizar a etapa de deslignificacdo alcalina na celulignina para obtencdo da lignina
(ZHENG; PAN; ZHANG, 2009). As bases mais utilizadas nestes processos sao:
hidréxido de sddio, hidroxido de potéssio, hidroxido de célcio, aménia, ureia dentre
outras (SHAH, 2018). Assim como o pré-tratamento com &cido diluido, fatores como a
concentracdo de 4alcali, temperatura, pressdo e tempo de exposicdo da biomassa
influenciam na eficiéncia do processo (ZHENG; PAN; ZHANG, 2009; CRUZ-FILHO,
2016; SHAH, 2018).

Na deslignificagdo alcalina séo utilizadas condigdes de processos mais brandas,
guando comparadas aos processos acidos, entretanto, demandam um longo tempo de
residéncia podendo variar de horas até dias (BALAT et al. 2011; CRUZ-FILHO, 2016).
O mecanismo de remoc&o das ligninas durante a deslignificacdo esta relacionado com a
saponificacdo de ésteres de ligacdes intramoleculares entre a lignina e outros
componentes (ZHENG; PANZHANG, 2009). A fracdo liquida conhecida como licor
negro € acidificada para a precipitacdo da lignina sélida (CRUZ-FILHO, 2016).
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3.3.4 Hidrolise enzimatica da celulose

Apobs as etapas de fracionamento a celulose estd mais acessivel a hidrdlise
enzimatica. As enzimas celuloliticas ou celulases consistem em trés principais grupos de
enzimas: exo-1,4-B-D-glucanases (EC 3.2.1.91), endo-1,4-4-D-glucanases (EC 3.2.1.4) e
pS-glicosidases (EC 3.1.1.21) (OGEDA; PETRI, 2010). As exoglucanases hidrolisam
unidades de celobiose fora das cadeias de celulose. Elas séo divididas em duas formas:
celobiohidrolase I (CBH I) e 1l (CBH I1). O CBH I hidrolisa a cadeia de celulose a partir
da extremidade redutora e o CBH Il a extremidade nédo redutora (OGEDA; PETRI, 2010;
ALVIRA; TOMAS-PEJO; BALLESTEROS et al. 2010). As endoglucanases hidrolisam
aleatoriamente liga¢fes o-glicosidicas internas em cadeias de celulose, resultando em
oligdmeros de diferentes comprimentos. As S-glicosidases hidrolisam a celobiose para
produzir glicose (ALVIRA; TOMAS-PEJO; BALLESTEROS et al. 2010; TALEBNIA;
KARAKASHEV; ANGELIDAKI, 2010).

A hidrolise enzimética por estas enzimas consiste em trés mecanismos: adsorcdo da
enzima celulase na superficie da celulose (1), hidrélise das ligacdes para a producgdo de
acucares (I1) e por fim a dessorcdo da enzima celulolitica da superficie da celulose (I11)
(TALEBNIA; KARAKASHEV; ANGELIDAKI, 2010). A Figura 8, apresenta o

mecanismo geral da atuacéo sinérgica das enzimas celuloliticas.

Figura 5- Representacdo esquemaética da acdo catalitica do complexo enzimético (celulases)

sobre celulose com geracéao de glicose.
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Os principais fatores que afetam a hidrdlise enzimatica da celulose estdo
relacionados a enzima, ao substrato ou a ambos (ALVIRA; TOMAS-PEJO;
BALLESTEROS et al. 2010). Em relacdo ao substrato (celulose), a cristalinidade da
celulose e o grau de polimerizacdo e a quantidade de lignina sdo propriedades importantes
para que se possa determinar a taxa de hidrolise (ALVIRA; TOMAS-PEJO;
BALLESTEROS et al. 2010).

3.4 UTILIZAC;AO DE ENZIMAS FUNGICAS (PECTINASE, XILANASES E
CELULASES) EM BIORREFINARIAS

Os carboidratos obtidos durante o fracionamento (celulose, hemiceluloses e
pectinas) podem ser utilizados para producgédo enzimas (GARG et al. 2016; IMRAN et al.
2019; BHARDWAJ; KUMAR; VERMA, 2019). O mercado global de enzimas
industriais foi estimado em US$ 4,2 bilhGes em 2014 e apresentou uma taxa de
crescimento anual composta (CAGR) de aproximadamente 7% no periodo de 2015 a 2020
alcancando quase US $ 6,2 bilhdes (SINGH et al. 2016; GARG et al. 2016; IMRAN et
al. 2019; BHARDWAJ; KUMAR; VERMA, 2019).

Diversos micro-organismos sao produtores de enzimas industriais, entretanto os
fungos filamentosos do género Aspergillus, tém apresentado grande potencialidade,
devido a sua capacidade de produzir um amplo espectro de enzimas hidroliticas
(pectinases, xilanases e celulases dentre outras) (STRICKER; MACH; GRAAFF, 2008;
MRUDULA, MURUGAMMAL, 2011). Estas enzimas sdo capazes de degradar os
polissacarideos obtidos durante a etapa de fracionamento da biomassa (STRICKER,;
MACH; GRAAFF, 2008; MRUDULA, MURUGAMMAL, 2011). Dentre as especies 0
fungo Aspergillus awamori € um produtor eficiente de muitas enzimas hidroliticas, dentre
as hidrolases tem-se as xilanases STRICKER; MACH; GRAAFF, 2008; MRUDULA;
MURUGAMMAL, 2011.

As xilanases sdo produzidas quando o micro-organismo em contato com as Xilanas
(KOBAKHIDZE et al., 2016). Neste momento, pequenas proporcfes de xilanases
constitutivas sdo secretadas hidrolisando a xilana (STRICKER; MACH; GRAAFF,
2008). O resultando da hidrdlise sdo xilooligossacarideos e xilobiose que uma vez
absorvidas pela célula funcionam como indutores (STRICKER; MACH; GRAAFF,
2008; KOBAKHIDZE et al., 2016). Em seguida tem-se a ativacdo dos genes da
transcricdo de xilanases extracelulares, como xInA, xInD e XInR (STRICKER; MACH;

GRAAFF, 2008). Ao longo da hidrolise enzimética os produtos se acumulam e podem
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atuar como repressores da producéo da enzima, por repressao catabolica (KOBAKHIDZE

et al. 2016). O mecanismo de hidrolise enzimética da xilana é apresentado na Figura 9.

Figura 6- Estrutura quimica da xilana e mecanismo de hidrdlise enzimatica das xilanases.
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.. Ferruloil esterase . Xilose ‘ Grupo Acetil

Arabinofuranosidade Glucoronidas& . Arabinose . Acido galacturénico

Endo 1,4 xilanaase ,
\ D Galactose . Acido Ferulico

\

Acetil xilana esterase

Galactosidase

Fonte: Polikovsky; Ben-Jacob; Finkelshtein, (2015).

As xilanases séo formadas por um complexo formado por endoxilanases enzimas
que promovem a hidrolise das ligagdes glicosidicas do tipo -1,4 (dentro da cadeia das
xilanas) formando xilo-oligossacarideos que sdo degradados em xilose pela atuacédo de
enzima p-Xilosidase (KIRIKYALI; CONNERTON, 2015). Além disso, enzimas
acessOrias também atuam em outras regides do polimero como, por exemplo, as
arabinofuranosidases que hidrolisam a ligacéo entre o residuo lateral de arabinofuranose
e a xilose da cadeia central (BEG et al 2001; KIRIKYALI; CONNERTON, 2015). As p-
glucuronidases que clivam a ligagdo glicosidicas do tipo a-1,2 entre o &cido galacturdnico
lateral e a xilose da cadeia central (SUNNA; ANTRANIKIAN, 1997). A acetil xilana
esterase que clivam as ligacdes entre o &cido acético. Enzimas como as ferruloil esterases
e galactosidase que promove & remocdo do &cido ferulico e da galactose das cadeias
laterais respectivamente (BEG et al 2001; POLIKOVSKY; BEN-JACOB;
FINKELSHTEIN, 2015).

Estas enzimas atuam sinergisticamente (em conjunto) para converter a xilana em
unidades de xilose (SUNNA; ANTRANIKIAN, 1997; BEG et al 2001). Estes
biocatalizadores podem ser empregados para producdo de combustiveis para producao de
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bioetanol, na industria de alimentos utilizada digestibilidade na alimentacdo animal,
producdo de adocantes e em formulacGes de complexos celuloliticos para melhorar o
rendimento de hidrolise de biomassas vegetais (HARRIS; RAMALINGAM, 2010;
KUMAR et al. 2017). Ao longo da hidrolise enzimatica os produtos se acumulam e
podem atuar como repressores da producdo da enzima, por repressao catabdlica
(KOBAKHIDZE et al. 2016).

Outro grupo de enzimas hidroliticas sdo as pectinases, a expressao dessas enzimas
é controlada pelo ativador GaaR e induzida por 2-ceto-3-desoxi-L-galactonato, um
intermediario da via catabolica do &cido D-galacturdnico (JAYANI; SAXENA; GUPTA,
2005; BALADHANDAYUTHAM; THANGAVELU, 2011; KOWALCZYK et al.
2017). A maioria dos genes dependentes de GaaR codifica enzimas necessarias para a
decomposicdo de homogalacturonanas, como exo-poligalacturonases (pgaX, pgxA,
pgxB, pgxC), endo-poligalacturonases (pgal, pgaC, pgaE), pectina metil esterase (pmeA,
pmeB, pmeC) e pectina liase (pelA, pelD, pelF) (KOWALCZYK et al. 2017). A Figura

10 apresenta 0 mecanismo de hidrolise enzimética das enzimas pectinoliticas.

Figura 7: Modelo de acdo de diferentes pectinases na hidrolise da pécticas.
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Fonte: Adaptado de Niture, (2008).

Dentre estas enzimas estdo a pectina esterase que catalisa a remocgéo dos grupos
metil/etil éster produzindo metanol/etanol (JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005;
BALADHANDAYUTHAM; THANGAVELU, 2011). As poligalacturonases catalisam
a quebra das ligagdes da cadeia de acido galacturdnico outra enzima é a pectina liase que

degrada a pectina diretamente pelo mecanismo de B-eliminacdo clivando as ligacdes
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glicosidicas em C-4 e, simultaneamente, eliminando H+ de C-5, resultando na formacéo
de 4,5 oligogalacturonatos insaturados (JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005; UENOJO;
PASTORE, 2007).

Por fim, nas celulases 0 XLNR é fator de transcricdo chave na expressdo dessas
enzimas devido ao seu importante papel na ativacdo de um grupo significante de genes
envolvidos na degradacdo de xilana e celulose (GARG et al. 2016; IMRAN et al. 2019;
BHARDWAJ; KUMAR; VERMA, 2019). Outros fatores de transcricdo como CLR1 e
CLR2 também sdo essenciais para regulacdo dos genes codificadores de celulases e
hemicelulases, sendo induzidos por celulose (STRICKER; MACH; GRAAFF, 2008). As
enzimas liberadas no meio extracelular que degradam a celulose pelo mecanismo descrito
no item 3.3.4.

A hidrdlise enzimatica de carboidratos representa uma rota atraente para a
fabricacdo de produtos quimicos industriais a partir de recursos renovaveis (STRICKER,;
MACH; GRAAFF, 2008). Estas enzimas podem ser aplicadas (melhorando o processo,
na obtencdo e/ou aumentando a qualidade do produto) nas industrias téxtil, de papel e
celulose, quimicas, farmacéutica, alimenticia e para producdo de biocombustiveis
(GARG et al. 2016; IMRAN et al. 2019; BHARDWAJ; KUMAR; VERMA, 2019).

3.5 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS BIOMASSSAS IN NATURA E DOS
SOLIDOS OBTIDOS APOS O FRACIONAMENTO

3.5.1 Andlise composicional

Determinar a composi¢cdo quimica das biomassas vegetais (teores em
porcentagem de celulose, hemicelulose, pectina, lignina, extrativos e cinzas) é uma etapa
importante para sua possivel utilizacdo em biorrefinarias (SLUITER et al. 2010;
RAGAUSKAS et al. 2014). Pesquisadores do Laboratério Nacional de Energia
Renovavel (NREL), publicaram no ano de 2008, diferentes coletdneas de métodos
voltados para caracterizacdo de biomassas vegetais (SLUITER et al. 2010). No Brasil,
Gouveia et al. (2009) realizaram experimentos de caracterizagdo quimica do bagaco de
cana tratados por explosdo a vapor. Estes experimentos foram validados no Laboratorio
de processos biotecnoldgicos do Departamento de Antibi6ticos da UFPE em conjunto
com os laboratorios do Departamento de Biotecnologia da Escola de Engenharia de
Lorena. Com isto, foi proposta metodologia de caracterizacdo quimica para a

determinacédo dos teores de celulose, hemicelulose, lignina e cinzas. Estes métodos sdo
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utilizados até hoje por grupos de pesquisa caracterizando diferentes biomassas vegetais.
Entretanto, devido & complexidade da biomassa vegetal outras etapas de caracterizacao e
adaptacGes vém sendo desenvolvidas tanto para a quantificacdo de polissacarideos

(hemicelulose e pectinas) quanto para os extrativos.

A Tabela 1 apresenta os principais métodos para a analise da composicdo dos

principais constituintes da biomassa vegetal.

Tabela 1- Métodos para determinacéo do teor dos principais constituintes presentes na biomassa vegetal.

Constituintes

Procedimentos

Métodos de quantificacao

Referéncias

Extrativos

Exaustdo ou por extragdo em
Soxhlet.

Diferentes solventes polares
e apolares ou o conjunto
destes podem ser utilizados.

teor de
feita por

A quantificagdo do
extrativos  totais €
gravimetria.

A identificacdo e quantificacéo dos
constituintes dos extrativos pode ser
feita por métodos colorimétricos ou
por analises cromatogréficas.

Sluiter et al. (2005)
Hames, Scarlata, Sluiter,
(2008)

Pectinas e
Monossacarideos
livres

Extracdo (Adgua ou &cido
diluido), em temperaturas
entre 60°C e 100°C.

Identificacdo e quantificacdo:
cromatografia liquida ou gasosa
acoplada ou néo a espectrometria de
massas.

Habibi, Mahrouz e
Vignon (2005)

Celulose e
Hemicelulose

Hidrolise  acida  (acido
sulfdrico a 72%) a 121°C por
30 minutos. A fase liquida
submetida a outra hidrélise
(&cido sulfarico a 4%) a
121°C por 30 minutos.

Identificacdo e quantificagdo:
cromatografia liquida ou gasosa
acoplada ou ndo a espectrometria de
massas.

Gouveia et al. (2009)

Lignina Total
(Soluvel e insoltvel)

Hidrélise  &cida  (&cido
sulfdrico a 72%) a 121°C por
30 minutos. A fragdo solida
lignina de Klason. A fracdo
liquida solubilizada em
NaOH.

Lignina solGvel: UV-Visivel e
métodos cromatograficos

Lignina insolavel: gravimetria

Gouveia et al. (2009)

Cinzas totais

Combustdo de biomassa em
um forno em temperaturas
maiores que 250°C.

Gravimetria

Gouveia et al. (2009)

Fonte: autor, (2019).

3.5.2 Caracterizagéo por imagem

A analise composicional ndo é suficiente para investigar os efeitos do

fracionamento nos tecidos vegetais (SANT’ANNA; SOUZA, 2012). Para isso, se faz
necessario utilizar diferentes analises de imagem para avaliar de forma qualitativa a
morfologia da biomassa antes e depois do pré-tratamento (SANT’ANNA; SOUZA,
2012).

Diferentes técnicas de microscopia podem ser utilizadas para esta finalidade,
dentre estas podem ser citadas: microscopia eletronica de varredura (analise da superficie

da biomassa), microscopia eletronica de transmisséo (visualizacdo interna da estrutura) e
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de forca atdmica (investiga as propriedades topograficas) (SANT’ANNA; SOUZA, 2012;
KARIMI; TAHERZADEH, 2016). Outras técnicas como, por exemplo, microscopia
confocal de varredura a laser e microscopia eletronica, também séo ferramentas usadas
para visualizar a estrutura das biomassas, porém sdo menos usadas para avaliar o efeito
do fracionamento (DONALDSON; LAUSBERG, 1998 KARIMI; TAHERZADEH,
2016).

A Tabela 2 mostra os principais métodos de anélise por imagem para diferentes

biomassas vegetais.

Tabela 2-Diferentes métodos de analise por imagens que podem ser utilizados para a avaliagdo
da estrutura de diferentes biomassas vegetais antes e apds o fracionamento.

Técnica Pré-tratamento Resultados Referéncia
Biomassa: cavacos de eucalipto Mudanga  estrutural da  Cruz-Filho,
Pré-tratamento: &cido diluido seguido biomassa 2016)
MEV de deslignificacdo alcalina
Biomassa: Bagaco de cana Mudanga  estrutural da Vasconcelos,
Pré-tratamento: acido fosfdrico biomassa (2012)
Biomassa: palha de milho Delaminacdo (formacdo de  Ciesielski et
Pré-tratamento: &cido diluido (2,0% espagos) na parede celular al. 2014
MET em peso de H,SO4, 160°C, 5 min). promovida pelo pré-
tratamento.
Biomassa: casca de milho As ligninas migram para Karp et al.
Pré-tratamento: cido diluido H,SO4a ambientes vazios, formando (2014)
0,8% durante 20 min discos achatados ou
derivacdes esféricas.
Biomassa: Palha de cevada Feito do pré-tratamento  Azizul et al.
Forca atbmica Pré-tratamento: NaOH (0,5% a 2%) causou mudancas (2012)
105°C por 10 min. topograficas no material.
Biomassa: Bagaco de cana Fornecem  detalhes da Mandal;
Branqueamento NaCl 0,7% (1:50 m/v)  topografia e o contraste entre ~ Chakrabarty,
pH4,0 100°C por 5h macio e rigido (2011)
Microscopia Anédlises da estrutura da  Donaldson;
confocal e Biomassa: Amostras de madeira planta in natura Lausberg,
Microscopia (1998)

convencional

Fonte autor, (2019).

3.5.3 Caracterizacao fisico-quimica

A caracterizacdo fisico-quimica tem a finalidade de elucidar a estrutura quimica
dos constituintes. Na literatura sdo encontradas diferentes analises fisico-quimicas para a
caracterizacdo estrutural da biomassa vegetal (LUPOI, et al. 2014). A Tabela 3 sumariza
algumas dessas analises, mostrando sua aplicacdo, vantagens e desvantagens de cada

método.
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Tabela 3- Métodos analiticos para caracterizacdo de biomassas vegetais, analise, exemplo de uso,
vantagens e desvantagens.

Técnica Exemplo do uso Vantagens Desvantagens Referencias
Espectroscopia de Identificacdo de grupos Analise de  facil Baixa resolugdo para
infravermelho funcionais manuseio e rapido compostos com 0s mesmos
resultado grupos funcionais Xu et al. (2013)
Informagdes fisicas Tempo de aquisi¢do longo

Difratometria de
raios X

Determinacéo do
indice de cristalinidade

importantes para uso
de fibras naturais e
polimeros

(hora ou dia) para controle
de processo

Park et al. (2010)

Ressonancia
magnética nuclear

Identificacdo estrutural
biomassa

Resolugéo de
estruturas
moleculares
complexas

Tempo de aquisi¢do longo
(hora ou dia) para controle
de processo, exceto sob
uma alta concentracdo de o
analito

Park et al. (2009)

Cromatografia de
permeacao em gel

Identificacdo do peso
molecular

Utilizada como
método de
fracionamento.
Informagdes sobre a
distribuicdo de massa
molar.

Amostras com tamanhos
similares ndo sdo
separados

Exemplo: isbmeros

Kanaujia et al.
(2014)

Cromatografia
liquida de
eficiéncia

alta

Determinacéo de
monossacarideos

Diversas
configuracoes de
separacdo e
polaridades
moleculares

N&o destrutivo; pode
coletar fracdes
Separagdo de ndo
volatil ou
termicamente
Moléculas instaveis

Tempos de anélise longos
Pode exigir purificacdo
das amostras

Karimi,
Taherzadeh,
(2016)

Cromatografia
gasosa

Determinacéo de
monossacarideos,
gorduras etc.

Analisar
seletivamente apenas
espécies volateis

Destrutivo

Karimi e
Taherzadeh (2016)

Espectrometria de
massas

Determinacdo do peso
molar e identificagdo
de mondmeros
presentes na biomassa.

Pode ser usado para
determinagdo de peso
molecular

Anélise rapida
Seletividade
Sensibilidade

Destrutiva

Agblevor Evans,
Johnson, 1994

Pirélise

Pirdlise em
biomassas vegetais
para quantificacdo de
compostos e cinzas.

Elimina a
necessidade de
isolamento de
compostos.
Amostra facilmente
preparadas
caracterizacao
estrutural detalhada
de produtos de
pirélise

Pequenos volumes de
amostra

Destrutivo

Anédlise de dados
potencialmente complexa
(isto é, quais fragmentos
devem ser incluidos na
quantificacdo de
mondmeros

Gonzalez-Vila et
al. (2001)

Espectroscopia
UV/Vis

Determinacédo do
comprimento de onda
maximo de moléculas
presentes nas
biomassas.

Instrumentos baratos
e simples.
Seletivo e sensivel.

Dificuldade em
determinar o coeficiente
de extingdo para a
quantificacdo de lignina
A absorbancia de
moléculas estranhas
(sobreposicéo de sinal)

Lupoi et al. (2014)

Fonte autor, (2019).
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3.6 PALMA FORRAGEIRA

A palma forrageira das espécies Opuntia ficus-indica (palma gigante) (Figura
11A) e Opuntia cochenillifera (palma miuda) (Figura 11B) sdo cactaceas, pertencentes a
divisdo: Embryophyta; subdivisdo: Angiospermea; classe: Dicotyledoneae; subclasse:
Archiclamideae; ordem: Opuntiales, familia: Cactaceae e género Opuntia. Estas séo
espécies adaptadas a regides aridas e semiéridas, podendo ser encontradas no México,
América Latina, Africa do Sul, Europa e Mediterraneo (SANTOS et al. 2006; EL-
MOSTAFA et al. 2014; REALINI et al. 2015).

Figura 11- Espécies de Opuntia ficus-indica (A) e Opuntia cochenillifera (B), mostrando o0s
cladddios estruturas caracteristicas dessas espécies.

"

Sédo plantas arbustivas, suculentas, ramificadas e segmentadas. Uma caracteristica
marcante destas espécies é a presenca de cladddios, um tipo de modificacdo caulinar
verde e suculenta; além disso, apresentam frutos e flores (NUNES, 2011). Quimicamente,
apresentam em sua composicao, vitaminas, minerais, proteinas, constituintes fenolicos,
além de serem ricas em &gua e em carboidratos (EL-MOSTAFA et al. 2014).

Por serem de espécies diferentes apresentam caracteristicas prdprias. Os cladddios
da espécie O. ficus-indica apresentam forma oval-eliptica ou sub-ovalada podendo pesar
aproximadamente de 1 kg e comprimento de até 50 cm de comprimento (SANTOS et al.
2006; NUNES, 2011). Suas flores apresentam colora¢do amarela brilhante e seus frutos
em formato de baga de coloracdo amarela, passando a roxa quando maduros (SANTOS
et al. 2006; EL-MOSTAFA et al. 2014).

A espécie O. cochenillifera ¢ de menor porte, seus cladédios podem pesam
aproximadamente 350 g e apresentarem comprimento de até 25 cm estas também
apresentam formato também ovalado (SANTOS et al. 2006; NUNES, 2011). Suas flores



44

sdo vermelhas e seus frutos também sédo em formato de baga de coloracdo roxa (SANTOS
et al. 2006). Esta espécie quando comparada a espécie O. ficus-indica é a mais nutritiva
e apreciada pelo gado (palatavel), porém apresenta menor resisténcia a seca e
produtividade (SANTOS et al. 2006; VASCONCELOS et al 2009; EL-MOSTAFA et al.
2014; REALINI et al. 2015).

A palma forrageira foi introduzida no Brasil provavelmente por volta de 1877 e
cultivada nos estados de Alagoas, Pernambuco e Paraiba com o objetivo de ser utilizada
como matéria-prima para a producdo do corante carmim produzido pela cochonilha do
carmim, entretanto, esta utilizacdo ndo prosperou devido substituicdo dos corantes
naturais por corantes sintéticos produzidos pela indudstria do petréleo e seus derivados
(SANTOS et al. 2001; SANTOS et al. 2006). Logo em seguida passou a ser utilizada
como planta ornamental e somente no inicio do século XX, foi utilizada como planta
forrageira com a finalidade de diminuir o impacto provocado pela seca que assolava a
regido nordeste (VASCONCELOS et al. 2009; SANTOS et al. 2001).

O Brasil ¢ um dos grandes produtores de palma forrageira do mundo. Segundo
dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica- IBGE de 2017, sdo produzidas
no pais 2.875.034 toneladas com area de colheita de 96.900 hectares. A regido semiarida
é responsavel pela producdo nacional, esta compreende os estados: Ceard, Rio Grande do
Norte, a maior parte da Paraiba e Pernambuco, Sudeste do Piaui, Oeste de Alagoas e
Sergipe, regido central da Bahia e uma faixa que se estende em Minas Gerais. O estado
da Bahia possui a maior producdo 1.303.149 toneladas como uma area de colheita de
47.893 hectares. Pernambuco é o segundo maior produtor tendo producdo de 468.826
toneladas em uma &rea de colheita de17.237 hectares estando concentrada no agreste e no
sertdo do estado (IBGE, 2020).

Por serem plantas adaptadas ao clima das regides semiaridas, apresentam alto
valor nutricional e produtividade em massa. Estas séo utilizadas como alimento animal e
humano e promovem diferentes benéficos a saude (CHIACCHIO; MESQUITA;
SANTOS, 2006; SANTOS et al. 2006; NUNES, 2011). Entretanto, existem outras
possibilidades de utilizagdes, seus constituintes incorporados em formulagdes alimentares
(GUEVARA-ARAUZA et al. 2012), utilizadas para producdo de enzimas industriais
(TEIXEIRA et al. 2000; MELO 2015), biocombustiveis (SANTOS et al. 2016), produtos
quimicos (GUEVARA-ARAUZA et al. 2012), biocombustiveis dentre outros
(GONCALVES et al. 2014; YANG et al. 2015; NASCIMENTO et al. 2016; SOUZA-
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FILHO et al. 2016). A Figura 12 sumariza algumas aplicacGes obtidas pelos constituintes
presentes nas espécies de Opuntia.

Mesmo se conhecendo muito sobre a palma forrageira e seu potencial como
alimento (humano e animal) e beneficios voltados a salde, at¢é o momento, nao foi
reportado nenhum estudo utilizando as espécies O. ficus-indica e O. cochenillifera como
matéria-prima em uma biorrefinaria (SANTOS et al. 2006; NUNES, 2011; EL-
MOSTAFA et al. 2014). Isto é, explorando em conjunto seus constituintes estruturais,
celulose polioses, lignina, extrativos e cinzas com a finalidade de se obter produtos de
alto valor agregado (PARADA; OSSEWEIJER; DUQUE, 2017).

A biorrefinaria de cactaceas ainda € um desafio, visto que muitos dos processos
de fracionamento ainda precisam ser otimizados ou desenvolvidos. Além disso, muitos
constituintes presentes nestas biomassas ainda nao foram nem caracterizados
qguimicamente. Este trabalho, traz como inovacéo a utilizacdo como matéria-prima duas
espécies de palma forrageira, onde foi realizado o fracionamento, recuperacdo das
macromoléculas e utilizacdo destas. A obtencdo de produtos derivados da palma
forrageira pode vir a movimentar a economia da regido.

Figura 12- Diferentes potencialidades dos diferentes constituintes presentes nas biomassas de

Opuntia.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 BIOMASSA DE OPUNTIA

Cladodios das espécies O. ficus-indica (L.) Mill. (Clone IPA-20, nimero de
registro 05165) e O. cochenillifera (L.) Mill. (IPA 100004, nimero de registro 27851)
(Figura 13 A e B) com quatro anos de idade, foram fornecidos pelo Instituto Agronémico

de Pernambuco (IPA) http://www.ipa.br/novo/. A Estacdo Experimental Arcoverde-PE

IPA esta localizada no sertdo pernambucano, com altitude de 664 metros, latitude
8°26'60"sul e longitude 37°03'15" oeste. A regido apresenta precipitacdo media de 680
mm, temperatura anual de 23,7°C com variacdes de 13°C a 35°C de junho/julho a
dezembro/janeiro, respectivamente.

Os cladddios foram secos em estufa por 48 h a 65 °C. Em seguida, foram entdo
moidos em um moinho de facas (Fritsch-pulverisette 14) e tamisados numa granulacao
de 100 um (Figura 13C e D).

Figura 13- Cladddios de O. ficus-indica (A) e O. cochenillifera (B) in natura e cladodios secos
e moidos (C) e (D).

Fonte: Autor, (2019).

4.2 FRACIONAMENTO DA BIOMASSA DE OPUNTIA

O fracionamento da biomassa foi realizado em escala de laboratério (bancada) em
4 etapas, em condicdes ja previamente otimizadas por outros autores para diferentes
biomassas. Os cladddios (300 g) de O. ficus-indica e O. cochenillifera foram submetidos

separadamente, a uma extracdo aquosa (Etapa 1), em proporg¢des (g/L) 1:1,5 para O. ficus-
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indica e O. cochenillifera, em tanque agitado de 2 L, a 60 °C e 1200 rpm, durante 1 h
(SEPULVEDA et al. 2007; CAI et al. 2008). ApGs a extraco, o material foi centrifugado
3600 rpm por 10 min e foi obtido trés fragdes uma liquida, uma gelatinosa e outra
contendo o material lignocelulésico. A fracédo liquida foi submetida a outra centrifugacéo
a 11000 rpm, para separar as partes solidas ainda presentes (COLONETTI, 2012). Em
sequida, foram precipitadas com etanol (1:2). O precipitado foi entdo separado por
centrifugacdo a 11000 rpm por 10 min. A fracdo gelatinosa, foi separada do sélido
lignocelulosico por espatula. A fragdo gelatinosa e o precipitado em etanol foram secos a
80 °C por 48h (COLONETTI, 2012).

Feita a separacdo das fracGes pécticas (liquida e gelatinosa) o material
lignocelulosico foi submetido a hidrélise &cida (Etapa 2) com H3PO4 a 1% em autoclave
a 121°C durante 1 h, relacdo solido: liquido 1:10 para obtencdo de um hidrolisado acido
(VASCONCELOS, 2012). Apos a reacdo o hidrolisado acido foi separado da celulignina
por filtrag&o.

A celulignina (Etapa 3) foi entdo submetida a deslignificacéo alcalina com NaOH
a 1%, sob as mesmas condicBes que a hidrolise acida (CRUZ-FILHO, 2016). Apoés a
deslignificacdo, o licor negro contendo as ligninas foi separado da polpa celulésica por
filtragdo. Em seguida o licor foi acidificado com H2SO4 para pH 2 a 30°C e mantido sem
agitacdo durante 12 h. Ao término da precipitacao o sistema foi filtrado em papel de filtro
e cuidadosamente lavado até ser neutralizado. A lignina sélida e a sélido (celulose) foram
secos a 70 + 1°C por aproximadamente 72 h (ROCHA et al. 2012).

A celulose obtida foi submetida a tratamento enzimatico (Etapa 4) por enzimas
celuloliticas comerciais. Nas seguintes condicGes: pH 4,8, sob agitagdo de 150 rpm,
temperatura de 50 + 2°C e relacdo sélido: liquido 2% (m/v) com as biomassas em
granulacdo de 100 um, por 96 h. As atividades enzimaticas utilizadas foram de 15 FPU/g
substrato (Celluclast 1.5 L) e 10Ul/g substrato (Novozym 188) (VASCONCELOS et al.
2013; CRUZ-FILHO, 2016).

Os cladddios in natura e as fragdes obtidas depois de cada etapa de fracionamento,
foram submetidas & andlise da composicéo, caracterizacdo fisico-quimica e a hidrélise
enzimética. As fragbes pécticas, o hidrolisado &cido e o licor negro obtidos foram
inicialmente, submetidos a caracterizacao fisica e quimica. Apos caracterizacao as fracoes
pécticas foram utilizadas como substrato para crescimento de leveduras Saccharomyces
cerevisiae UFPEDA 1015. O hidrolisado acido foi utilizado para produgdo de enzimas
industriais. Com os acucares obtidos da hidrolise enzimética da celulose foram realizados
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ensaios de fermentacdo com a levedura Saccharomyces cerevisiae UFPEDA 1015. Por
fim com as ligninas foram realizados estudos em células animais respectivamente. Na
Figura 14 esta apresentado o fluxograma geral de todas as etapas realizadas neste
trabalho.

Figura 14- Fluxograma geral mostrando as etapas realizadas durante o fracionamento da
biomassa.
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Fonte: Autor, (2020).

43  ANALISE DA COMPOSICAO QUIMICA DA BIOMASSA (IN NATURA E
FRACIONADA)

A composicao quimica das biomassas de Opuntia in natura e dos sélidos obtidos
durante o fracionamento (Figura 14) foi determinada através de adaptacdo de técnica
validada e utilizada no Laboratério de Processos Biotecnoldgicos da UFPE para analise
de biomassas de cana-de-actcar (GOUVEIA et al. 2009).

A adaptacdo do meétodo a analise se deu em relacdo aos solventes extratores

utilizados, para permitir a extracdo e fracionamento do material péctico, baseando-se em
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metodologia de extracdo de polissacarideos pécticos de Habibi, Mahrouz e Vignon (2005)
e a granulacédo da biomassa foi de 80 mesh. Os teores de extrativos foram determinados
apenas para os cladddios in natura.

4.3.1 Determinacao do teor de extrativos dos cladodios in natura

Para a determinacdo do teor de extrativos foi realizada uma extracdo em um
aparelho de Soxhlet, utilizando como solvente extrator o sistema tolueno: etanol 38:62
(v/v) por 8 h, segundo Habibi, Mahrouz e Vignon (2005). Ao final da extracéo, o sélido
obtido foi seco em estufa (Tecnal, TE-393/1) a 105 + 2 °C, até peso constante. O teor de
extrativos em percentual foi calculado por diferenca de massa através da Equacdo 1
(SLUITER et al. 2005).

M, —-M
Y%Ext = (”M—le) +100 (1)
a

Sendo: Mc= massa da amostra com extrativos (g); Mie = massa da amostra livre de
extrativos (g); Ma = massa da amostra inicial seca (g).

4.3.2 Determinacao do teor de umidade

Para a determinacdo da umidade, se utilizou a metodologia do peso constante.
Onde 2,0 g de biomassa foram levados a estufa (Tecnal, TE-393/1), a 105 + 2 °C e pesada
em intervalos regulares de tempo, até peso constante. A umidade foi determinada pela
Equacdo 2 (SLUITER et al. 2005).

M
%U = (1 E—_ ) %100 (2)

amida
Onde: %U= Percentual de umidade; Mseca=Massa seca; Mumida= Massa imida.

4.3.3 Hidrdlise acida (H2SO4 72% v/v) das biomassas de Opuntia

Amostras de 2,0 g dos cladodios secos in natura e os obtidos durante as etapas
de fracionamento, foram transferidas para um béquer de 100 mL e tratadas com 12 mL
de H2SO4 72% (v/v), sob agitacdo durante 8 minutos, a uma temperatura de 45 + 3°C em
banho termostatico (Tecnal, TE-2005). Em seguida foi adicionado 50 mL de agua
destilada. Transferiram-se as amostras para frascos de Erlenmeyer de 500 mL e

adicionou-se 225 mL de agua destilada. O sistema foi levado a autoclave durante 30 min
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a 121°C (1,05 atm) e resfriado a 25°C. O material hidrolisado foi filtrado por filtracdo
simples em papel de filtro previamente seco e pesado. O hidrolisado foi recolhido em
baldo volumétrico de 500 mL e o sélido (lignina insoltvel mais cinzas da lignina) contido
no papel de filtro, foi lavado com por¢bes de 50 mL de agua destilada até completar o
volume do bal&o.

Apos a separacdo do hidrolisado, o solido retido no papel de filtro, foi lavado
com 1500 mL de &gua destilada para a remocao de anions sulfato o qual foi utilizado para
a quantificacdo de lignina insoltvel e cinzas (GOUVEIA et al. 2009; ROCHA et al. 2011).

4.3.4 Determinacdo do teor de lignina solavel

Para a determinacdo da lignina soltvel, uma aliquota de 5 mL do hidrolisado foi
transferida para um baldo volumétrico de 100 mL e corrigida com 1,5 mL de uma solucéao
de NaOH 6 M para obter solucdo com pH 12. Completou-se o volume do baldo com agua
destilada obtendo assim uma dilui¢do de 1:20. Em seguida foi realizada a leitura de
absorbéancia do hidrolisado em espectrofotometro (Hewlett-Packard, modelo 8453) a 280
nm, tendo 4gua como branco. A concentragdo da lignina soltvel foi obtida pelas Equagdes
3e4 (ROCHA etal. 2011).

Con.LigS = [4,187.1072(A,280 — Apa2so) — 3,279.107%] (3)

Apazeo = [(Crurf - €rurf ) + (Crumr- €umr)] (4)

Onde: Awsgo: Absorbancia da solucéo de lignina junto com os produtos de degradacéo em
280 nm; Apdzso: Absorbancia, em 280 nm, dos produtos de decomposicéo dos aguicares
(furfural e 5-hidroximetilfurfural), cujas concentracdes Crurr € Chmr foram determinadas

previamente por CLAE; erurf € enmvr SA0 absortividades foram obtidas experimentalmente.

435 Determinacdo de carboidratos, acido organicos, HMF (5-

hidroximetilfurfural) e furfural na fracéo liquida.

A identificacédo e quantificacdo dos compostos presentes no hidrolisado, obtido
a partir da hidrolise com H2SQO4 72% (v/v), foi realizada em cromatogréfo liquido de alta
eficiéncia (Agilent, série 1100), coluna Aminex HPX87H (Bio-Rad), temperatura de
60°C, fase movel: H.SO4 5 mM, fluxo de 0,6 mL/min e detector (IR) indice de refracéo

para a identificacdo e quantificacdo dos componentes (celobiose, glicose, xilose,
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arabinose, acido formico, acido acético e acido galacturénico).

A concentragdo de furfural e HMF foi determinada utilizando-se uma coluna de
fase reversa (C-18) (Agilent Tecnologies), com uma fase mdvel composta por uma
solucdo de acetonitrila-dgua 1:8% contendo 1% de acido acético, utilizando-se um
detector de UV/Vis (274 nm) a 25 °C. Foi utilizado o método padrdo externo com
concentragdes de 0,050 a 6 g/L (GOUVEIA et al. 2009). As amostras foram filtradas em
membrana 0,22 um antes do procedimento analitico. Para a determinacéo da quantidade
final dos polissacarideos (celulose (C), hemicelulose (H) e pectinas (P)), utilizou uma
correcdo através dos fatores de conversdo (ROCHA, 2000; GOUVEIA et al. 2009)
encontrados na Tabela 4.

Tabela 4- Fatores de conversdo dos componentes precursores de Celulose, Hemicelulose e

pectinas.

Componentes Fator de Converséo

Celobiose (C) 0,95

Glicose (C) 0,90

Xilose (H) 0,88

Arabinose (H) 0,88

Acido galacturdnico (P) 0,91

Acido Acético (H) 0,72

Acido Férmico (C) 3,52

Furfural (H) 1,37

5-Hidroximetilfurfural (C) 1,29

Fonte: Rocha, (2000) e Gouveia et al. (2009).
4.3.6 Determinacdo de lignina insolivel em meio acido, teor de cinzas de lignina e

cinzas totais.

O material insoltvel retido no papel de filtro, proveniente da etapa de hidrolise
acida, apds lavagem com 1500 mL de agua destilada, foi seco em estufa (Tecnal, TE-
393/1) a 105 + 2 °C até massa constante. Em seguida, o material seco foi transferido
quantitativamente para cadinhos de porcelana, previamente secos e pesados.
Posteriormente, as amostras foram calcinadas a 300 °C por aproximadamente 1 h e em
seguida, a 800 °C por 2 h. Ao final do processo, os cadinhos, contendo as cinzas, foram
resfriados em dessecador e a massa de cinzas, presente na lignina insoltuvel (Equacéo 5),
foi quantificada em balanca analitica (Ohaus, PA214CP) (GOUVEIA et al. 2009;
ROCHA et al. 2011).

Cinzas 1 (g) = M., — M4 (5)
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Sendo: Mc: Massa de cinzas + o cadinho; Mc: Massa do cadinho tarado.

A porcentagem de lignina insoltvel em meio acido foi calculada pela equagéo
em relacdo a biomassa seca, subtraindo-se a massa de cinzas presente na lignina
(GOUVEIA et al. 2009; ROCHA et al. 2011). O teor de lignina insolivel em meio acido
é dado pela Equacéo 6:

Mpr - (Mc + pr)

Ligl (%) = m
a

.100% (6)

Sendo: Ligl (%) = Porcentagem de lignina insoltvel; M= Massa do papel de filtro com
0s residuos sélidos + cinzas; M= Massa de cinzas insoltveis em meio acido; Ms, = Massa

do papel de filtro; Ma= Massa da amostra inicial seca.

Para determinacdo do teor de cinzas totais (em triplicata), foram pesados
aproximadamente 2 g de cladodio seco em cadinhos de porcelana previamente secos e
tarados. Estes materiais foram inicialmente calcinados a 300 °C por aproximadamente 1
h e entdo a 800 °C por 2 h. Apds a calcinacdo os cadinhos foram resfriados em dessecador
e a massa de cinzas determinada em balanca analitica (Ohaus, PA214CP) (GOUVEIA et
al. 2009; ROCHA et al. 2011).

4.3.7 Hidrdlise quimica e quantificacdo por CLAE dos constituintes presentes nas
fracGes pécticas, hemicelulose e ligninas.

As fracOes pécticas foram submetidas a hidrdlise acida segundo condi¢des obtidas
por Lefsih et al. (2016) com modificacdes. Foi realizada uma hidrdlise acida a 100 + 5°C
em banho termostatizado (Nova Instruments — NI 1246) utilizando 2,5 mL de Acido
Trifluoroacético-TFA (2 M) para 25 mg de cada fragdo péctica durante 6 horas.

O hidrolisado hemicelulésico também foi submetido a uma pds-hidrolise,
empregando-se H2SO4 4%. Foram adicionadas partes iguais de hidrolisado e de &cido
(diluico de 1:1), a 121 °C (1,05 atm), em autoclave, durante 1 h para hidrolise de
oligossacarideos resultantes (OHGREN et al. 2007). Parte das amostras foram
neutralizadas com 2,5 mL de hidroxido de amdnio (NHsOH — 2M), completadas para 10
mL com &gua destilada e outra parte ndo (de acordo com o método cromatografico) e

foram filtradas em membrana microporosa (0,22 pum).
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Para determinar a composi¢cdo monomérica, as ligninas foram oxidadas com
nitrobenzeno pelo método descrito por liyama e Lam (1990) com modificacdes. Onde 50
mg dessas moléculas foram colocadas em uma ampola contendo 1 mL de NaOH 2M e
100 uL de nitrobenzeno. A ampola foi selada e aquecida a 170 °C durante 2,5 h com
agitacdo na metade do tempo de reacdo. Apds oxidacdo, a amostra foi lavada duas vezes
com cloroférmio, acidificada com HCI 5M e extraida duas vezes com cloroférmio. Os
extratos organicos foram combinados, secos e ressuspensos em metanol.

A identificacdo e quantificacdo dos carboidratos, acidos organicos e produtos de
degradacéo foi realizada de com o item 4.3.5. A concentracdo de galactose e xilose foi
determinada utilizando agua ultrapura como fase mével, fluxo de 0,2 mL-min™), coluna
HC-75 Pb2* (Hamilton) a 80 °C. Estes monossacarideos foram quantificados em CLAE
(Agilent, série 1100), empregando um detector por indice de refracdo (IR). A
quantificacdo dos componentes p-hidroxibenzaldeido (Hy) vanilina (V) e siringaldeido
(Sy) presentes nas ligninas foi realizada em uma coluna de fase reversa (C-18) (Agilent
Technologies) usando um detector UV/Vis (290 nm) a 25 °C tendo vanilina como padréo
interno. As amostras foram filtradas em membrana 0,22 pm antes do procedimento

analitico.

44  CARACTERIZACAO  FISICO-QUIMICA DAS BIOMASSAS E
MACROMOLECULAS OBTIDAS DURANTE O FRACIONAMENTO.

4.4.1 Microscopia eletronica de varredura (MEV).

Para verificar as mudancas na superficie dos sélidos obtidos durante o
fracionamento quando comparadas a in natura, foi empregada a técnica de microscopia
eletrnica de varredura (MEV). As amostras foram previamente cobertas com 20 nm de
ouro no metalizador JFC-1100 (Jeol, Tokyo, Japan) e foram analisadas em microscopio
eletronico de varredura JEOL T-200 (Jeol, Tokyo, Japan).

4.4.2 Espectroscopia no Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR).
Para visualizagdo dos grupos funcionais foi empregada a técnica de
Espectroscopia no Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) em infravermelho
(Bruker IFS66). Pastilhas de KBr foram preparadas, a partir de maceracéo de 200 mg de
KBr e 2 mg de amostra, em um almofariz Gral de &gata. Em seguida, a mistura foi

colocada em um molde pastilhador de ago inoxidavel, o qual foi submetido a vacuo
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durante 5 min e pressionado até 15 kgf.cm, para a formagao da pastilha. Os espectros
foram obtidos na regido de 4000 a 400 cm™.

Apenas para as fracbes pécticas foi determinado o grau de esterificacdo (DE)
integrando as bandas no espectro de infravermelho foi proposta por Monsoor, Kalapathy
e Proctor (2001). Seus estudos compararam a determinacao do grau de esterificacdo por
cromatografia gasosa com resultados obtidos pela integracdo das areas das bandas de
grupos carboxilicos esterificados (entre 1844 + 29,8 cm™ e 1682 + 12,3 cm™), atribuidos
a deformacéo axial do grupo carbonila, C=0, e grupos carboxilicos ndo esterificados,
atribuidos a deformacéo axial dos ions carboxilato, COO-, (entre 1682 + 12.3 cm™ e 1532

+ 20,2 cm™) no espectro de infravermelho através da Equagéo 7:

DE = (L) * 100% (7
Anest + Aest

Sendo: DE é o grau de esterificacdo (%); Aest, @ area dos picos dos grupos carboxilicos
esterificados; Anest, @ rea dos picos dos grupos carboxilicos ndo esterificados. Os valores
das areas sob as curvas foram determinados utilizando o software Spectrus Processor
(ACD LABS).

4.4.3 Difragdo de raios-X — (DRX)

Com o objetivo de se avaliar as alteragdes nos cristais de celulose nas biomassas
de Opuntia in natura comparado aos sélidos obtidos durante o fracionamento. Empregou-
se a técnica de DRX, para isto, utilizou-se um difratbmetro de raios- X (XRD-
6000/Shimadzu), pertencente ao CETENE. As condig¢fes aplicadas foram: 40 kV,
intervalo angular 4° a 60° (angulo de Bragg—26), variagdo angular 0,05° e tempo de
contagem de 1s. O indice de cristalinidade (1C) foi determinado pela Equagdo 8 (SEGAL
et al 1959).

Iogs — 1
%IC = [(M)] .100% (8)
002

Onde: %IC: Indice de cristalinidade; loo2: Intensidade no pico cristalino a

aproximadamente 20; Iam: Intensidade relativa a regido amorfa
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4.4.4 Andlises por espectroscopia de RMN (13C CPMAS e 1H)

As ligninas foram caracterizadas por Ressonancia Magnética Nuclear em estado
sélido (**C CPMAS RMN). As amostras foram secas, homogeneizadas, pulverizadas e
peneirados a 0,5 mm. Os espectros de RMN foram registados num Bruker AV-300
equipado com uma sonda, MAS com um furo de 4 mm de largura, com 0s seguintes
parametros de aquisicdo: 13.000 Hz de velocidade de rotacdo do rotor; 2 s de tempo de
reciclagem; 1H-power para CP 92.16 W: H 90° de pulso 2,85 ps; C de poténcia para
CP 150, 4 W; 1 ms de tempo de contato; 30 ms de tempo de aquisi¢do; 4000 scans. As
amostras foram acondicionadas em rotores de zirconio de 4 mm com tampa Kel-F. A
sequéncia de pulsos de polariza¢ao cruzada foi aplicada com um pulso de “rampa” de
formato composto no canal *H para explicar a falta de homogeneidade da condicio de
Hartmann-Hann na alta frequéncia de rotagdo do rotor. A transformada de Fourier foi
realizada com um ponto de dados de 4k e uma apodizagdo exponencial de 100 Hz de
ampliacdo de linha.

Para a interpretacio dos espectros de RMN *C-CPMAS, o intervalo global de
alteracbes quimicas foi dividido nas seguintes regides de ressonancia principais
(MARTINEZ-BALMORI et al. 2014): alquil-C (0-45 ppm); metoxil-C e N-alquil-C (45-
60 ppm); O-alquil-C (60-110 ppm); aromaticos C nédo substituidos e alquil-substituidos
(110-145 ppm); O-substituido aromatico-C (145-160 ppm); carboxila e carbonila-C (160-
200 ppm). A érea de cada regido espectral (Riabs) foi dividida pela soma de todas as areas
espectrais, para obter uma quantidade relativa (software MestreNova 6.2.0, Mestre-lab
Research, 2010).

A acetilacio da lignina foi realizada com o objetivo de analise a molécula em H
RMN o método foi realizado segundo Rocha et al. (2014). Cerca de 50 mg de lignina,
obtidas, foram dissolvidas em 5 mL de piridina e 5 mL de anidrido acético. A mistura foi
borbulhada por 15 min com nitrogénio e o frasco selado. O sistema foi deixado a
temperatura ambiente no escuro durante 50 h. Ao término da reacdo o excesso de anidrido
acetico foi removido pela adicdo de metanol. Os solventes foram evaporados sob pressédo
reduzida, com o auxilio da formacéo de azedtropo com tolueno e etanol. Finalmente as
amostras foram completamente secas por trés dias a vacuo.

As andlises de *H RMN foram realizadas com ligninas acetiladas (20 mg
dissolvidas em CDClIs). Para as fracfes pécticas (20 mg dissolvidas em D-O aquecido a

60 °C) (MZOUGHI et al. 2018). As amostras foram submetidas a analise de ressonancia
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magnética nuclear de *H em um espectrémetro Bruker Avance 300 operando a 400MHz

de frequéncia, com sonda de 5mm

4.4.5 Andlise elementar e determinacao da formula minima
Os teores de carbono, hidrogénio e oxigénio das ligninas foram determinados por
analisador de elementos (CE EA 1110). A férmula minima férmula minima foi

determinada utilizando as expressdes descritas por Goncalves et al. (2000).

4.4.6 Determinacdo do peso molecular médio (Mw)

O peso molecular médio das fracBes pécticas em diferentes concentracdes (1,0 a
9,0 g/L) foi estimado através da viscosidade dessas fragdes em agua usa-se 0 viscosimetro
de Ostwald aplicando as seguintes Equacdes 9, 10, 11, 12 e 13 (ARSLAN, 1995). As
fracdes foram dissolvidas em &gua aquecida a 60 °C (MZOUGHI et al. 2018).

Viscosidade Relativa )

| —

Nrel = [ (adimensional)

Viscosidade especifica _ 1= -t) (10)
Nesp=MNrel - 1 = "

Viscosidade especifica _Nesp (11)
MNespred - ~

reduzida ¢

Viscosidade inerente _In(M ) (12)
Niner= ————

o
o ] _ 13
Viscosidade Intrinseca [n]=K (W) (13)

Onde: t =tempo de escoamento da solucdo; no viscosimetro; to = tempo de escoamento
do solvente puro; no viscosimetro ¢ = concentracdo das fracfes em (g/L); K e a séo
constantes que dependem do polimero, do solvente e da temperatura. No caso da pectina:
a=1,34eK=1,410° (CHEREMISINOFF, 1989).

Para as ligninas a distribuicdo da massa molecular foi determinada de acordo
com Rocha et al. (2014) usando um sistema de cromatografia com uma coluna de vidro
(57 x 1,8 cm) preenchida com uma suspensao de Sephadex G-50 em NaOH 0,5 M. A fase
movel utilizada foi 0,5 M NaOH em um fluxo de 0,4 mL/min. Recolheram-se fragdes de
4 mL e a absorbancia de cada fracédo foi lida a 280 nm. O volume de amostra injetada foi
de 0,4 mL e sua concentracdo de 2,0 mg/mL. A coluna cromatografica foi previamente

calibrada com proteinas e uma lignina de bagaco de cana de peso molecular conhecido
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(albumina de 66 kDa; anidrase carbonica de 29 kDa; citocromo C de 12,4k Da e
aprotinina de 6,5 kDa e lignina de bagaco de cana 2,0 kDa). Com isto foram determinados
os valores do peso molecular médio numérico (Mn), do peso molecular médio ponderado
(Mw) e do Mw/Mn (dispersibilidade).

4.4.7 Espectroscopia UV-Vis

Para andlises de espectroscopia UV-Vis, a metodologia de Rocha et al. (2014)
com modificacdes foi utilizado. Preparou-se uma solucdo de ligninas a 0,1 g/L. em NaOH
0,01 mol/L. A partir desta solucéo, foram realizadas diluigdes de 0,01 a 0,05 g/L, as quais
foram utilizadas para obter uma curva analitica a 280 nm. A solu¢do contendo 0,03 g/L
de lignina foi usada para obter os espectros, espalhando entre 250 e 400 nm em um
espectrofotdmetro da Hewlett-Packard, modelo 8453. O branco das anélises foi realizado

com solucdo de NaOH 0,01 mol/L.

4.4.8 Determinacdo de guaiacila, siringila e p-hidroxifenila presentes na lignina

por Termoquimdlise-gas-cromatografia-massa-espectrometria (THM-GC-MS).

Para a linha off-line-THM-GC-MS, cerca de 100 mg de cladddios das espécies O.
ficus-indica e O. cochenillifera foram colocados em barcas de quartzo e umedecidos com
0,5 mL de solugdo de hidréxido de tetrametilaménio (25% em metanol). Depois da
mistura ter secado sob uma corrente de nitrogénio durante cerca de 10 min, a amostra foi
introduzida num reator tubular Pyrex (50 cm x 3,5 cm d.i.) e aquecida a 400 °C durante
30 minutos num forno. Os produtos liberados pela termoquimolise foram continuamente
arrastados por um fluxo de hélio (20 mL/min) em duas armadilhas sucessivas de
cloroférmio (50 mL) mantidas em um banho de sal gelado. As solucGes de cloroférmio
foram combinadas num frasco redondo e concentradas por evaporagdo rotativa sob
pressdo reduzida. O residuo foi redissolvido em 1 mL de cloroférmio e transferido para
um frasco de vidro para anise de GC-MS. Duas replicas de termoquimdlise foram
realizadas para cada amostra de &cido humico. Os produtos da termoquimdlise foram
analisados por GC-MS. As amostras foram analisadas em um cromatégrafo GC-MS
QP2010 Plus (Shimadzu, Téquio, Japao). A coluna utilizada foi de 30 m x 0,25 mm id,
0,25 um, Rtx-5MS WCOT.

A separacdo cromatografica foi conseguida com o seguinte programa de
temperatura: 60 °C durante 1 min (isotérmico) aumentada a 7°C/min até 100 °C e, depois,
a 4°C/min a 320 °C, seguido de 10 min a 320°C (isotérmico). O gas de arraste foi hélio a
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1,90 mL/min, temperatura do injetor 250 °C e 0 modo de injecdo dividida com 30
mL/min. Os espectros de massa foram obtidos no modo El (70 eV), e a varredura estava
na faixa m/z 45—650 com um tempo de ciclo de 1s. A identificagdo do composto foi
baseada na comparacao de espectros de massa com o banco de dados da biblioteca NIST,
espectros publicados e padrdes reais (MARTINEZ-BALMORI et al. 2013).

4.4.9 Graficos radar para comparacao das ligninas

O uso de graficos de radar permite uma classificacao direta das diferentes ligninas
por comparacao dos parametros-chave. Os parametros selecionados para a elaboracao dos
graficos foram: contetdo de ligagdes B-O-4, unidades ndo condensadas (NCS), unidades
S e G (obtidas por THM-GC-MS), e rendimento de vanilina (V) e Siringaldeido (Si)
(obtido por NO). Foi utilizado o software Origin Lab 9.0 para confeccao dos gréaficos.

4.5 PROCESSOS BIOTECNOLOGICOS

45.1 Obtencdo e manutencdo das linhagens de Saccharomyces cerevisiae

A linhagem Saccharomyces cerevisiae UFPEDA 1015, foi repicada em placas
de Petri contendo meio de Sabouraud composto por: peptona de carne (5,0 g/L), peptona
de caseina (5,0g/L), glicose (20,0 g/L) agar (15,0 g/L) e pH 5,6 0s micro-organismos

foram incubados em estufa a 35°C por 3 dias e depois estocado sob refrigeracao.

4.5.2 Hidrdlise enzimatica das biomassas in natura e fracionadas e cultivo de
Saccharomyces cerevisiae no hidrolisado enzimatico.

A hidrdlise enzimética dos cladodios de O. ficus-indica e O. cochenillifera in
natura, apos as etapas de fracionamento foi realizada nas seguintes condic¢des: tampéo
citrato de sodio 0,05 mol/L, pH 4,8, sob agitacdo de 150 rpm, temperatura de 50 + 2°C e
relagdo sélido: liquido 2% (m/v) com as biomassas por 96 h. As atividades enzimaticas
utilizadas foram de 15 FPU/Q qo substrato (Celluclast 1.5 L) e 10U1/g do substrato (NOVOZYmM
188) (VASCONCELOS et al. 2013; CRUZ-FILHO, 2016). Os ensaios conduzidos foram
realizados em frascos de Erlenmeyer com volume atil de 500 mL.

Amostras foram retiradas nos tempos de hidrolise durante 96 h. As amostras
foram submetidas a um banho em ebulicdo por 5 min e logo ap6s em um banho de gelo
para inativacdo das enzimas e por fim foram centrifugadas, filtradas em membranas 0,22
um e posteriormente analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) nas

seguintes condicBes: coluna HPX87H (Bio-Rad), temperatura de 60 °C, fase mdvel:
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H2SOs 5 mM, e fluxo de 0,6 mL/min, detector indice de refracdo (IR) onde foram
determinados celobiose e glicose. A porcentagem de conversdo de celulose em glicose €
calculada pela Equacgéo 14.

CCY% = Massagjicose- Fn
0 —_—

.100% (14)
Massainicial- Yl

Onde: CC%: Conversdo enzimatica da celulose; Mygiicose: Massa de glicose presente no
hidrolisado (g); Minicia: Massa seca antes da etapa de hidrolise; Yi: Teor de celulose na

biomassa; Fn: Fator de hidrélise da celulose = 0,9.

Ao final do processo (96 h) foi realizada a fermentagdo do hidrolisado sem a
separacdo das fracGes sélida e liquida (hidrolisado enzimético obtido apenas do material
deslignificado). Uma linhagem de Saccharomyces cerevisiae UFPEDA 1015, cedida pela
Colecdo de Micro-organismos do Departamento de Antibidticos da UFPE, foi utilizada
para a producado de etanol. Para a realizacao deste experimento foi utilizada a metodologia
proposta por Vasconcelos, (2012) com modificagfes. Antes da inoculacdo da levedura, a
temperatura do sistema reacional foi reduzida para 35°C, sem agitacdo. Alcancada a
temperatura de 35 °C, foram adicionados 20 mL de meio de enriquecimento, composto
por 10 g/L de extrato de levedura e 20 g/L de peptona.

O indculo foi cultivado em mesa agitadora, a 35 °C, sem agitacdo, durante 20
horas, em meio contendo: glicose (20 g/L), extrato de levedura (10 g/L) e peptona (20
g/L). Ao hidrolisado enzimaético, ja acrescido com o meio de enriquecimento, foi
adicionado 5% (v/v) do inéculo. Essa concentracdo foi equivalente a 10® UFC/mL. A
concentragdo da biomassa foi determinada pelo método de diluicéo seriada (10 a 10°°),

a determinacdo do substrato e do etanol por CLAE, como descrito no item 4.3.5.

4.5.3 Cinética de crescimento e producdo de enzimas pectinoliticas pela levedura

Saccharomyces cerevisiae UFPEDA 1015 em meios a base de fragdes pécticas.

A metodologia para a verificacdo da producéo enzimatica utilizada foi modificada
de Hankin, Anagnostakis, (1975) e Uenojo, Pastore, (2007). Os ensaios de para verificar
se as leveduras em estudo sdo produtoras de pectinases apresentou meio de cultura com
a seguinte formulagéo: (i) KH2POgs; (4,0 g/L); (NH4)2SO4 (2,09/L) Na,HPO4 (6,0 g/L);
Extrato de Levedura (1,0 g/L) e Agar (15 g/L). (ii) A este sistema foi adicionado 2,0 mL
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de cada um dos elementos: FeSO4.7H.O (1,0g/L); MgS0O4.7H.O (1,0 g/L); CaCl;
(1,0g/L), H3BO3 (0,1 g/L); MnSO4 (0,1g/L) ZnSO4 (0,07g/L) CuSO4 (0,05g/L), M0oO3
(0,01g/L).

Com estes dois sistemas foram utilizadas diferentes fontes de carbono as quais
promoveram a formulacdo de quatro meios sendo estes com as pectinas sollveis e
insolUveis das palmas numa concentragdo de 10 g/L. Todos os meios foram esterilizados
em autoclave a 121°C por 15 min. A producéo de enzimas foi verificada com uma solugéo
de vermelho de ruténio a 0,05%.

O crescimento celular foi realizado a partir de 10% de in6culo em frascos de
Erlenmeyer (1L) tendo como meio de cultura apenas as fracbes de pectina soluvel
(200mL) de O. ficus-indica e O. cochenillifera nas seguintes condicées: 250 rpm 35 °C e
pH 6,5. Nos intervalos regulares de 0 a 48 horas, aliquotas foram retiradas e diluidas de
10 a 10®, em tubos contendo agua destilada esterilizada (Figura 15A). Em seguida,
aliquotas 10 uL foram plaqueadas em placas de Petri contendo meio de Sabouraud
(Peptona de carne 5,0 g/L, Peptona de caseina 5,0 g/L, Glicose 20 g/L e Agar 15 g/L e
pH 6,5) solidificado e foram incubadas a 35°C por 24 h (Figura 15B). Além disso,
aliquotas foram separadas para a verificacdo da producéo de enzimas pectinoliticas no

caldo.

Figura 15- Diluicdo seriada (A) e crescimento de leveduras em placas de Petri (B).

‘

Fonte: Autor, (2019)

A partir da enumeragdo das células viaveis, foi plotado um gréfico que representou
0 crescimento microbiano expresso pelo Logio das UFC/mL em fungdo do tempo, em
horas. Através desses dados foi possivel calcular a velocidade maxima de crescimento
especifico (Umax) (Equacdo 15) e o tempo de geracdo (tg) (Equagdo 16) da populagdo
microbiana (LULDEKING, 1967).
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(15)
In—= .
n X, umax.t
. In2 (16)
.=
umax

Onde: X = Concentracdo de micro-organismos no final da fase logaritmica, UFC/mL;
Xo= concentragdo de micro-organismos no inicio da fase logaritmica, UFC/mL; t= tempo
(h); umax= velocidade de crescimento especifico durante a fase logaritmica (ht); In 2 =
0,69 quando X/Xo = 2; tg= tempo de geracao.

4.5.4 Avaliacdo do crescimento da levedura Saccharomyces cerevisiae UFPEDA em

diferentes valores de pH, concentracéo de bile e suco gastrico.

Foi utilizado um meio de cultivo quimicamente definido (CD) composto por:
(NH4) 2S04 (5,0 g/L), MgS04.7H20 (0,5 g/L), KH2PO4 (3,0 g/L) tendo como fonte de
carbono glicose (20 g/L). A este sistema foi adicionado 1 mL da solucdo de vitaminas
(pantotenato de calcio (1,0 g/L), nicotinamida (1,0 g/L), mio-inositol (25 g/L),
tiamina.HCI (1,0 g/L), piridoxina.HCI (1,0 g/L) e para-aminobenzoico (0,2 g/L) e 1,0 mL
da solugdo de elementos tragos (MnCl2.2H.O (0,01g/L), CoCl2.6H20(0,003g/L),
CuS04.5H20(0,003g/L), Na2M004.2H20(0,045g/L) FeS04.7H20 (0,03g/L),
H3BO3(0,01g/L), KI1(0,01 g/L) e ZnSO4.7H,0 (0,045g/L)). E outros dois meios utilizando
apenas a fracdo liquida de O. ficus-indica e O. cochenillifera.

Para a padronizagdo do indculo as leveduras foram crescidas durante 24 h a 35
°C em regime estatico no meio quimicamente definido. Apds o crescimento o sistema foi
centrifugado a 11000 rpm por 10 min o sobrenadante foi descartado e a massa celular foi
ressuspendida em agua esterilizada fim de obter uma concentragdo de inoculo de 108
UFC/mL. Os ensaios de crescimento em condicdes acidas, bile bovina em solucéo
simulada de suco gastrico foram realizados segundo Psomas et al. (2001) com
modificacdes.

O crescimento a pH baixo foi estimado por inoculacdo de 10% de culturas
padronizadas em frascos Erlenmeyer contendo meio CD e as fragdes pécticas de O. ficus-
indica e O. cochenillifera em diferentes pH (1,0, 2,0, 3,0) ajustados com 3M de &acido
cloridrico com 3M. As condi¢des de ensaio foram: 250 rpm, 35 °C por 8 h. Ao final do
processo o sistema foi centrifugado a 11000rpm por 5minuto e o sobrenadante foi

descartado. O crescimento em bile bovina foi estimado por inoculagao de 10% de culturas
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padronizadas em frascos Erlenmeyer contendo meio CD e as fracGes pécticas de O. ficus-
indica e O. cochenillifera em diferentes concentracdes de bile (1,0, 2,0, 3,0%). As
condigdes de ensaio foram: 250 rpm, 35 °C por 8 h. O crescimento das leveduras em
solucéo gastrica sintética foi estimado por inoculagdo de 10% de culturas padronizadas
em tubos de ensaio contendo 2,0 mL de uma solucgéo de pepsina (3g/L), NaCl (5¢/L) e
pH ajustado para 2,0 utilizando HCI 1M. Sistema foi mantido a 35 °C por 8 minutos, em
seguida o sistema foi centrifugado a 11000rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi
descartado.

Ao final de cada ensaio o sistema foi centrifugado a 11000 rpm por 5minutos e o
sobrenadante foi descartado. A massa celular foi suspendida em uma solugéo salina
(0,85% NaCl) e uma aliquota foi retirada, diluida, plaqueada e incubada a 37 °C por 48
horas.

455 Obtencédo e manutencéo das linhagens de A. awamori

O micro-organismo utilizado para a produgéo de enzimas foi uma linhagem de A.
awamori cedida pelo Laboratério de Tecnologia Enzimatica da UFRJ. Os meios de
cultivo utilizados para esporulacdo, preparacao de inoculo e producédo de enzimas estdo
descritos nas Tabela 5 e Tabela 6, respectivamente.

A composic¢édo do meio de fermentacgéo para producgéo de enzimas continha apenas
o hidrolisado &cido do cladddio da palma forrageira.

Tabela 5- Meio de esporulagéo. Tabela 6-Composi¢édo do meio de preparacdo
de indculo.
Componentes Concentracéo (g/L) _
Componentes Concentragdo (g/L)
Batata 200 Glicose 10
. (NH4)2S04 3
G!ICOSG 20 KH,PO: 1
Agar 20 MgSOs - 7H;0 0,1
Fonte: Autor, (2019). CaCl, - 2H,0 0,05
FeSO, - 7H,0 0,05
CuSO;s - TH.0 0,005
MnSO; - 4H,0 0,005
ZnS0O4 - TH20 0,005
Extrato de levedura 12

Fonte: Autor, (2019).

4.5.6 Cultivos em Biorreator: producédo de enzimas industriais utilizando meio a

base de hidrolisado acido (Hemiceluldsico)
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Os cultivos foram realizados em biorreator de bancada (New Brunswick
Scientific, Bioflo 1100) (Figura 16). As condiges utilizadas foram: volumes de trabalho
de 2,0 L, 30 °C, agitacdo de 1000 rpm, aeracdo de 1 vvm, pH 5 e 10% de inéculo. Os
indculos foram cultivados em frascos Erlenmeyer em mesa agitadora a 250 rpm e 30 °C
por 48 horas em meio a base de glicose (Tabela 7). Amostras foram retiradas durante o
processo para 0 acompanhamento do crescimento, do consumo de substrato e da produgéo
de enzimas. O cultivo foi entorno de 96 h. O pH foi controlado com adi¢do automatizada
de solugdes de H2SOs 3 M e NaOH 3 M. Para controlar espuma, foi adicionado

polipropilenoglicol P2000 (Fluka) de forma automatica.

Figura 16- Biorreator utilizado para producdo de enzimas (New Brunswick Scientific, Bioflo
1100).

Fonte: Autor, (2019).

4.5.7 Concentracdo de biomassa

Amostras foram coletadas em diferentes intervalos de tempo e assim foram
filtradas em membranas (0,45 um) previamente pesadas em balanca analitica, e secadas
em estufa até peso constante (80 °C, por 24 horas). A velocidade maxima de crescimento
especifico (Umax) foi determinada pela Equacédo 15. O liquido filtrado foi utilizado para a

determinacdo das atividades enzimaticas.

45.8 Atividade Pectinolitica

Uma aliquota de 0,25 mL da amostra foi adicionada a uma solucdo contendo 1
mL de pectina citrica 1%, em tampdo de acetato de soédio (pH 4,8). O controle foi
formulado a partir de 1 mL de tampéo de acetato de sodio (pH 4,8) adicionado de 0,25
mL da amostra. O branco continha 1,25 mL da solucdo de pectina citrica 1%. As solucGes
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foram aquecidas a 40 °C, durante 30 minutos, em banho termostatizado (Tecnal, TE-
2005). Ao final dessa etapa, foram adicionados 0,5 mL de DNS e as solu¢Ges foram
mantidas a 100 °C por 5 minutos e, em seguida, resfriadas em banho de gelo. Finalmente,
adicionou-se 6,5 mL de agua destilada. Realizou a leitura da absorbancia em
espectrofotdmetro, a 540 nm. A concentragdo de acido B-galacturdnico foi determinada a
partir da curva padrao de acido [-galacturonico (BALADHANDAYUTHAM,;
THANGAVELU, 2011).

459 Atividade Pectina Liase

A determinacdo da atividade de pectina liase foi baseada no aumento da
absorbancia decorrente da formacéo de produtos urdnicos 4,5 insaturados, conforme
proposto por Albersheim (1966). O coeficiente de extingdo molar dos produtos
insaturados &35 = 5550 M~1cm™! foi utilizado para o calculo de atividade UA =
(AA/g535)-107° (umol/mL/min), onde AA ¢é a diferenca de absorbancia. A reacdo foi
conduzida com 0,1 mL da enzima e 2 mL de pectina (0,5% m/v) previamente solubilizada
em tampdo citrato fosfato pH 5,5. As absorbancias foram medidas em espectrometro em

comprimento de onda de 235 nm.

4.5.10 Atividade Pectina Metil esterase

A atividade metil esterase foi determinada por titulacdo de grupos carboxilicos,
de acordo com o método descrito por Jen e Robinson (1984). Pectina citrica 1,0% (m/v)
foi dissolvida em NaCl 0,1 M. A solucdo foi usada como substrato e a reacdo realizada a
temperatura ambiente e NaOH 0,01M foi utilizado como titulante. Em 10 mL de solucéo
de pectina citrica foi adicionado 50 uL. do sobrenadante e a reagdo acompanhada por 10
minutos. Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como sendo a capacidade
da enzima de catalisar a desmetilacdo da pectina correspondente a 1 pmol de NaOH por

minuto, sob as condi¢des do ensaio. O pH foi mantido constante ao longo da reacéo.

4.5.11 Atividade da enzima poligalacturonase

O método para determinacdo da atividade enzimatica foi proposto por Maldonado
e Saad, (1998). Uma mistura contendo 0,2 mL da preparacéo enzimaética (sobrenadante
livre de celulas) e 0,8 mL de solucéo de acido poligalacturénico a 0,5% dissolvida em
tampéo fosfato (50 mM, pH 7,0) foi incubada a 70 °C por 10 minutos. Apos esse periodo,
a reacdo foi paralisada pela adicdo de 1,0 mL de acido 3,5-dinitrossalicilico (DNS) a
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mistura, que foi rapidamente resfriada em agua gelada. Em seguida, esta mistura foi
colocada em &gua em ebulicdo por 10 minutos e resfriada em banho de gelo. A coloragéo
desenvolvida foi medida por meio de espectrofotdometro (Hewlett-Packard, modelo
8453), utilizando comprimento de onda de 540 nm. O mesmo procedimento foi realizado
com o controle, exceto que o reagente de Miller foi adicionado juntamente com a enzima
a solucdo de &cido poligalacturdnico 0,5%, e esta mistura foi colocada em agua em
ebulicdo como descrito anteriormente. Uma unidade de poligalacturonase foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para produzir 1 pumol de acido galacturénico por

minuto a partir do acido poligalacturénico nas condicdes do ensaio.
4.5.12 Atividade Xilanase

O método para determinacéo da atividade xilanase foi de Bailey, Biely e Poutanen
(1991). Para isto, 1 mL de uma solucdo Xilana a 1% em tampao de acetato de sodio 50
mM (pH 5,0), foi adicionado em tubos contendo 0,5 mL de cada amostra, sendo a mistura
incubada a 50°C por 5 minutos. Nos controles foram adicionados 0,5 mL do tampdo e 0,5
mL da amostra, e no branco continha apenas 0,5 mL da solucéo de xilana 1%. Para a
determinacdo dos acgUcares redutores, também foram transferidos 0,5 mL das solucdes
para tubos contendo 0,5 mL de DNS, os quais foram submetidos a fervura por 5 minutos
e resfriados em banho de gelo. A leitura foi realizada a 540 nm ap6s completarem-se 0s
volumes com 4&gua destilada para 7,5 mL. A atividade foi expressa em Unidade

Internacional (U), quantidade de enzima capaz de forma 1 pmol de xilose por minuto.

4.5.13 Atividade carboximetilcelulase (CMCase)

A determinagdo da atividade CMCase é baseada na hidrolise de
carboximetilcelulose (CMC) foi realizada segundo Vasconcelos, (2012). Neste caso, 0
meio reacional foi composto por 0,25 mL de uma solu¢do de CMC 4% (p/v) e 0,25 mL
da amostra. Para o controle da enzima, aos tubos de ensaios foram adicionados apenas
0,25 mL da amostra e 0,25 mL de tampéo citrato de sédio 50 mM. O branco, utilizado
para zerar o espectrofotdmetro, foi preparado pela adigéo de 0,25 mL da solu¢do de CMC
4% e 0,25 mL de tampdo citrato de sddio 50 mM. Todos os tubos, contendo o meio
reacional, o controle da enzima e o branco, foram incubados a 50 °C, em banho
termostatico (TECNAL, TE-2005), durante 10 minutos. Ao final deste tempo, a reagdo
foi interrompida pela adi¢do de 0,5 mL de DNSA.
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Os tubos foram submetidos a um banho em &gua a 100 °C, durante 5 minutos. Em
seguida, os tubos foram resfriados até a temperatura ambiente. As amostras foram
diluidas com 6,5 mL de &gua destilada e, em seguida, procedeu-se a leitura da absorbéncia
em espectrofotdmetro (Hewlett-Packard, modelo 8453), a 540 nm, sendo a determinacgéo
da concentracdo de glicose liberada em cada ensaio enzimatico realizada através da

utilizacdo de uma curva padrdo de glicose.

4.5.14 Atividade FPase

O ensaio enzimatico foi realizado segundo Vasconcelos, (2012). Tiras de papel de
filtro Whatman n°® 1, medindo 1 cm x 6 cm (aproximadamente 50 mg) em formas de
espiral, foram colocadas em tubos de ensaio, aos quais se adicionou 1,0 mL de tampé&o
citrato de sodio 50 mM. Os tubos foram colocados em banho termostatico (TECNAL,
TE-2005) a 50 °C, por 1 minuto, antes de se adicionar a enzima, para que ocorresse o
equilibrio da temperatura. Ap6s 1 minuto, adicionou-se 0,5 mL de enzima, em cada tubo,
agitando-se cuidadosamente. No ensaio para controle da enzima, foi adicionado 1,0 mL
de tampdo citrato de sédio 50 mM e 0,5 mL de enzima em tubos de ensaio, sem a adi¢do
do substrato (papel de filtro). O branco foi utilizado para zerar o espectrofotémetro,
utilizando-se 1,5 mL de tampdo citrato de sédio 50 mM.

As reacdes foram conduzidas a 50 °C, em banho termostatico, durante 60 minutos.
Ao final deste tempo, as reacdes foram interrompidas pela adi¢cdo de 3,0 mL de DNSA
(&cido 3,5-dinitro salicilico). Todos os tubos foram submetidos a um banho em agua a
100 °C, durante 5 minutos, e, em seguida, resfriados até a temperatura ambiente. As
amostras foram diluidas com 20 mL de agua destilada, procedendo-se, entdo, a leitura da
absorbancia em espectrofotometro (Hewlett-Packard, modelo 8453), a 540 nm. A
determinacdo da concentracéo de glicose liberada em cada ensaio enzimatico foi realizada

através da utilizacdo de uma curva padréo de glicose previamente preparada

4.5.15 Atividade de p-glicosidase

O ensaio enzimatico foi realizado segundo Vasconcelos, (2012). Para isto, 0,5 mL
de amostra e 0,5 mL de uma solucdo de celobiose 15 mM. Para o controle, foram
adicionados aos tubos de ensaio 0,5 mL de tampdo citrato de sédio 50 mM (pH 4,8) e 0,5
mL da amostra de enzima. O branco foi formado por 1,0 mL do reagente GOD-POD, o
qual foi utilizado para zerar o espectrofotdmetro. Todos os tubos, contendo a amostra de

enzima e substrato, o controle e o branco, foram incubados a 50 °C, durante 30 minutos.
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Apds este tempo, os tubos foram submetidos a um banho a 100 °C por 5 minutos, para a
finalizagdo das reacGes. Em seguida, foram transferidos para um banho em agua fria, até
atingir a temperatura ambiente. Em uma segunda etapa, a glicose produzida foi
determinada pela adi¢do de 0,01 mL da mistura reacional em tubos contendo 1,0 mL do
reagente GOD-POD. Os tubos foram incubados em banho termostatico a 37 °C, durante
15 minutos.

As leituras das absorbancias foram feitas em espectrofotometro a 505 nm. A
determinacéo da concentracéo de glicose liberada em cada reacdo enzimatica foi realizada

através da utilizacdo de uma curva padréo de glicose.

46  ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.6.1 Atividade Antioxidante: ensaio de reducédo do complexo fosfomolibdénio

As atividades antioxidantes por fosfomolibdénio segundo metodologia proposta
por Mzoughi et al. (2018) e Aadil et al. (2014) com modificacdes. As ligninas e as fraces
pécticas (0,5mL) em diferentes concentracdes (3,1; 6,2; 12,5; 25; 50; 100; 200 e 400
pug/mL) foram adicionadas a 1 mL de solucéo de fosfomolibdénio. Estas misturas foram
incubadas em 4gua a 95 °C durante 90 minutos e em seguida foram resfriadas a
temperatura ambiente. As absorbancias foram medidas em espectrofotometro (Hewlett-
Packard, modelo 8453) a 695 nm contra um branco (1 mL de solucdo e 0,1 mL de agua).
O padrdo utilizado foi o acido ascorbico e o hidroxitolueno butilado. A atividade
antioxidante total foi calculada pela férmula ATT (%) = [(As - Ab)/(Aaa - Ab)]x100,
onde: Ab = Absorbancia do branco, As = Absorbancia da amostra e Aaa = Absorbancia
do Acido Ascérbico.

A determinacdo da ICso (Concentracdo Inibitoria de 50%) foi obtida por regressédo
linear dos pontos plotados graficamente e através da equacéo da reta obtido os valores de
ICso.

4.6.2 Atividade de eliminacéo de radicais DPPH

A capacidade de sequestro do radical estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH),
foi determinada por metodologia descrita por Ro et al. (2013) e Jiang et al. (2018) com
modificagdes. Para isto, um volume 0,32 mL de lignina e das fracbes pécticas em
diferentes concentracgdes (3,1; 6,2; 12,5; 25; 50; 100; 200 e 400 ug/mL) foi adicionado a
2,0 mL da solucdo de metanol DPPH a 1 mM. O sistema foi incubado na auséncia de luz

por um periodo de 25 minutos em temperatura ambiente. As Absorbancias foram
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determinadas a 517 nm em espectrofotometro (Hewlett-Packard, modelo 8453). Foi
utilizado como controle a solugédo de DPPH em metanol, o branco foi metanol. O padréo
experimental utilizado foi o acido ascorbico e o hidroxitolueno butilado. Os ensaios foram
realizados em quintuplicata. O sequestro de radicais DPPH foi calculado pela formula:
efeito de eliminacdo (%) = [(Ac-As)/(Ac)] x 100. Ac = Controle de Absorbancia; As
como Absorcéo de Amostra.

Para o célculo do ICsq foi utilizada a equacdo da reta, substituindo o valor de y por

50 para obtencdo da concentracdo da amostra com capacidade de reduzir 50% do DPPH.

46.3  Atividade de eliminacdo de cations radicais 2,2°-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico (ABTS)

A atividade de eliminacdo de céations radicais ABTS foi realizada usando o
método relatado por Wang, Chen e L, (2014) e Jiang et al. (2018) com ligeiras
modificagdes. Resumidamente, preparou-se uma solugéo estoque de ABTS (7 mM) em
etanol e uma solucéo de persulfato de potassio (140 mM). O radical ABTS foi preparado
a partir da reagdo de 5 mL da solucdo estoque de ABTS com 88 uL da solugdo de
persulfato de potéssio. A mistura foi mantida no escuro a temperatura ambiente durante
16 horas. Em seguida, diluiu-se 1 mL desta mistura em alcool etilico para uma
Absorbancia de 0,70 nm + 0,05 nm a 734 nm em espectrofotometro (Hewlett-Packard,
modelo 8453). Usando 30 pL de diferentes concentracdes das ligninas e fraces pécticas
(3,1, 6,2, 12,5, 25, 50, 100, 200 e 400 pg/mL) e 3,0 mL de solucdo ABTS o sistema foi
incubado na auséncia de luz em uma temperatura de 35°C por 5 minutos. Foi utilizado
como controle a solu¢cdo ABTS. O branco utilizado foi etanol. O padrdo experimental
utilizado foi o acido ascorbico e o hidroxitolueno butilado. A percentagem de inibig&o foi
calculada de acordo com a Equagéo: efeito de eliminagdo (%) = [(Ac-As)/(Ac)] x 100.
Ac = Absorbancia de solucdo ABTS sem amostra, As = Absorbancia da amostra.

Para o célculo do ICsq foi utilizada a equacdo da reta, substituindo o valor de y por

50 para obtencdo da concentragéo da amostra com capacidade de reduzir 50% do ABTS.

4.6.4 Atividade de eliminacéo de radicais de 0xido nitrico

O ensaio de eliminacdo de radicais de Oxido nitrico foi realizado pelo método
de Barapatre et al. (2016). As ligninas de Opuntia ficus-indica e Opuntia cochenillifera
foram diluidas em concentragGes (3,1; 6,2; 12,5; 25; 50; 100; 200 e 400 pg /mL) e

submetidas a analise de nitrito pelo metodo colorimétrico de Griess. A concentracdo de
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NO foi estimada usando uma curva padréo (3,12 - 400,0 uM) sob leitura de 595 nm em
um espectrofotdmetro de microplacas (Thermo Scientific Multiskan GoW/Curvette,
Waltham). A equacdo obtida foi Y = 0,0065x + 0,046 R? = 0,9946. O branco utilizado foi
uma solucédo de 10% de DMSO ou agua destilada. O controle foi o reagente de Griess
com solucdo de nitrato. A percentagem de inibicdo foi calculada de acordo com a formula:
ATT (%) = [(As-Ac)/(An-Ac)] 100, onde: Ac = Absorbancia em branco, As =
Absorbancia da amostra e An = Absorbancia da solugéo de nitrito

4.6.5 Determinacao de fenois totais

O teor dos fendis totais foi determinado pelo método descrito por Jiang et al.
(2018) com poucas modificagdes. Um total de 2,0 mL de Folin solucéo (1:10 v/v) foi
adicionada a 4,0 mL de lignina (1 mg/mL). Apos a incubacdo, os ensaios foram protegidos
da luz por 3 min e 1,6 mL de Na>COs (7,5%) foi adicionado. Entdo os sistemas foram
novamente incubados e protegido da luz a 25 ° C por 120 min. Apés o tempo de incubacao
foram analisados em espectrofotometro (Hewlett-Packard, modelo 8453) a 765 nm. Agua
destilada foi usada como solucdo em branco. Foi construida uma curva de analitica
absorbancia em funcdo da concentracdo de acido gélico (0 a 500 pg/mL) e apresentou a
seguinte equacdo Y = 0,0048x + 0,0016, R? = 0,9999. Os fendis foram indicados em
equivalente de acido galico (mg GAE / g de lignina).

47  ATIVIDADE BIOLOGICA: CITOTOXICIDADE, PROLIFERACAO E
IMUNOESTIMULACAO

4.7.1 Animais

Camundongos fémeas Balb/c (5 animais com idade de 6 a 8 semanas) foram
criados e mantidos nas instalaces de animais do Laboratério de Imunologia de Keizo
Asami - LIKA, localizado na Universidade Federal de Pernambuco, Brasil. Os
camundongos foram mantidos em condigdes laboratoriais padréo (20-22 °C e 12 h ciclo
diurno e noturno) com acesso gratuito a uma dieta padrdo (Labina/Purina, Campinas,
Brasil) e &gua. Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com o
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Pernambuco
(nimero de protocolo: 0048/2016).
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4.7.2 Obtencédo dos esplendcitos

Este procedimento foi realizado de acordo com Melo et al. (2011). Os
camundongos foram anestesiados com 10 mg/Kg de xilazina e 115mg/Kg de quetamina,
seguido de deslocamento cervical e remocdo asséptica dos bacos. Os bagos foram
colocados em um tubo de centrifuga contendo RPMI 1640 com soro fetal bovino (meio
completo). Em uma Cabine de Seguranca Biologica, os bacos foram macerados em um
homogeneizador do tipo dounce. As células do bago foram transferidas para tubos de
centrifuga contendo aproximadamente 10 mL de meio RPMI 1640 com soro fetal bovino
(meio completo). Os homogenatos foram sobrepostos numa camada de FicollPaque TM
PLUS e centrifugados a 2500 x g a temperatura a 30 °C durante 25 min. A camada celular
de interface contendo células imunolégicas foi recuperada por pipeta Pasteur, lavada duas
vezes em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS 1X) e centrifugada duas vezes a
500 x g durante 10 min para obtencdo do sedimento celular. As células foram contadas
em camara de Neubauer, e a viabilidade celular foi determinada pelo método de excluséo

do azul de Tripan. As células foram usadas apenas quando a viabilidade foi > 95%.

4.7.3 Analise da viabilidade celular por Anexina V-FITC e Coloragdo com lodeto
de Propidio (PI)

Os esplendcitos dos camundongos (10° células) foram tratados com as ligninas e
fragbes pécticas isoladas de O. ficus-indica e O. cochenillifera em concentragdes que
variaram de 3 a 50 pg/mL. Os ensaios de viabilidade celular foram realizados em placas
de 24 pocos onde as células foram incubadas por um periodo de 24 e 48 horas para as
ligninas e apenas 24 horas para as fracdes pécticas. O controle utilizado foi meio de
cultura e células. Apos o tempo de incubacéo, os esplendcitos foram centrifugados a 2000
rpm a 25 °C por 10 min. Apds descartar o sobrenadante, 1 mL de PBS 1X foi adicionado
ao precipitado e centrifugado nas mesmas condicdes experimentais anteriormente citadas.
Ao final da centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspenso
em uma solucdo tampéo do kit de viabilidade celular (Becton Dickinson Biosciences),
contendo Anexina V conjugado com isotiocianato de fluoresceina (FITC) e lodeto de
Propidio. Os ensaios foram analisados em citdmetro de fluxo FACS Calibur (Becton
Dickinson Biosciences).

Os resultados da anéalise foram analisados por graficos de pontos (Dotplot). As
células positivas para AnexinaV-FITC e negativas para iodeto de propidio, foram

consideradas apoptoticas. As células negativas para AnexinaV-FITC e positivas para
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iodeto de propidio foram consideradas necréticas e células duplamente negativas para

AnexinaV-FITC e iodeto de propidio foram consideradas viaveis.

4.7.4 Andlise de proliferacdo celular usando coloracdo CFSE

0s ensaios de proliferacdo celular foram realizados nas mesmas condic¢des que 0s
ensaios de viabilidade, entretanto ao invés de se adicionar AnexinaV-FITC e iodeto de
propidio como marcado foi adicionado ester succinimidilico de diacetato de
carboxifluoresceina (CFSE) numa concentracdo de 5 mM. Os resultados de proliferacédo

foram analisados pelo decaimento da fluorescéncia, quanto menor maior a proliferacéo.

4.7.5 Determinacdo dos niveis de EROS citosolicos e mitocondriais

Os niveis de espécies reativas de oxigénio (EROS) citosélicos e mitocondriais
foram determinados por citometria de fluxo, utilizando sondas Dihidroetidio (DHE)
(Sigma Aldrich-USA) e MitoSox Red (Thermo Fisher Scientific-USA), respectivamente,
conforme descrito por Melo et al. (2010). Estes experimentos foram realizados apenas
para as ligninas. Em incubadora de CO. umidificada (5% CO2) por 24 horas, 0s
esplendcitos (10° células/mL) foram incubados em placas (24 pogos) com meio RPMI
1640 e ligninas numa concentracdo de 6,25 pug/mL. O controle experimental foi as células
crescidas em meio de cultura. Apés incubacdo as células foram suspendidas em PBS 1X
e centrifugadas a 2000 rpm por 5 minutos. As células foram novamente inseridas em
novas placas (24 pocos) e incubadas com 5uM de DHE (40 minutos) ou com 5uM de
MitoSox Red (10 minutos) em incubadora de CO.. Apds o tempo de incubagéo as células
foram centrifugadas com PBS 1X (2000 rpm/5 min) e transferidas para tubos de citbmetro
e analisadas em citdmetro de fluxo FACSCalibur (BD Biosciences-USA) com excitagdo

a 488 nm e emissao a 620 nm. Um minimo de 10.000 eventos fora coletado.

4.7.6 Determinacdo das Concentracdes citosolicas de Ca?*

As alteracbes nas concentragbes de Ca®* citosolico ([Ca*].t) foram
determinadas nas mesmas condic¢Ges experimentais utilizadas na determinagéo dos niveis
de EROS. Entretanto para este ensaio as células foram incubadas com a sonda fluo-3AM
(5 uM) (Thermo Fisher Scientific-USA). contendo 1 uM de acido plurénico F-127 (Sigma
Aldrich-USA) e 30 ug/mL de BSA (Sigma Aldrich- EUA). Apds o tempo de incubacao,
as células foram centrifugadas com PBS (2000 rpm/5 min) e transferidas para tubos do

citbmetro. A fluorescéncia maxima foi medida usando tubos com células incubadas com
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ionomicina (1 uM) por 2 min e fluorescéncia minima foi medida usando tubos com
células incubadas com EDTA (8mM) também em 2 min de incubacdo. A intensidade de
fluorescéncia foi analisada usando um citométro de fluxo FACSCalibur (BD Biosciences-
USA) com excita¢do a 395 nm e emissdo a 525 nm. Um minimo de 10.000 eventos fora
coletado. [Ca?*]cit foi calculado pela Equagio: [Ca?*] cit. = Kd (Famostra — F minima)/(FMéxima
- Famostra), ONde F max e Fmin fluorescéncia maxima e minima. F amostra: Fluorescéncia
sem o estimulo e o valor de Kd é 390 nM (MELO et al. 2010; TSIEN 1988; DEGASPERI
et al. 2006).

4.7.7 Determinacdo do potencial transmembrana mitocondrial (A¥m) em
esplendcitos de camundongo

Mudancgas no potencial transmembrana mitocondrial (A'¥Ym) foram medidas
através da sonda MitoStatus (BD Biosciences-USA). Nas mesmas condicdes
experimentais anteriormente citadas. O sedimento de células foi inserido em novas placas
(24 pocos) e as células foram incubadas com 100 nM de MitoStatus numa incubadora de
CO2 (5% de CO3) a 37 durante 30 min. Apos o tempo de incubagdo, as células foram
centrifugadas com PBS 1X (2000 rpm/5 min) e transferidas para tubos de citometria. A
intensidade de fluorescéncia foi analisada usando um citémetro de fluxo FACSCalibur
(BD Biosciences-USA) com excitacdo a 488 nm e emissdo a 620 nm. Um minimo de

10.000 eventos fora coletado.

4.7.8 Producdo de citocinas utilizando o kit Cytometric Bead Array (CBA)

Os sobrenadantes das culturas tratadas com 6,25 pg/mL de ligninas durante 24h,
assim como as células do controle experimental, foram coletados para a determinacgéo de
citocinas e oxido nitrico. A avaliagdo das citocinas foi realizada utilizando as citocinas
Th1/Th2/Th17 de camundongos (Becton Dickinson Biosciences, EUA) para a detecgéo
simultanea das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, fator de necrose tumoral alfa
(TNF-0) e interferon gama (IFN-y). Resumidamente, as amostras de teste (50 pL) e
anticorpo de deteccgéo de ficoeritrina foram incubadas com as beads de captura e reagente
de deteccdo durante 2h no escuro a temperatura ambiente. Todos os anticorpos nédo
ligados foram lavados (1,0 mL de tampao de lavagem) e ressuspensos em 300 uL. de
tampéo de fixacao antes da aquisi¢ao de dados na plataforma FACSCalibur. Cada citocina
tinha um pico Unico e bem separado, e sete curvas padrdo de citocinas individuais (O-

5000 pg/mL) foram executadas em cada ensaio.
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4.7.9 Analise in vitro de nitritos presentes nos sobrenadantes de cultura dos

esplendcitos de camundongos BALB/c

Os sobrenadantes de culturas de células incubadas ou ndo com 6,25 pug/mL de
ligninas, durante 24 e 48 horas foram utilizados para anélise de nitrito pelo método
colorimétrico de Griess (DING et al. 1988). A concentragdo de 6xido nitrico foi estimada
usando uma curva padrao (3,12-100 umol/mL) de nitrato de sédio. A leitura foi realizada

num espectrofotdmetro (Bio-Rad 3550, Hercules, CA) a 595 nm.

4.8 Anélise estatistica

O teste de andlise de variancia (ANOVA) foi aplicado para avaliar diferencas
estatisticas entre os grupos. Todos os resultados foram expressos como valores médios
dos grupos * desvio padrdo e foram analisados considerando o valor de p <0,05 como

estatisticamente significativo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE COMPOSICIONAL DAS BIOMASSAS IN NATURA DOS SOLIDOS
OBTIDOS DURANTE O FRACIONAMENTO

As Tabelas 7 e 8 apresentam os resultados da composicao quimica dos cladddios
de O. ficus-indica (OFI) e O. cochenillifera (OC) in natura e dos sélidos obtidos durante
o fracionamento

Tabela 7- Composicdo gquimica dos cladodios de O. ficus-indica in natura e das biomassas
obtidas depois de cada etapa de fracionamento, em base seca, juntamente com o balanco de
material.

Pré-tratamento Deslignificacdo

Componentes (%) in natura E;(t;iggo acido HsPO4  alcalina NaOH
q 1% 1%
Celulose 12,7+0,01 25,7+1,6 32,03+0,0 62,82 +£0,5
Hemicelulose 5,14 £ 0,01 10,09+ 0,4 7,30+ 05 43+0,1
Polissacarideos pécticos 32,4+0,05 18,08+ 1,0 11,1+£1.3 6,9+0,2
Lignina Total 18,3+ 1,00 34,01+0,1 38,0+1,0 13,7+£0,2
Extrativos 20,6 £ 1,60 - - -
Cinzas 11,5+0,10 9,32+ 0,0 9,0+0,1 8,5+0,0
Massa Total (%) 100 97,2 97,4 96,2
Rendimento (%) 100 40,1 68,3 44,8

Média + Desvio. Fonte: Autor, (2019).

Tabela 8- Composicdo quimica dos cladddios de O. cochenillifera in natura e das biomassas
obtidas depois de cada etapa de fracionamento, em base seca, juntamente com o balango de
material.

Pré-tratamento Deslignificacdo

Componentes (%) in natura E:tlrﬁgsgo 4cido HsPO4  alcalina NaOH
q 1% 1%
Celulose 22,19+ 0,01 34,71+0,20 45,03+0,13 65,45 + 0,51
Hemicelulose 3,63+0,01 6,75+ 0,38 0,33+£0,01 0,0+£0,0
Polissacarideos pécticos 40,46 + 0,04 30,74 £ 0,01 20,67 +£0,1 13,65 + 0,04
Lignina Total 7,54 +0,02 13,5+0,08 20,75+ 0,02 10,4 £0,01
Extrativos 14,58 + 0.02 - - -
Cinzas 10,20 £ 0.30 10,0+ 0,70 9,20 £ 0,90 9,10+ 0,30
Massa Total (%) 98,6 95,7 96 97,5
Rendimento (%) 100 53,3 45,32 47,89

Média + Desvio. Fonte: Autor, (2019).

Os resultados da composicdo in natura mostram que O. cochenillifera
apresentou maiores teores em percentual de polissacarideos pécticos, celulose e proteina
do que O. ficus-indica, que por sua vez, apresentou teor de lignina, hemicelulose e
extrativos, bem maior.

A literatura apresenta variagdo nos resultados de composi¢do para essas palmas.
Para O. ficus-indica o teor de polissacarideos pécticos variou de 5,6 a 48,64%, celulose
2,42-34,9%, hemicelulose 4,51-20,0%, lignina 2,51-20,52%, extrativos 1,94-34,9% e
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cinzas 6,0-24,07% (MCITEKA, 2008; YANG et al. 2015; SOUZA-FILHO et al. 2016;
ALENCAR et al. 2018). J& para os cladodios de O. cochenillifera o teor de
polissacarideos pécticos variou de 5,4-46,46% %, celulose 22,19-31,6%, hemicelulose
3,63-17,1%, lignina 5,77-10,3%, extrativos 14,54-30,73% % e cinzas 5,4-11,65%
(SOUZA-FILHO et al. 2016; ALENCAR et al. 2018). A seguir apresentaremos de forma
um pouco mais detalhada alguns fatores que influenciam nos resultados de composigéo.

A variacdo teores de hemicelulose, celulose e lignina, esta relacionada com a
idade das espécies cladodios, isto é, as mais jovens apresentam menores valores desses
componentes na parede celular (PENA-VALDIVIA et al. 2012). O teor de pectinas esta
relacionado ao clima, isto é, em periodos mais secos, as espécies apresentam menores
teores de carboidratos soluveis (CHITEVA; WAIRAGU, 2013).

Os extrativos também variam de acordo com as condi¢cdes ambientais, mas sua
principal diferenca estd frequentemente relacionada ao solvente usado em sua
quantificacdo. Mciteka, (2008) utilizou éter de petréleo para quantificar os extratos
apolares, ja neste trabalho foi utilizado um sistema de extracdo binaria composto de
tolueno e etanol que promoveu maior extracdo de compostos tanto polares quanto néo
polares.

Esta variacdo esta diretamente relacionada as condi¢des de cultivo, clima, idade
e parte da planta, tipo de solo, clima, regido, técnicas de colheita e principalmente ao
método de quantificacdo (KRUSE et al. 2008).

Os resultados da composicdo quimica dos sélidos durante o fracionamento
mostraram, percentuais de solubilizacdo de polissacarideos pécticos maiores que 60%.
Este fato pode estar relacionado com a estrutura quimica complexa formada por cadeias
de &cido poligalacturénico, durante a extracdo grupos carboxila esterificados, séo
solubilizados (WANG; CHEN; LU, 2014, CANTERI et al. 2012). A composicio
lignocelulosica: ndo é removida durante esse processo.

Ja o pré-tratamento com H3POs a 1% promoveu maior solubilizacdo da
hemicelulose devido a quebra das ligac6es glicosidicas do polissacarideo, promovendo a
liberacdo de monossacarideos e a formacao de produtos de degradacéo tais como furfural,
5-hidroximetilfurfural (HMF), &cido acético dentre outros (VASCONCELOS et al. 2013)

Ao final da deslignificagdo alcalina obteve-se um licor negro, rico em ligninas
apresentando valores de solubilizacdo maiores que 90%. Essa solubilizacdo pode estar
relacionada com a saponificacao de ésteres de ligacGes intramoleculares entre a lignina e
outros compostos Zheng, Pan e Zhang (2009). Segundo Fengel e Wegener (1984) e
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Saeman (1945), o processo de pré-tratamento acido ndo é seletivo apenas para
hemicelulose, assim como a deslignificacdo alcalina também n&o é seletivo apenas para
a lignina, podendo ocorrer a degradacao da celulose durante o processo.

A Figura 17 apresenta os resultados de solubilizacdo dos componentes
macromoleculares (celulose, hemicelulose, polissacarideos pécticos e lignina) para as

duas espécies durante as etapas do fracionamento.

Figura 17- Solubilizacdo dos componentes dos cladodios de O. ficus-indica (A) e O.
cochenillifera (B) ap0s as etapas de fracionamento.
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Fonte: Autor, (2019).

As fracOes pécticas (soluveis e insollveis), o hidrolisado &cido (hemicelul6sico)
e o licor negro contendo a lignina, foram caracterizados e seus resultados foram

apresentados nas se¢des 5.5, 5.6 e 5.7 respectivamente.

52  CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA: ANALISES ESTRUTURAIS DAS
BIOMASSAS IN NATURA E APOS FRACIONAMENTO

5.2.1 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier

A analise por espectroscopia no infravermelho foi realizada com objetivo de obter
informagdes sobre 0s grupos quimicos presentes nos cladodios in natura e dos sélidos
obtidos em cada etapa de fracionamento. Os espectros de FTIR na regido entre 4000 e
400 cm™* sdo apresentados nas Figuras 18 e 19.

Observando os espectros de FTIR varias bandas podem ser observadas nas
biomassas in natura e dos solidos obtidos durante o fracionamento. As bandas foram
determinadas segundo Zhang, et al. (2012), Monsoor; Kalapathy; Proctor, (2001),
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Monfregola et al. (2011), Xu et al. (2013) e Reyes-Rivera et al. (2015). As analises da
intensidade das bandas foram realizadas de forma qualitativa. Isto é foi avaliado apenas

a diminuicdo da intensidade da banda no espectro (INANCIE; MONIRUZZAMAN;

UEMURA, 2016).

Figura 18- Espectros de FTIR das biomassas de O. ficus-indica in natura e apos as etapas de

fracionamento.
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Fonte: Autor, (2019).
Figura 19- Espectros de FTIR das biomassas de O. cochenillifera in natura e obtidas apds as
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Fonte: Autor, (2019).
A banda em torno de 3490 cm™* pode ser atribuida & deformacéo do grupo (O-H),

que esta relacionado com a presenga de alcoois e fenois com ligagGes de hidrogénio. A

banda registrada em 2918 cm™ ¢ atribuida a estiramentos (CH.) apresentou maior

intensidade no espectro cladddios in natura, quando comparados aos obtidos durante o

fracionamento. Este fato, pode estar associado a presenca das fracOes alifaticas

representada pelos extrativos que sdo removidos ao longo do fracionamento (ZHANG et
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al. 2012). Na etapa de extracdo aquosa as bandas relacionadas aos polissacarideos
pécticos apresentaram reducdo nas intensidades sendo estas: as bandas em 2848 cm™ e
2850 cm* correspondem as vibrag@es de estiramento do grupo CH do éster metilico do
acido galacturdnico. A banda em torno de 1620 cm™ representa a deformacéo axial dos
ions carboxilatos, COO", da carboxila livre e séo atribuidos aos grupos nao esterificados
(MONSOOR; KALAPATHY; PROCTOR, 2001). As bandas em 1440 cm™ e 1430 cm™*
também estdo relacionadas ao COO™ de grupos carboxilicos ndo esterificados, porém em
fraca intensidade (MONFREGOLA et al. 2011).

As bandas relacionadas a hemicelulose apresentam-se reduzidas, principalmente
aquelas entre 875 referentes a ligacéo glicosidica, 1040 cm™ estiramento C-O do alcool,
C-C, C-O-C, 1162 cm™ estiramento vibracional do anel C-O—C do acoplamento (1,4) —
glicosidico, 1245 cm™ estiramento C-C + C-O e 1750 cm™ relacionado a deformagGes
axial de grupos carbonilas (XU et al. 2013). As bandas relacionadas com as ligninas
apresentam-se bastante reduzidas principalmente as vibrages do anel aromatico mais
estiramento C=0 em 1540 cm™, deformagcéo do grupamento C-H em 1472 cm™, C-O do
anel siringila em 1324 cm, estiramento C-C + C-O em 1235 cm™ e em 1270 cm
(vibragbes C-O-C do anel Guaicilico) (REYES-RIVERA et al. 2015

5.2.2 Difragéo de raios X (DRX)

O indice de cristalinidade das amostras foi determinado por difracdo de raios-X
onde se podem avaliar mudancas ocorridas na celulose durante o fracionamento. Os
difratogramas obtidos para a biomassa in natura e para os sélidos obtidos durante o
fracionamento estio apresentados na Figura 20 e 21.

Figura 20- Difratogramas de raios-X das biomassas de O. ficus-indica in natura e dos sélidos
obtidos apos as etapas de fracionamento.
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Figura 21- Difratogramas de raios-X das biomassas de O. cochenillifera in natura e dos sélidos
obtidos apds as etapas de fracionamento.
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Fonte: Autor, (2019).
A Tabela 9 apresenta os indices de cristalinidade para cada biomassa in natura e

dos sélidos obtidos pos fracionamento. A celulose encontrada em biomassas vegetais
pode apresentar dois tipos de organizacdo estrutural, uma cristalina e uma amorfa
(SARKO et al. 1986).

Tabela 9 -indice de cristalinidade das biomassas de O. ficus-indica e O. cochenillifera in natura
e obtidas apds as etapas de fracionamento.

Biomassas 0. ficus-indica 0. cochenillifera
(% 1C) (% 10)
In natura 30,0£0,2 40,0£0,3
Extracdo Aquosa 334+0,1 48,0+0,1
Pré-tratamento acido 57,0+£0,2 55,0+ 3,0
Deslignificacdo 58,0 + 04 57,0+1,2

* Média £ Desvio padrdo Fonte: Autor, (2019).
De acordo com os resultados obtidos na Tabela 9, o indice de cristalinidade

aumentou ao longo do fracionamento da biomassa. Outros autores realizando diferentes
estratégias de fracionamento obtiveram resultados proximos ao deste estudo.
Souza-Filho et al. (2016), realizando diferentes estratégias e de deslignificagdo
nos cladddios das espécies de O. ficus-indica e O. cochenillifera, obtiveram indice de
cristalinidade 46,9 e 58,8% utilizando perdxido de hidrogénio alcalino, 50,0 e 50,7% em
meio alcalino NaOH e 56,8 e 57,1% utilizando &cido usando H.SOs seguido de
deslignificacdo alcalina com NaOH respectivamente.
Gongalves et al. (2014) também utilizaram diferentes estratégias de
deslignificacdo (peroxido de hidrogénio alcalino e peroxido de hidrogénio alcalino
seguido de deslignificacdo alcalina com NaOH) em biomassa de cactos obteve para 0s

processos indices de cristalinidade 46,1% e 48,4% respectivamente. Sendo assim, as
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analises de FTIR e DRX corroboram com os resultados de composi¢do quimica das

biomassas in natura com as fragdes obtidas durante o fracionamento.

5.2.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A microscopia eletrénica de varredura é uma técnica comumente utilizada para
descrever mudancas estruturais e degradacdo da biomassa durante o fracionamento
(VASCONCELOQOS, 2012; CRUZ-FILHO, 2016). As Figuras 22 e 23 apresentam as
micrografias para a biomassa in natura e as obtidas durante o fracionamento para O. ficus-

indica e O. cochenillifera respectivamente.

Figura 22- Micrografias dos cladddios de O. ficus-indica in natura (A e E), e os submetidos a
extracdo Aguosa (B e F), pré-tratamento acido (C e G) e a deslignificacdo alcalina (D e H).

‘ %

Fonte: Autor, (2019).
Figura 23- Micrografias dos cladddios de O. cochenillifera in natura (A e E), e 0s submetidos a
extracdo Aquosa (B e F), pré-tratamento acido (C e G) e a deslignificacdo alcalina (D e H).
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Fonte: Autor, (2019).

Os cladodios in natura (Figura 22 A e E; Figura 23 A e E) e os obtidos apds
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extracdo aquosa (Figura 22 B e F; Figura 23 B e F) apresentaram aspecto homogéneo
constituido por um tecido fibroso e medular de aparéncia regular e compacta. Esta
morfologia compacta também foi observada por Malainine et al. (2003) avaliando O.
ficus-indica. Os solidos obtidos apos pré-tratamento acido (Figura 22 C e G; Figura 23 C
e G) apresentaram superficies irregulares, asperas e grande quantidade de fissuras. Além
disso foi verificada a presenca de goticulas de lignina na sua superficie. A deslignificacéo
alcalina promoveu a quebra do complexo de celulignina (Figura 22 D e H; Figura23 D e
H). Com isto, ocorreu aumento na porosidade superficial, além disso, a celulose se
encontrou mais exposta para hidrélise enzimatica (WU et al. 2016).

Esses resultados se assemelham aos obtidos para Souza-Filho et al. (2016)
realizando diferentes tipos de pré-tratamento nos cladddios das espécies de O. ficus-
indica e O. cochenillifera, foi observado a mudanca na superficie da biomassa durante o
fracionamento. Gongalves et al. (2014) também utilizando diferentes pré-tratamentos em
biomassa de cactos observou que durante o processo ocorre mudanga na superficie da

biomassa.

5.3  HIDROLISE ENZIMATICA DOS BIOMASSAS IN NATURA E DOS SOLIDOS
OBTIDOS DURANTE O FRACIONAMENTO

Os perfis de concentrac@es de celobiose e glicose, obtidas durante o processo de
hidrolise enzimatica das biomassas, estdo apresentados na Figura 24.

A concentracdo de celobiose (Figura 24 A e B) obtida durante a hidrélise
enzimatica das biomassas de O. ficus-indica e O. cochenillifera in natura atingiu a maior
concentracdo 0,44 e 0,48 g/L respectivamente nas primeiras 3 h. A partir de 6 h de
hidrolise a concentracdo de celobiose foi sendo reduzida, chegando a 0,02 g/L para as
biomassas. A concentracdo de glicose liberada (Figura 24 C e D) para estas biomassas
aumentou com o tempo de hidrolise, alcangando 0,04 g/L em 30 h. Em relacdo ao sélido
obtido da extracdo aquosa os resultados foram bem semelhantes aos obtidos pela hidrolise
das biomassas in natura. A concentracdo de celobiose maxima foi de 0,48 g/L em 3he a
concentracdo maxima de glicose foi de 0,48 e 0,57 g/L em 60 h.

Estes baixos teores de sacarificacdo estdo relacionados a estrutura quimica da
biomassa, isso porque, componentes como pectina, lignina e hemicelulose formam
barreiras fisica, 0 que impede a atuagdo do complexo enzimatico (OGEDA; PETRI,
2010). Por esta razao, é preciso que a biomassa seja submetida a um pré-tratamento para
separar a matriz de polioses e lignina (OGEDA; PETRI, 2010).
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Figura 248- Perfis de concentracGes de celobiose (A e B) e glicose (C e D) para as biomassas in
natura e os solidos obtidos durante o fracionamento de O. ficus-indica e O. cochenillifera.
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A celobiose (Figura 24 A e B) liberada da biomassa submetida o pré-tratamento
acido apresentou maximo de concentracdo em 7,22 e 7,83 g/L nas primeiras 3 h. A partir
de 6 h, a concentracdo de celobiose foi sendo reduzida, chegando a 0,40 e 0,44 g/L no
tempo final de hidrélise em 96 h. A concentracdo de glicose (Figura 24 C e D) liberada
alcancou 3,04 e 4,29 g/L em 60 h. Alencar et al. (2018) também encontraram 0 mesmo
perfil de concentracdo de glicose durante a hidrolise enzimatica para os cladodios
fracionados com H2SO4 1% de O. ficus-indica e O. cochenillifera e observaram aumento
da concentragédo durante o tempo.

Por fim, as biomassas deslignificadas apresentaram maiores concentragdes de
celobiose 9,38 e 10,24 g/L (Figura 24 A e B) quando comparados as outras etapas de
extracdo nas primeiras 3 h. A concentracdo de glicose (Figura 24 C e D) liberada
aumentou com o tempo de hidrolise, alcancando 6,95 e 4,29 g/L em 72 h. Gongalves et

al. (2014) tambem estudando cactos, observaram que a biomassa submetida a
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deslignificacdo alcalina é mais suscetivel a hidrdlise enzimatica. Este fato, esta
relacionado com a maior exposicdo da celulose e diminuicdo da barreira formada por
pectina, lignina e hemicelulose (ALVIRA; TOMAS-PEJO; BALLESTEROS et al. 2010).
O perfil de conversao de celulose em glicose encontra-se apresentando na Figura 25.

Figura 25- Perfis de converséo de celulose em glicose para as biomassas in natura das biomassas
obtidas durante o fracionamento de O. ficus-indica (A) e O. cochenillifera (B).
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Fonte: Autor, (2019).

A Figura 25 mostra 0 aumento continuo da conversdo, chegando a 50 e 48 % no
tempo de 60 h para os cladddios deslignificados de O. ficus-indica e O. cochenillifera
respectivamente. Esse valor de conversdo em torno de 50% pode estar associado a
diminuicdo da atividade celulolitica durante a hidrélise, fato este promovido pela
adsorcdo irreversivel da enzima sobre a celulose, fazendo com que a enzima nao hidrolise
100% a celulose. Além disso, estas podem sofrer inibicdo pelo produto (TALEBNIA;
KARAKASHEV; ANGELIDAKI, 2010).

A literatura apresenta outros autores que também estudaram hidrolise enzimatica
em espécies de Opuntia. Alencar et al. (2018) encontraram conversdo de 60% apds 48 h
de hidrdlise enzimatica para os cladodios de O. ficus-indica e O. cochenillifera
submetidos a pré-tratamento com H>SO4 1% (v/v), nas seguintes condicGes: relacdo
solido: liquido (12.5% m/v) 150 rpm a 50 °C por 3 h. A biomassa foi submetida a hidrolise
enzimatica nas seguintes condicdes: tampao citrato de sédio 50 mM; temperatura 50°C;
pH 4,8; rotacdo de 150 rpm; relacdo solido: liquido 30% (m/v); concentragdo enzimatica
de 10FPU/g (CelluclastTM 1.5L - Novozymes) por 48h.

Goncalves et al. (2014), encontraram conversao de 68,48% entorno de 60 h de
hidrolise enzimatica em cactos obtidos de agroindustria submetidos a deslignificagdo com

peroxido de hidrogénio alcalino seguido de deslignificacdo alcalina com NaOH. A
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biomassa foi submetida a hidrolise enzimatica nas seguintes condi¢des: tampao citrato de
sodio 50 mM; temperatura 50°C; pH 4,8; rotacdo de 150 rpm; relacéo sélido: liquido 4%
(m/v); 0,02% de azida sddica (m/v); concentracdo enzimatica de 30 FPU, 75 CBU e 130
IU dos complexos Cellic CTec2 e HTec2 por 96 h.

Souza-Filho et al. (2016) submetendo os cladddios de O. ficus-indica e O.
cochenillifera pré-tratados usando trés estratégias diferentes: peroxido de hidrogénio
alcalino, alcalino usando NaOH, e &cido usando H.SOs seguido de deslignificacdo
alcalina com NaOH a hidrolise enzimatica nas seguintes condic¢des: tampéo citrato de
sodio 50 mM; temperatura 50°C; pH 4,8; rotacdo de 150 rpm; relacéo sélido: liquido 10%
(m/v); concentracdo enzimatica de 10FPU/g (ACCELLERASE® 1500, cedida pela
GENENCOR) por 48h. Obtiveram conversao de celulose em glicose para os trés pré-
tratamentos respectivamente 22,4 + 3,4%; 19,8 + 3,0% e 48,2 + 1,6% para O. ficus-indica
e 23,4 +0,5%; 59,1 + 7,5%; 82,8 + 3,4% para O. cochenillifera.

5.4 CULTIVO DA LEVEDURA SACCHAROMYCES CEREVISIAE EM
HIDROLISADO ENZIMATICO

Ao final de 60 horas de hidrolise enzimatica, todo o material contido no biorreator
(hidrolisado enziméatico mais o so6lido remanescente) foi submetido ao processo de
fermentacdo alcodlica, utilizando-se a linhagem S. cerevisiae UFPEDA 1015. A
fermentacdo foi conduzida sob as condicGes descritas no item 4.3.5. Os perfis de
concentracdes de glicose e etanol estdo apresentados na Figura 26.

O perfil de crescimento microbiano, consumo de substrato e producédo de etanol
por S. cerevisiae UFPEDA 1015 obtidos durante o processo de fermentacdo alcodlica de
hidrolisado enzimatico para os cladodios deslignificados de O. ficus-indica (A) e O.

cochenillifera (B) respectivamente.
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Figura 26- Perfil de consumo de substrato, crescimento microbiano e producdo de obtidos
durante o processo de fermentacdo alcodlica de hidrolisado enziméatico para os cladddios
deslignificados de O. ficus-indica (A) e O. cochenillifera (B).
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Fonte: Autor, (2019).

A fermentacgdo utilizando cladddios de O. cochenillifera (Figura 26 B) apresentou
perfil de consumo de glicose semelhante (quando comparada a de O. ficus-indica), no
entanto o processo durou 6h sendo toda glicose consumida. A concentracdo de etanol
obtida neste tempo foi de 1,73 g/L. O fator de conversao de glicose em etanol alcancou,
em 4h horas de fermentacéo, um valor de 0,25 Qetanol/Jglicose 0 que corresponde 54,8 % do
maximo tedrico. A produtividade em etanol em 4h foi igual a 0,28 g/L.h. A velocidade de
crescimento microbiano foi de 0,31 ht.

Esses resultados de fator de conversdo sdo menores aos obtidos por Kuloyo et al.
(2014), que utilizado um hidrolisado obtido por pré-tratamento &cido diluido obtido dos
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O. ficus-indica obtiveram em 36h de processo rendimento em torno de 0,31 Qetanol/Jglicose-
A produtividade em etanol foi igual a 3,28 g/L.h correspondendo a uma eficiéncia de
fermentagao de 60 %. E por Souza et al. (2016), que utilizando o hidrolisado obtido por
tratamento térmico (121°C por 15 minutos) nos cladddios de O. ficus-indica in natura,
obtiveram em 18h de processo rendimento em torno de 0,47 Qetanol/Qglicose, O QuE
corresponde a 92% do maximo tedrico.

Essa diferenca entre os pardmetros cinéticos em diferentes trabalhos pode estar
associada a condicdes de processo, tais como quantidade de monossacarideos, produtos
de inibicdo, tipo de micro-organismos, dentre outros (CHIARAMONTI et al. 2012).

5.5 CARACTERIZACAO FIiSICO-QUIMICA, ATIVIDADES BIOLOGICAS,
ANTIOXIDANTE E CRESCIMENTO DE LEVEDURAS SACCHAROMYCES
CEREVISIAE DAS FRACOES PECTICAS DE O. FICUS-INDICA E O.
COCHENILIFERA

5.5.1 Composicdo quimica: determinacdo dos monossacarideos presentes nas
fracOes pécticas

A composicdo quimica relativa dos monossacarideos, presentes nas fracdes
pécticas sollveis e insollveis de O. ficus-indica e O. cochenillifera obtidas por hidrélise

acida sdo apresentados na Tabelas 10.

Tabela 10- Composi¢do quimica dos monossacarideos, das fracdes pécticas de O. ficus-indica
soltvel (OFS) e insoluvel (OFI), e O. cochenillifera, solivel (OCS) e insolivel (OCl), obtidos
durante a hidr6lise em &cido trifluoroacético (TFA).

Composicéo OFS (%) OFI (%) OCS (%) OCI (%)
Glicose - 23,0+0,9 - 430+ 14
Xilose 18,0+£0,1 140+0,4 240+1,1 130+1,0

Acido galacturdnico 47,0+0,1 49,0+0,7 12,0+ 0,5 13,0+0,9
Arabinose 16,0+0,2 - 34,0+1,0 12,0+0,5
Galactose 15,0+0,1 13+0,2 31,0+0,1 270+1,1

* Média = Desvio padréo; *% Rendimento Massa/Massa Fonte: Autor, (2019).

Os resultados apresentados na Tabela 10 mostraram que as fra¢des soluveis (OFS
e OCS) ndo apresentaram glicose em sua estrutura, foi constatada também a presenca de
xilose, galactose e acido galacturdonico em todas as fracOes estudadas. Este perfil de
monossacarideos também foi observado por Lefsih et al. (2016) e Bayar, Friji e Kammoun
(2017) os quais também estudaram pectinas de Opuntia. Em relagdo a fracdo insoltvel
para as duas espécies de Opuntia foram verificadas a presenga de glicose que pode ser
encontrada nas estruturas ramificadas de substancias pécticas (GOYCOOLEA;

CARDENAS, 2003). Além disso, a fragdo OFI n4o apresentou arabinose e este fato pode
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estar relacionado com a formacao de furfural durante a hidrolise acida (MOON; LIU,
2012).

Essas pectinas sdo consideradas como homogalacturonanas devido a auséncia de
ramnose e a presenca de acido galacturbnico na estrutura (ALBA; LAWS;
KONTOGIORGOS, 2015). As variacOGes apresentadas estdo relacionadas a diferenca
entre as espécies e a fragao extraida (LEFSIH et al. 2016),

5.5.2 Massa molecular viscosimétrica das fracfes pécticas

As pectinas sdo altamente heterogéneas em relacdo ao seu peso molecular. As
fracOes pécticas de O. ficus-indica e O. cochenillifera apresentaram massa molar de
acordo com a Tabela 11.

Tabela 11- Peso molecular viscosimétrico das fragdes pécticas sollveis e insollveis de O. ficus-
indica e O. cochenillifera.

FracOes pécticas Massa Molecular (kDa)
0. ficus-indica solavel 17,0£0,1
0. ficus-indica insolGvel 21,0+0,1
0. cochenillifera solavel 25,0+0,3
O. cochenillifera insolavel 27,0+0,2

* Média * Desvio padrdo, Fonte: Autor, (2019).
As massas das pectinas naturais variam entre 20 e 360 kDa enquanto as amostras

comerciais variam entre 35 e 120 kDa (NASCIMENTO; MELO, 2016). Céardenas,
Goycoolea e Rinaudo (2008) obtiveram peso molar das fragdes pécticas dos cladddios de
Opuntia ficus-indica 3x108 Da. Em estudo realizados por Bayar, Kriaaa e Kammoun,
(2016) extraindo pectinas também dos cladédios de Opuntia ficus-indica obtiveram
massas moleculares que variaram na faixa de 58,6 e 110,7 kDa. Kalegowda. Por fim,
Singh e Mysore, (2017) caracterizado pectinas de Opuntia dillenii observaram que estas
apresentaram tamanhos que variaram entre 21 e 76 kDa.

Estas diferencas de massa molecular podem estar relacionadas com as condicfes
de cultivo, clima, idade e parte da planta, tipo de solo, regido, técnicas de colheita, método
de quantificacdo e variaveis explicam as diferengas encontradas nos valores obtidos em
nosso estudo e os obtidos na literatura (LEFSIH et al. 2016; BAYAR, KRIAA;
KAMMOUN, 2016; BAYAR; FRIJI; KAMMOUN 2017). Entretanto pode ser observar
que as fracOes pécticas das espécies de O. ficus-indica apresentam menor massa podendo
ser apontada como a melhor opcéo para absor¢cdo de nutrientes (LEFSIH et al. 2016;
BAYAR; FRIJI; KAMMOUN 2017).
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5.5.3 Espectroscopia de Absorcdo no Infravermelho com transformada de

Fourier- (FTIR) e Espectroscopia de Ressonancia Nuclear Magnética 'H

A Figura 27 apresenta os espectros de FTIR das fracGes precipitadas em etanol e da
mucilagem. As bandas foram analisadas de acordo com os resultados obtidos por Lefsih
et al. (2016), Bayar, Kriaa e Kammoun, (2016), Bayar Friji e Kammoun (2017).

Figura 27- Espectro de infravermelho para as amostras das fragfes pécticas soluvel, OFS, e
insolavel, OFI, para O. ficus-indica (A) e para as das fracdes pécticas sollvel, OCS, e insoluvel,
OCI, para O. cochenilifera (B).
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Fonte: Autor, (2019).

Os espectros para as pectinas apresentam uma banda de absorcdo na regido
proxima a 3700-3380 cm é tipica de grupos hidroxilas (OH), enquanto as bandas entre
2918-2848 cm* correspondem a estiramento C-H dos alcanos, alcoois e anel aromatico
(LEFSIH et al. 2016). As bandas na regido em torno de 1730 cm™ sdo caracteristicas da
deformacéo axial do grupo carbonila, C=0, do éster de metila e sdo atribuidas aos grupos
carboxilicos esterificados (MONSOOR; KALAPATHY; PROCTOR, 2001).

A banda da regifo em torno de 1620 cm representa a deformagéo axial dos ions
carboxilato, COO-, da carboxila livre e sdo atribuidas aos grupos carboxilicos nédo
esterificados.

As regides entre 1440-1430 cm™* também estdo relacionadas a vibragio do grupo
COO- de grupos carboxilicos nédo esterificados (MONFREGOLA et al. 2011). As bandas
observadas em 1240-1320 cm™ indicam a presenca da ligagdo C-O presente em diversos
compostos organicos como acidos carboxilicos (BAYAR; KRIAA; KAMMOUN, 2016).

O perfil de absorcdo em 1030 e 1040 cm™ foi atribuido ao grupo C-O-H com

excecdo em OFI (RAZAVI et al. 2014). Foi observada em todos 0s espectros a presenca
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caracteristica das bandas em 890 cm™ e 840 cm™ que sdo atribuidas as ligagdes P-
glicosidica e a-glicosidica, respectivamente (LEFSIH et al. 2016). Pode-se inferir que a
fracdo OFS é constituida por uma proporgdo maior de ligagdes a-glicosidicas, a fragao
OFI é composta pelas duas ligacoes em proporcdes semelhantes e as fracbes OCS e OCI
possuem uma fragdo maior de ligagdes B-glicosidicas. A Tabela 12 mostra as principais
bandas presentes nas pectinas.

Tabela 12- Principais bandas de FTIR presentes nas fracGes pécticas

Bandas (cm™) Atribuicoes
3420-3300 Estiramento (O-H)
2938-2920 —CH, —CH; e —CHgs, metil ester de &cido galacturdnico
1720-1675 Grupos carboxilicos esterificados (—COOCH:3)
1610-1595 grupos carboxilicos livres (—COOH)
1430-1422 (C—H) Deformac&o assimétrica em —OCHs
1143-1000 (C-0O-C) vibrac&o de ligacéo glicosidica
1047-900 Vibragdes de deformagéo de bandas C-O em alcoois primarios
1000-600 B-glicosidico e a-glicosidico

Fonte: Autor, (2019).

Os valores obtidos para cada uma delas foram: OFS (48,79%), OFI (46,69%) OCS
(44,17%), OCI (42,34 %). Ao analisar os graus de esterificacdo obtidos, pode-se se
concluir que todas as fracfes pécticas analisadas estdo classificadas como de baixo teor
de metoxilacdo e, devido a esta caracteristica, formam géis na presenca de cations
divalentes, como o célcio (Ca?"), em uma faixa de pH mais ampla (de 2,5 a 7), sem
necessitar de grandes quantidades de acucares (LEFSIH et al. 2016; BAYAR; KRIAA,;
KAMMOUN, 2016; BAYAR; FRIJI; KAMMOUN, 2017).

As diferencas entre o grau das fragdes pécticas soluveis e insoluveis de ambas as
espécies foi em torno de 2%, indicando que o grau de esterificagdo ndo é uma
caracteristica que as diferencia significativamente.

O grau de esterificacdo da fracdo péctica solivel de Opuntia ficus-indica também
foi determinado por Lefsih et al. (2016) e Bayar, Kriaa e Kammoun (2016) e ambos 0s
autores também caracterizaram essa fracdo como de baixo teor de metoxilagédo e esse
parametro esta associado ao modo de extracao, pectinas extraidas, em sistemas aquosos,
apresentam menores graus de esterificacdo (CARDENAS; GOYCOOLEA; RINAUDO,
2008). O grau de esterificacao obtido neste estudo se aproximou mais do resultado obtido
por Bayar, Kriaa e Kammoun (2016) (41,42%) do que pelo obtido por Lefsih et al. (2017)
(30,6%).
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Os espectros de RMN *H (Figura 28) foram analisados de acordo com a presenca
de monossacarideos e mudangas quimicas. Os sinais foram relatados por Habibi,
Mahrouz e Vignon (2005), Mzoughi et al. (2018) e Hosseini et al. (2019) os sinais foram
atribuidos para a fracao péctica soltuvel (OFS) e insoluvel OFI de Opuntia ficus-indica e

para a fracdo péctica soltvel (OCS), e insolavel, (OCI), para Opuntia cochenillifera.

Figura 28-Espectros de RMN *H para as fracOes pécticas dos cladédios das espécies O. ficus-
indica, solavel (A) e insolavel (B), e O. cochenillifera, soltvel (C) e insolavel (D).
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Fonte: Autor, (2019).

Na Figura 28 tem-se espectro de RMN H os sinais em torno de 2,0 ppm sdo
derivados de grupos acetil (—CHz). Nessa regido o sinal de baixa intensidade em torno de
2,2 ppm corresponde a presenca do acido a-D-galactopiranosilurdnico. Os sinais em o
3,61 e 3,84 ppm correspondem aos prétons H-2 e H-3 de grupos metilicos dos &cidos
galacturdnicos esterificados, respectivamente. Apenas OFS apresentou sinais de 4,9 (H-
5) e 5,0 (H-1) ppm pertencem a unidades de &cido galacturdnico ndo esterificado.
Observa-se, ainda, em 6 4,1 ppm o sinal do proton (H-4) relativo aos residuos de arabinose
(o-arabinofuranose). Em torno de 5,5 ppm sinal relativo a a-galacturonopiranose ausente
em OFS. O sinal a 4,73 ppm pode ser atribuido ao forte desvio quimico do solvente D20.
As pectinas também apresentaram os sinais em 4.42 e 4.19 ppm indicando a presenga de

residuos de xilose, esterificados e néo esterificados, respectivamente.

5.5.4 Avaliagdo do potencial antioxidante promovido pelas fragdes pécticas
As pectinas sdo polissacarideos conhecidos por apresentarem atividade
antioxidante (BAYAR; KRIAAA; KAMMOUN, 2016). Os resultados para esta atividade

estdo apresentados na Tabela 13.
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Tabela 13- Valores de atividade antioxidante das fragOes pécticas sollveis e insolUveis de O. ficus-
indica e O. cochenillifera, em comparagdo com antioxidantes comerciais.

Fracdes pécticas TAA DPPH ABTS
(%) (%) (%)

OFI 50+0,1 13,0+0,5 18,0+0,3
OFS 9,8+£0,5 17,0+0,2 125+0,1
OocCl 6,3+0,7 10,9+0,8 17,3+0,4
OCs 116+0,3 20,3+0,1 19,7+0,6

Acido ascorbico 100 96,12 99.9+0.10
BHT 98,9+0,2 93,13 £ 0,58 96,12 +£ 0,10

Meédia + Desvio Fonte: Autor, (2019).

A Tabela 13 apresenta o resultado de diferentes atividades antioxidante para todas
as fracdes pécticas. Foi observado que para nenhum dos ensaios de antioxidantes as
fracOes pécticas apresentaram 1Cso (captura de 50% dos radicais). Chaouch et al. (2015),
avaliando fracdes de polissacarideos obtidas dos cladddios de O. ficus-indica obtiveram
valores de sequestro para os ensaios com DPPH acima de 37%, em concentragdes 500 a
2000 pg /mL. Estas concentracGes foram maiores que as obtidas para as fragdes obtidas
para as extraidas dos cladddios de O. ficus-indica e O. cochenillifera (presentes neste
trabalho). Bayar; Kriaaa e Kammoun, (2016) também isolando fragcdes polissacarideos
obtidas dos cladddios de O. ficus-indica obteve valores de DPPH acima de 30% e ABTS
valores acima de 60%, também em concentracdes maiores (2000-50000 pg / mL).

Mesmo apresentado baixo poder antioxidante, quando comparadas aos
antioxidantes comerciais (Acido ascorbico e Hidroxitolueno butilado (BHT)) e a fracdes
pécticas obtidas por outros autores (em menores concentracfes), estas fracdes pécticas

isoladas neste trabalho apresentaram promissoras atividades antioxidantes.

5.5.5 Avaliacdo da viabilidade celular e proliferativa in vitro utilizando as fracoes
pécticas

A Figura 29 apresenta os resultados de morte celular promovida pelas fragdes
pécticas em preto e morte celular promovida pelo controle (solu¢cdo de DMSO).

As células do bagco de camundongos Balc/c tratadas com as frages pécticas das
diferentes espécies de Opuntia em diferentes concentracdes, ndo sofreram morte celular
significativa em nenhuma das concentracgdes avaliadas. Em estudos realizados por Lefsih
et al. (2018), avaliando o efeito das pectinas extraidas dos cladodios de O. ficus-indica 0s
autores verificaram que as pectinas obtidas exerceram atividade citotoxica afetando
seletivamente as células cancerigenas LAN5, sem qualquer efeito sobre as células

normais NIH 3T3. Também foi examinada a capacidade das fraces pécticas de O. ficus-
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indica e O. cochenillifera em estimular a proliferacdo de esplendcitos. Para isso, foram

escolhidas as trés menores concentracdes utilizadas nos ensaios de citotoxicidade.

Figura 29-Viabilidade de esplendcitos de camundongos avaliada pela marcacdo com lodeto de
Propidio (necrose, em preto) e em cinza o controle positive sem as pectinas, contendo DMSO
100%. Para as diferentes fragdes pécticas de O. ficus-indica: solavel e insolavel (A e B) e O.
cochenillifera: soltvel e insolavel (C e D), respectivamente.
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Fonte: Autor, (2019).

A Figura 30 mostra que as fracdes de ambas as palmas promoveram aumento na
proliferacdo de esplendcitos de forma significativa apenas a 12,5/ mL. Resultados
semelhantes de proliferacdo foram obtidos por outros autores também avaliando pectinas.
Sakurai et al. (1999) estudando o efeito das pectinas de Bupleurum falcatum em
esplendcitos observaram que havia proliferacdo celular este fato também foi observado
por Lefsih et al. (2018), estudando o efeito das pectinas soltveis em agua dos cladédios
de O. ficus-indica tambem verificaram que as células normais NIH 3T3 proliferaram na
presenca das pectinas.

Figura 30- indice de proliferacio de esplendcitos de camundongos avaliado por coloragdo com
CFSE. As barras brancas verticais representam células de controle negativo (células + meio de
cultura) e barras verticais escuras representam os ensaios células e as fracOes pécticas de O. ficus-
indica: soltvel e insoltvel (A e B) e O. cochenillifera: solavel e insoltvel (C e D).
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Fonte: Autor, (2019).
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5.5.6 Utilizacdo das fragdes pécticas solUveis como substrato para a avaliacéo do

crescimento da levedura S. cerevisiae UFPEDA 1015

Inicialmente foi avaliado o crescimento da levedura e a producdo de enzimas
pectinoliticas em placa de Petri utilizando diferentes meios solidos, contendo as fracdes
pécticas (UENOJO; PASTORE, 2007). Neste método semiquantitativo 0s meios
utilizados favorecem o crescimento microbiano e a producdo de enzimas no meio de
cultura foi avaliada pelo halo de degradacdo (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975;
UENOJO; PASTORE, 2007). A Figura 31 mostra que as leveduras Saccharomyces
cerevisiae UFPEDA 1015 ndo produziram enzimas pectinoliticas para este ensaio de
degradacdo em halo quando se utiliza como substrato as fragGes solUveis e insolUveis de
Opuntia ficus-indica e Opuntia cochenillifera.

Figura 31- Avaliacdo da produgdo de enzimas pectinoliticas pela levedura Saccharomyces
cerevisiae UFPEDA 1015, para as fragGes pécticas soltveis (A, C) e insoltveis (B, D) de Opuntia
ficus-indica e Opuntia cochenillifera, respectivamente, pelo método do halo.

Fonte autor, (2019). 7

A producdo de pectinase por S. cerevisiae estd relacionada com o grau de
esterificagdo da pectina, isto €, pectinas com alto grau de esterificacdo (> 50%) s&o bons
substratos para a inducdo de enzimas pectinoliticas. (JAYANI; SAXENA; GUPTA,
2005). Entretanto, todas as pectinas obtidas neste estudo sdo de baixo grau de
esterificacdo este fato pode estar relacionado com a ndo producdo de enzimas por essas
cepas. Além disso, esse teste é de carater qualitativo, apresentando baixa sensibilidade.

A cinética de crescimento microbiano foi avaliada pelo método de contagem em
placa. O meio de cultura foi composto pela fragédo liquida contendo as pectinas soluveis,
devido a homogeneizacdo. Os acucares livres obtidos apds a precipitacdo em etanol e
foram determinados por CLAE. A Tabela 14 mostra a composi¢do quimica desses

diferentes monossacarideos.
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Tabela 14- Composicao quimica dos agucares livres e pectinas presentes nas fracdes liquidas de
O. ficus-indica e O. cochenillifera

Monossacarideos 0. ficus-indica (g/L) O. cochenillifera (g/L)
Glicose 6,0£0,1 4,7+0,3
Xilose 3,1+0,2 50+0,1
Acido galacturdnico 4,2+0,0 38+04
Galactose 1,4 +0,02 0,93+0,0
Ramnose 0,56 £ 0,03 0,71+ 0,01
Fucose 0,10+0,0 0,30+0,0
Manose 0,03+0,0 0,012+ 0,0
Pectinas 1,45+0,1 3,75+£0,0

Fonte: Autor, (2019).

A Figura 32 apresenta o crescimento das leveduras em meio a base de fragdo

péctica sollvel das duas espécies de Opuntia.

Figura 32- Cinética de crescimento de levedura Saccharomyces cerevisiae UFPEDA 1015,
utilizando a fragdo péctica soltvel de O. ficus-indica (A) e O. cochenillifera (C). Representagdo
da fase exponencial utilizando O. ficus-indica (A) e O. cochenillifera (C) respectivamente.
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Fonte: Autor, (2019).

Os resultados apresentados durante a cinetica de crescimento mostraram que a
levedura durante o cultivo apresenta comportamento estacionario a partir das 10 h, para

O. cochenillifera e a partir de 12h para O. ficus-indica. Além disso, de acordo com as
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curvas foi observado que a velocidade de crescimento na fracdo de para as fragcdes de O.
ficus-indica apresentou velocidade méaxima de crescimento pumax =0,17 h e tempo de
geragcdo de 4,1h (Figura 32 A e B). J& para o crescimento na fracdo contendo O.
cochenillifera apresentou velocidade pmax = 0,14 h'* e tempo de geracéo de 5,0 (Figura
32 C e D). Quanto maior a velocidade de crescimento menor € o tempo de geracao.

Durante o cultivo, aliquotas foram separadas para a determinacao de pectinases,
foi observado que o micro-organismo néo foi capaz de produzir pectinases. A producédo
de pectinase por S. cerevisiae esta relacionada com o grau de esterificacdo da pectina, isto
é, pectinas com alto grau de esterificacdo (> 50%) sdo bons substratos para a inducéo de
enzimas pectinoliticas. (JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005). Ao final do processo a
concentragéo (g/L) das pectinas presentes na fragéo liquida foram de 1,39+ 0,1 e 3,70 +
0,5 para O. ficus-indica e O. cochenillifera, respectivamente, mostrando quase nenhuma
variacdo durante a cinética de crescimento.

As fragdes pécticas ndo foram hidrolisadas durante o crescimento microbiano.
Entretanto sabe-se que as pectinas sdo capazes de proteger a células em condigdes
adversas como variacdo de pH bile a ao suco gastrico (LARSEN et al. 2018). A Figura
33 apresenta os resultados de viabilidade celular in vitro para as variaveis citadas.

Os resultados mostraram que as frages ndo apresentaram diferenca significativa
(p<0,05) entre o crescimento entre as condi¢des do ensaio, isto &, pH (Figura 33A), bile
bovina (Figura 33 B) e suco gastrico (Figura 33 C). Entretanto, quando se compara 0s
ensaios com o controle existe uma diferenca significativa (p>0,05), vista pelo decréscimo
da viabilidade celular durante as 8h de ensaio. As fracdes pécticas de O. ficus-indica e
O. cochenillifera foram capazes de proteger as leveduras nas condi¢des em estudo. Sendo
que a pectina de O. cochenillifera apresentou maiores resultados quando comparada a O.
ficus-indica este fato pode estar relacionado a maior quantidade de pectina presente na
fragdo. Esses resultados corroboram com aqueles obtidos por Larsen et al. (2018)
avaliando diferentes pectinas verificaram que estas capazes apresentar efeito de protecédo
celular frente a condigOes adversas como variagdes de pH, concentragéo de bile e ao suco

gastrico.
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Figura 33- Avaliacdo do crescimento da levedura Saccharomyces cerevisiae UFPEDA 1015 em
diferentes condicdes: variacdo de pH (A), bile bovina (B) e em suco gastrico (C) utilizando as
fracdes sollveis de O. ficus-indica (OFI) e O. cochenillifera (OC) e meio de cultura quimicamente
definido (CD).
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5.6 PRODUCAO DE ENZIMAS INDUSTRIAIS POR ASPERGILLUS AWAMORI EM

MEIO DE CULTIVO A BASE DE HIDROLISADO ACIDO (HEMICELULOSICO) DE
PALMA FORRAGEIRA

5.6.1 Composicdo quimica do hidrolisado acido

Os acUcares, &cidos organicos e produtos de degradacdo presentes nos
hidrolisados, resultantes da etapa de hidrdlise &cida, foram identificados e quantificados
por cromatografia liquida de alta eficiéncia. As concentracBes de tais componentes
encontram-se na Tabela 15.

Tabela 15- Composicao do hidrolisado &cido de O. ficus-indica (OFI) e O. cochenillifera (OC)
antes e apoés hidrélise acida com acido sulfarico a 4%.

Componentes OFI (antes OFI (apds OC (antes OC (p6s
hidrdlise) (g/L)  hidrdlise) (g/L)  hidrolise) (g/L) hidrdlise) (g/L)
Glicose 0,50 £ 0,01 0,7 0,42 £ 0,02 0,97
Xilose 7,35+0,1 8,62 9,30+ 04 10,1
Acido Galacturdnico 0,80+0,0 1,7 1,75+0,01 2,4
Galactose 0,20 £ 0,05 0,25 0,51+ 0,07 0,64
Celobiose 0,21+£0,0 0,11 0,17 £ 0,03 0,19
Arabinose 0,10+£0,0 0,28 0,21+£0,01 0,31
Acido Férmico 0,09+£0,0 0,1 0,27+0,0 0,30
Acido Acético 0,12+0,0 0,2 0,08+0,0 0,12
HMF 0,02+0,0 0,03 0,09+0,0 0,16
Furfural 0,05+0,0 0,09 0,01+£0,0 0,09

Fonte: Autor, (2019).
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5.6.2 Cinética de crescimento e producdo de enzimas pelo fungo Aspergillus
awamori

A Figura 34 mostra o crescimento do fungo Aspergillus awamori em hidrolisado
acido (hemicelulésico) para O. ficus-indica e O. cochenillifera em cultivos conduzidos
em biorreator de bancada. Os hidrolisados utilizados neste trabalho ndo passaram por uma
etapa de destoxificacdo, isto é, foram utilizados em sua forma in natura apos pre-

tratamento com é&cido diluido.

Figura 34- Cinética de crescimento o fungo Aspergillus awamori, crescido me hidrolisado &cido
abase de O. ficus-indica (A) e O. cochenillifera (C). Representacdo da fase exponencial utilizando
O. ficus-indica (B) e O. cochenillifera (D) respectivamente.
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Fonte: Autor, (2019).

Na Figura 34, observa-se que ap0s 8 horas de cultivo o micro-organismo em
ambos 0s ensaios entra na fase exponencial de crescimento. A velocidade de crescimento
microbiano no hidrolisado acido a base de O. ficus-indica foi de pmax =0,0739 h'* menor

que a velocidade em O. cochenillifera foi de pmax =0,0764 h™. Os resultados de velocidade
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ndo apresentaram diferenca significativa (p>0,05), entretanto no hidrolisado a base de O.
cochenillifera o microrganismo apresentou maior velocidade, podendo este fato estar
relacionado a uma maior quantidade de agUcares livres presentes no hidrolisado.

A Figura 35 apresenta a producdo de enzimas microbianas durante a cinética de
crescimento microbiano. Foi observado a producdo majoritaria de enzimas xilanoliticas
num periodo de fermentacdo em torno de 96h, para os dois cultivos sendo que o
hidrolisado acido de O. cochenillifera induz uma maior produ¢do quando comparado ao
hidrolisado de O. ficus-indica. Este fato, pode estar relacionado a maior quantidade de
polissacarideos presentes no meio e este fato € constatado pelos resultados obtidos na
Tabela 16, onde a p6s hidrélise mostrou um aumento da concentragdo de xilose, isto é,
este monossacarideo estava em sua forma polimérica. O fungo A. awamori € descrito na

literatura como um bom produtor de enzimas xilanoliticas (KORMELINK et al. 1993).

Figura 35- Producdo de enzimas microbianas pelo A. awamori durante 96 horas de cultivo em
meio a base de hidrolisado acido de O. ficus-indica (A) e O. cochenillifera (B) e crescimento

microbiano em O. ficus-indica (C) e O. cochenillifera (B) respectivamente.
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Fonte: Autor, (2019).

Além de enzimas xilanoliticas o hidrolisado induz a producdo de enzimas
celuloliticas e pectinoliticas. N&o foi observada a producdo das enzimas pectina liase e
pectina metilesterase durante o cultivo. Essas enzimas atuam, preferencialmente,
substratos com alta metoxilacdo (JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005; SHEN et al.,
2005). As condigOes experimentais e 0 micro-organismos Sao paramentos importantes
para o estudo de producdo de enzimas microbianas.

A produtividade enzimatica foi determinada pela concentracdo méaxima em
relacdo ao tempo (80 ou 88h). Para O. ficus-indica a produtividade foi FPase (0,00125
Ul/mL.h), CMCase (0,0025 Ul/mL.h), Xilanase (0,039 Ul/mL.h), Pectinase (0,00425
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Ul/mL.h), Poligalacturonase (0,006625 Ul/mL.h) ¢ - glicosidase (0,00025 Ul/mL.h). J&
para O. cochenillifera os valores de produtividade foram: FPase (0,0001 Ul/mL.h),
CMCase (0,004 Ul/mL.h), xilanase (0,09UI/mL.h), pectinase (0,017UI/mL.h),
poligalacturonase (0,013U1/mL.h) e B-glicosidase (0,003Ul/mL.h).

O. ficus-indica apresentou maiores produtividades apenas para a enzima FPase,
todas as outras enzimas apresentaram maiores produtividades no hidrolisado de O.
cochenillifera. A Tabela 18 mostra os resultados obtidos neste trabalho e por outros
autores utilizando o hidrolisado &cido para producdo de enzimas utilizando diferentes
micro-organismos e biomassas vegetais. Todos os hidrolisados presentes na Tabela 16
apresentaram maiores concentracdo de xilose, confirmado que este acgtcar é um bom
indutor de enzimas microbianas (STRICKER; MACH; GRAAFF, 2008; KOBAKHIDZE
et al. 2016).

Tabela 16- Producdo de enzimas em meio de cultura utilizando o hidrolisado &cido
(Hemicelul6sico).

Biomassa Micro-organismo Produgéo de Enzimas Referéncia
(Ul/mL)
0. ficus-indica Aspergillus awamori FPase 0,1 Este trabalho
CMCase 0,02
Xilanase 3,12

Pectinase 0,34
Poligalacturonase 0,53
- glicosidase 0,02
Tempo de producdo 80h

O. cochenillifera Aspergillus awamori FPase 0,01 Este trabalho
CMCase 0,35
Xilanase 8,43
Pectinase 1,49
Poligalacturonase 1,175
B- glicosidase 0,23
Tempo de producéo 88h

O. ficus-indica Aspergillus awamori Xilanase 8.3 Pessoa et al.
Tempo de fermentacdo 40h (2018)

Bagaco de cana-de- Trichoderma reesei FPase 0,057 Silva, (2014)
acucar RUT C30 CMCase 0,242

Xilanase 1,40

B- glicosidase 0,0

Tempo de producdo 54h

Bagaco de cana-de- Trichoderma reesei FPase 0,98 Vasconcelos,
acucar RUT C30. CMCase 12,70 (2012)
Xilanase 13,0
B- glicosidase 0,32
Tempo de producédo 48h

Fonte: Autor, (2019).
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57 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA, ATIVIDADE ANTIOXIDANTE,
CITOTOXICA E IMUNOMODULATORIA DAS LIGNINAS DE OPUNTIA FICUS-
INDICA E OPUNTIA COCHENILLIFERA

5.7.1 Andlise de FTIR e UV/Visivel de ligninas

Os espectros de FTIR para as ligninas de O. ficus-indica e O. cochenillifera séo
apresentados na Figura 36. As bandas foram previamente atribuidas por Tejado et al.
(2007), Guo et al. (2014) e Reyes-Rivera et al. (2015), que estudaram ligninas klason de

diferentes espécies de cactos.

Figura 36- Espectro FTIR das ligninas O. ficus-indica (OFI) e O. cochenillifera (OC).
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Fonte: Autor, (2019).

Na faixa de 3800 a 2700 cm?, algumas bandas merecem destaque: em 3436 cm
referente ao alongamento da ligacdo OH do total de hidroxilas presentes na lignina, 2915
e em 2854 cm!, existe a banda referindo-se ao estiramento da ligagio CH em grupos
metileno (-CH2) e metil (-CHs). Na faixa de 1800 a 600 cm™ a banda em 1724 cm™,
refere-se ao estiramento da ligagdo C = O em relacdo aos grupos cetona e éster ndo
conjugados, geralmente de carboidratos, o que evidencia a presenca de agucares residuais
da hemicelulose em lignina (TEJADO et al. 2007; GUO et al. 2014; REYES-RIVERA et
al. 2015). Essa banda nas ligninas da O. cochenillifera apresentou maior intensidade e

isso se deve ao aumento da oxidacdo da lignina e ao aumento do grupo acetila.
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As bandas 1514 e 1473 cm™ referem-se aos estiramentos/deformagcdes da ligacio
C-H do anel aromatico. Em 1695 cm™, obtém-se a banda correspondente as arilcetonas
(C = 0) conjugadas ao anel siringila. A banda em 1315 cm, refere-se ao estiramento da
ligacdo C-O em aromaticos e confirma a presenca de grupos metoxilados e hidroxilas
fendlicas do anel siringila (TEJADO et al. 2007). A banda em 1269 cm™ est4 relacionada
com a deformagdo do anel guaiacila e a banda em 1085 cm™, estd relacionada ao
estiramento ndo-conjugado C-O, e com a deformagdo aroméatica C-H no plano (G>S)
(TEJADO et al. 2007; REYES-RIVERA et al. 2015).

A banda em 1145 cm™ refere-se a vibragdo da ligagdo C = O dos ésteres,
apresentando maior intensidade nos espectros de lignina GSH do que na lignina do tipo
GS. Outra caracteristica espectral importante das ligninas GSH é o aparecimento de uma
banda a 830 cm™, referindo-se a vibracio das ligagdes aromaticas C-H fora do plano
(TEJADO et al. 2007; GUO et al. 2014). A Tabela 17 sumariza as atribuicdes presentes

nas duas ligninas.

Tabela 17- Atribui¢des de bandas de espectros de absorc¢éo de infravermelho, caracteristicas das
ligninas de O. ficus-indica (OFI) e O. cochenillifera (OC).

OFI ocC
I?frgdl‘;‘ I?frgdl? Vibracédo Atribuicéo
3309 3436 st O-H OH fendlico + OH alifatico
2915 2915 st C-H CHs-CH:
2846 2854 st C-H CHs-CH:
1724 1724 st C=0 C = O cetonas ndo conjugadas
1695 1694 st C=0 C = O cetonas conjugadas (S)
1514 1510 stC-C vibragdo do anel aromético (G> S)
1473 1473 dassimetrico C-H CH3-CH;
1315 1315 dassimetrico C-H CHs
1241 1241 stC=0 (G)
1141 1145 stC=0 C = O em ésteres conjugados GSH
1122 1120 dop Ar C-H (S)
1085 1085 dip Ar C-H G>S
822 822 dop Ar C-H (H)

st: Estiramento; dip: vibragdo de deformagao no plano; dop: fora do plano de deformagdo por vibragao H
= p-hidroxifenil, G = guaiacil S= Siringil
Fonte: adaptado de Tejado et al. (2007).
Os espectros de ligninas Opuntia foram semelhantes, mostrando que o "nucleo”

da estrutura quimica de cada uma das ligninas ndo se alterou durante o processo de
obtencg&o. Esta ndo alteracdo da estrutura quimica das ligninas também foi observada por
Ahuja et al. (2017) obtendo essas moléculas em diferentes condi¢des de processo.

A Figura 37 apresenta o espectro de absorcéo das ligninas no comprimento de

onda de 250-600 nm. As duas ligninas apresentaram uma absorcéo tipica de UV com
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maximos de 284 nm correspondendo respectivamente a excitacao eletronica de grupos
fendlicos conjugados. Este sinal mostra que as ligninas apresentam maiores niveis de
unidades de guaiacila (G) (SKULCOVA et al. 2017; ROCHA et al. 2014). Além dessa
banda, a lignina de O. cochenillifera apresentou outra faixa de menor absor¢édo em 300-
400 nm, devido a grupos carbonila e/ou duplas ligagdes conjugadas a um composto
aromatico (SKULCOVA et al. 2017).

Os coeficientes de extingdo UV foram determinados para Opuntia ficus-indica
(10,42 L/g-cm) e O. cochenillifera (17,73 L/g-cm). Esses valores sdo préximos aos
obtidos por Rocha et al. (2014) caracterizando ligninas do bagaco de cana-de-acuUcar
obtido (14,6 L/g-cm), Varanasi et al. (2012) obtiveram 17,75 L/g-cm (Panicum virgatum)
e 20,09 L/g-cm (eucalipto). Segundo Rocha et al. (2014), os anéis substituidos devem
aumentar a absorbabilidade a 280 nm. Portanto, a diferenca na absorbancia entre as
ligninas a 280 nm, mostra que as ligninas de O. cochenillifera provavelmente deveriam
ter um grau maior de substituicdo dos anéis aromaticos, o que pode ser devido a reacoes

de condensacéo.

Figura 37- Espectros de absor¢do UV/Vis das ligninas O. ficus-indica (OFI) e O. cochenillifera
(OC) e suas respectivas curvas analiticas.
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5.7.2 Espectroscopia de RMN e analise elementar

As ligninas sdo de alto peso molecular em solugéo, possuem alta viscosidade e
suas moléculas tém pouca mobilidade e devida a estas caracteristicas, possui sinais de
NMR de baixa resolugdo (ROCHA et al. 2014). Embora alguns destes sinais ndo sejam
completamente resolvidos, a integracdo das regides no espectro é usada para estimar o
grau de substituicdo do anel aromatico e a porcentagem de grupos tais como: hidroxila
alifatica, aromatica, metoxilas, entre outros (NASEEM et al. 2016).

Os espectros de RMN ¥C-CPMAS das amostras de O. ficus-indica e O.
cochenillifera (Figura 38) e seus sinais foram determinados segundo Martinez-Balmori

et al. (2014) como sdo apresentados na Tabela 18.

Figura 38- Espectro de *C-CPMAS-RMN das ligninas de O. ficus-indica (OFI) e O.
cochenillifera (OC).
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Fonte: Autor, (2019).
Tabela 18 - Distribuig&o relativa (%) da &rea do sinal nas regifes de deslocamento quimico (ppm)
nos espectros de RMN *3C-CPMAS, de O. ficus-indica (OFI) e O. cochenillifera (OC).

OoC OFI
N Atribuicio Area % Area %
(ppm)

45-0 Alkil-C 4,99 41,1 9,36 70,0
60-45 CH30/C-N 1,62 13,3 0,91 6,8
110-60 Alkil-O-C 2,2 18,1 0,84 6,3

145-110 Aromatico-C 1,89 15,7 1,08 8,1
160-145 Aril-O-C 0,45 3,7 0,19 14
190-160 COOH 1,0 8,2 1,0 7,5

Total 12,15 100 13,38 100

Fonte: Autor, (2019).
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Os sinais em 0-45 ppm podem estar principalmente associados a presenca de
substituintes metila. Os sinais fracos centrados em torno de 54 ppm nas amostras de O.
ficus-indica e O. cochenillifera apresentam baixos teores de grupos metoxila nos anéis
aromaticos das unidades guaiacila e siringila. Estas ligninas também apresentaram baixo
teor de estruturas aromaticas sendo estas relacionadas pelos grupos aromatico-C (110-
160 ppm) sendo atribuido a carbono fenilico ndo substituido e C-substituido de
mondmeros guaicila e siringila das ligninas, regides aromaticas condensadas (110-140
ppm), e as regibes fenodlicas de carbonos do anel O-substituido (140-160 ppm)
(MARTINEZ-BALMORI et al. 2013, 2014). Finalmente, o sinal largo a 174 ppm indica
o teor de carbonilas de &cidos alifaticos. As ligninas apresentaram sinais em 32 ppm,
indicando a presenca de grupos CH; nas cadeias alquilicas (DOMINGUEZ-ROBLES et
al. 2017). A presenca de sinais referentes a grupos alquil-C 55, 128 e 152 ppm
encontrados nas ligninas de O. cochenillifera sugerem que essas moléculas apresentam
maiores teores de unidades aromaticas.

Através dos espectros de RMN *C-CPMAS, foi possivel determinar o teor de
ligagdes B-O-4, grau de condensacdo (DC) e o contetudo de estruturas ndo condensadas
(NCS) (obtidas por 100-DC) onde esses parametros estdo relacionados complexidade
estrutural das ligninas. O contetdo das ligagdes -O-4 para cada uma das ligninas em
estudo foi calculado de acordo com Costa et al. (2015) (80 80,0 a 90,0 ppm) pela
quantidade da area de f-O-4, Ca em B-5 e B-f (6 80,0 a 90,0 ppm) B -5 ¢ B-B (6 51,0-53,8
ppm). Com base nesta estimativa, obteve-se o contetdo das estruturas B-O-4 presentes
nas ligninas de O. ficus-indica (25%) e O. cochenillifera (22%). Ligninas com maior teor
de ligagdes p-O-4 apresentam menor nimero de grupos hidroxilas fendlicas livres. O grau
de condensacdo e o0 conteudo de estruturas ndo condensadas foram determinados
subtraindo-se a intensidade do sinal observado para CAr-H (6 123-103 ppm) do valor
teorico de CAr-H (CAPANEMA; BALAKSHIN; KADLA, 2005).

Os valores de (DC) para ligninas de O. ficus-indica e O. cochenillifera foi de 11%
e 18%, enquanto os de (NCS) foram 89% e 82%, respectivamente. Além das informaces
obtidas pelos espectros de RMN *C-CPMAS, foi possivel estudar os hidrogénios
presentes na estrutura das ligninas. A Figura 39 mostra os espectros de RMN de *H e a
Tabela 19 as atribuicdes obtidas para as ligninas acetiladas. A maioria dos sinais obtidos
para estas macromoléculas também foram previamente observados por regides atribuidas
segundo Gongalves et al. (2000), Garcia et al. (2009) e Rocha et al. (2014).



105

Os sinais com deslocamento quimico na regido dos hidrogénios aromaticos, em
torno de 7,00 ppm, sdo atribuidos aos protons do anel aromético dos &lcoois
(propanosiringila e propanoguaiacila, respectivamente (GARCIA et al. 2009). Os prétons
de cadeia lateral de unidades siringila na regido de 6,60 ppm. Isso foi observado em
relacdo aos sinais na regido 6,0-6,2 ppm que sdo de protons vinilicos. Os hidrogénios
ligados aos carbonos o ¢ P mostram sinais a 5,1 e 4,7 ppm, respectivamente
(GONCALVES et al. 2000). O Hy de varias unidades de lignina representa os sinais em
4.2 e 4.4 ppm. Um sinal caracteristico dos protons metoxilicos é observado a 3,65 ppm.
Sinais entre 3,1-3,20 ppm sdo caracteristicos de H-B em estruturas B-p. Sinais de 1,60
ppm e 2,60 ppm séo originados de hidroxilas alifaticas e fendlicas, respectivamente.
Sinais <1,7 ppm estdo relacionados aos grupos CHs e CH2 em cadeias alifaticas saturadas
(GONCALVES et al. 2000; ROCHA et al. 2014). A Tabela 19 mostra as atribui¢cdes para
cada regido do espectro de RMN H.

Figura 39- Espectro de *H-RMN da lignina acetilada das ligninas O. ficus-indica (OFI) e O.
cochenillifera (OC).
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Fonte: Autor, (2019).
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Tabela 19- Atribuicdes de sinais no espectro de RMN *H da lignina acetilada de O. ficus-indica
e O. cochenillifera.

& (ppm) Atribuicéo
Prétons aromaticos em unidades de benzaldeido
9,84-7,53 Prétons formilicos em unidades de cinamaldeido
Prétons Formil em unidades de benzaldeido
7,29 Cloroférmio (solvente)
793625 Ar-H em Ar—H; H-o em Ar—-CH = CH- CHO; H- em Ar—CH = CH-CHO
! ! e H-a em Ar—-CH= CH-CH,OAc
6,25-5,75 H-oemf-O-4¢p-1; H- p em Ar—CH = CH-CH,OAc
5,75-5,20 H-aem B -5 e a-O-4
5,20-4,50 H-Bemp-0-4; H-y em Ar—-CH = CHCH,OACc; H-a em B-p
450-3,95 H-yemp-0-4,B-5,p-1epB-p
3,95-3,55  Ar—O-CHjs (principal); H-Bem B -5e H-yin f —
3,55-250 H-Bem -1, p—p e outros
2,50-2,20 HsC em Ar—O-Ac, exceto 5-5* estruturas
2,20-1,50 Hem Alif—O-Ac e Ar-O-Ac em 5-5*
150-1,10 HemCH;
1,10-0,75 Hem CHjs;

OAC: Acetoxil; Ar—H: aromatico (H esta no anel fenilico) Fonte: Autor, (2019).

As ligninas em estudo, embora de espécies diferentes, apresentaram sinais
caracteristicos muito semelhantes e corroboram com os dados obtidos na analise UV e
FTIR, mostrando que a lignina ¢ do tipo GSH com muitos grupos insaturados a-3. Por
meio dos sinais obtidos no espectro de RMN H (contelido de grupos metoxilicos) e
analise elementar (Tabela 20) foi possivel determinar a equacdo Cq das ligninas em

estudo.

Tabela 20- Dados da analise elementar das ligninas O. ficus-indica e O. cochenillifera e ligninas
acetiladas (Act).

Lignina %C %H %N %0

O. cochenillifera 63,82 + 0,10 7,26 £ 0,00 0,23+0,01 28,17+ 0,12
O. cochenillifera Act 69,90 + 0,42 7,75+0,16 0,30 £ 0,03 22,57 £ 0,55
O. ficus-indica 49,26 + 0,08 5,50+0,14 0,51+0,01 44,24 + 0,20
O. ficus-indica Act 53,09+ 0,15 5,76 £ 0,04 0,43+0,01 40,18 + 0,21

Fonte: Autor, (2019).
A porcentagem de grupos metoxilicos foi determinada pela integracdo da area

total, que corresponde a 100 unidades arbitrarias e esté relacionada a porcentagem de
prétons das ligninas acetiladas. A integracdo da regido do grupo metoxilicos na RMN de
'H (8H 3,5-4,0) apresentou porcentagem de metoxilicos obtidos pela Tabela 15 para as
ligninas O. ficus-indica e O. cochenillifera foi de 4,0% e 5,5%, respectivamente. As
Equacdes 19 e 20 deram respectivamente a expressdo para a formula minima Cg da lignina
para O. ficus-indica e O. cochenillifera. A porcentagem de nitrogénio com valores
menores que 1,5% s&o desconsideradss (GONCALVES et al. 2000).
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(19)
(20)

5.7.3 Termoquimolise e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (THM-GC-MS)

Como destacado no experimento de RMN, foi encontrado um maior rendimento

relativo de componentes alquilicos no pirograma nas ligninas de O. ficus-indica e O.

cochenillifera, revelando uma preservacdo seletiva de moléculas alifaticas lineares e

ciclicas de cadeia longa. Os compostos foram determinados pelo padrao de fragmentagéo

principal e a estes foram atribuidos simbolos a fim de que o pudesse ser agrupado nos

seguintes monémeros G, S e H. A Tabela 21 apresenta os principais derivados obtidos
por THM GC-MS para as ligninas de O. ficus-indica (OFI) e O. cochenillifera (OC)

Tabela 21- Produtos identificados por THM para as ligninas de O. ficus-indica (OFI) e O.
cochenillifera (OC).

r.t Composto Lig. OC Lig. OFI
5.7 Benzeno, 1-CHz0-4-metil Lig H2 Lig H2
7.1 1-Fenol, 2-CH30-benzeno Lig G1 Lig G1
8.4 Benzeno, 1-etil-4-CH30- Lig H3 Lig H3
10.4  3,4-diCH3O-tolueno Lig G2 Lig G2
12.7 4-CHs0-acetofenona Lig H5 -

14.0 Benzeno, 4-¢til-1,2-diCH;0- Lig G3 Lig G3
14.3  Acido benzoico, 4-CH30-, Lig H6 -

16.4 1,2,3-triCH3Obenzeno Lig S1 -

18.5 Benzeno, 1,2,3-triCH3;0-5-metil Lig S2 Lig S2
19.8 Etanona, 1-(3,4-diCH3O fenil) Lig G5 Lig G5
20.4 Acido benzoico , 3,4-di CHzO-. Lig G6 Lig G6
22.7 Etanona , 1-(3,4,5-triCH3Ofenil)- Lig S5 Lig S5
23.7 cis/trans -2-(3,4-diCH3O fenil)-1-CHsOetileno Lig G7/8 LigG7/8
23.9 Metil 3,4,5-tri CH3O benzoato Lig S6 Lig S6
23.9  4-(1,2-diCHzOetano)-1,2-di CH3O benzeno LigG -

244  cis-1-(3,4-diCHzOfenil) 1-CH30-1-propeno Lig G10 -

25.0  2-4cido propanoico, 3-(4-CH3zOfenil) Lig H18 Lig H18
25.2 1-(3,4-diCH3Ofenil)-3-CH30-1-propeno Lig G13 Lig G13
26.1  Acido benzacetico, 3,4, 5-triCH3O- Lig S24 Lig S24
26.3  cis-1-(3,4,5-triCH3Ofenil)-2-CH3Oetileno Lig S7 Lig S7
27.0 Eritro/Treo -1-(3,4-diCH30 fenil)-1,2,3 triCH;Opropano Lig G14 Lig G14
27.4 Eritro/Treo -1-(3,4-diCH30 fenill)-1,2,3-triCH3;Opropano Lig G15 Lig G15
215 1-(3,4,5 triCH30Ofenil)-CH3;Oprop-1-eno Lig S10 Lig S10
29.2  trans-3-(3,4-DiCH3Ofenil)-3-acido propanoico Lig G18 Lig G18
30.1  threo/erythro-1-(3,4,5-triCH30 fenil) -1,2,3-triCH3;Opropano Lig S14 Lig S14
30.4  threo/erythro-1-(3,4,5-triCH30 fenil) -1,2,3 triCH;Opropano Lig S15 Lig S15
35.8  trans-1-(3,4,5-triCH3Ofenil)-2-CH3O etileno Lig S8 Lig S8

r.t: tempo de retencdo (min), H = p-hidroxifenila, G = guaiacila, S = siringila Fonte: Autor, (2019).
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Os resultados revelaram que estas ligninas sdo do tipo p-hidroxifenila-guaiacila-
siringila (GSH). A abundancia aproximada de compostos fendlicos foi de 44%, 37%, 19%
para as unidades de lignina G, S e H para as ligninas O. ficus-indica e 45%, 40%, 15%
para O. Cochenilifera, respectivamente. A THM-GC-MS tem sido utilizada com sucesso
para analisar a relacdo S/G relativa da lignina (LOPES et al. 2011). Verificou-se que as
relagdes S/G para as ligninas de O. ficus-indica e O. Cochenillifera foi de 0,98 e 0,89.

Essas diferencas na relagdo S/G foram provavelmente relacionadas a
desmetoxilacdo induzida pela pirdlise. Bergen et al. (2000) relataram que a
desmetoxilacdo de unidades de siringila ocorre mais facilmente nas unidades G quando
comparadas as unidades S durante o processo de pirdlise, levando a formagdo de mais
produtos de degradacdo do tipo guaiacila e, assim, diminuindo a relagdo
siringila/guaiacila. Além disso, foi possivel determinar a alta concentracdo de unidades
de p-hidroxifenil (H), resultado muito semelhante aos niveis obtidos em ligninas de
bagaco de cana (MENEZES et al. 2017). A presenca dessas unidades torna a lignina mais
reativa em processos de modifica¢do quimica, por exemplo, na nitra¢do ou sulfonacéo da
lignina (VAZQUEZ et al. 1997).

5.7.4 Peso molecular

A cromatografia de permeacdo em gel é um método rapido, simples e apropriado
para determinar o peso molecular médio das moléculas do polimero (MENEZES et al.
2017). A Figura 40 apresenta os cromatogramas de permeacao em gel (GPC) obtidos para
as ligninas de O. ficus-indica e O. cochenillifera. A média ponderada (Mw) e 0s pesos
moleculares médios (Mn) e a polidispersividade (Mw/Mn) das duas ligninas sao
mostradas na Tabela 22.

Figura 40- Cromatograma de permeacdo em gel da coluna Sephadex G-50 das ligninas de O.
ficus-indica (OFI) e O. cochenillifera (OC).
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Tabela 22- Valores de média ponderada (Mw), peso molecular médio (Mn) e a polidispersividade
(Mw/Mn) das ligninas de O. ficus-indica e O. cochenillifera.

Ligninas Mn(g/mol) Mw(g/mol) Muw/Mn
O. cochenillifera 2248 4209 1,8
O. ficus-indica 1927 4171 2,1

Fonte: Autor, (2019).
Os resultados obtidos para todas as amostras de lignina O. ficus-indica e O.

cochenillifera estdo de acordo como descrito na literatura para outros tipos de ligninas
(MONTEIL-RIVERA et al. 2013; REN et al. 2015; DOMINGUEZ-ROBLES et al. 2017).
A diferenca de peso molecular entre as nossas ligninas estd associada a matéria-prima e

a estrutura quimica dessas moléculas. Estas ligninas sdo de baixo peso molecular.

5.7.5 Utilizacéo da ferramenta Radar de lignina para classificacdo de ligninas

O uso de gréaficos de radar (Figura 41) permite uma classificacdo direta das
diferentes ligninas por comparagdo dos parametros-chave (COSTA et al. 2015). Os
parametros selecionados para a elaboracdo dos gréaficos (Figura 40) foram: contetdo de
ligagdes B-O-4, unidades ndo condensadas (NCS), unidades S e G (obtidas por THM-GC-
MS), e rendimento de vanilina (V) e Siringaldeido (Si) (obtido por NO) descrito na Tabela
23.

Tabela 23- Produgéo de produtos fenolicos monomericos (Si, V e H) obtidos por oxidagdo com
nitrobenzeno (NO) de ligninas de O. ficus-indica (OFI) e O. cochenillifera (OC).

H \Y Si Total
Lignin (%m/mlignina) (%m/mlignina) (%m/mlignina) (%m/mlignina)
OFI 0,49+0,1 1,30 £ 0,02 151+£0,1 3,3+£0,0
oC 0,40+ 0,03 1,38 +0,01 1,42 +0,01 3,2+04

* Média £ Desvio padrdo Fonte: Autor, (2019)
Figura 41- Graficos de radar para comparacdo de ligninas de O. ficus-indica (OFI) e O.
cochenillifera (OC)
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Os gréficos radar confirmam que as ligninas isoladas apresentam poucas
diferencgas estruturais, entretanto as ligninas de O. ficus-indica apresentam maiores niveis
de ligagoes B-O-4 e NCS, quando comparadas com as de O. cochenillifera, sendo assim
as ligninas de O. ficus-indica sdo mais facilmente removidas da parede celular quando
comparada as ligninas de O. cochenillifera durante o processo de deslignificacdo, além
de serem mais facilmente despolimerizadas (HIGUCHI, 2006).

Estas ligninas sdo bem diferentes das isoladas por Costa et al. (2015) e Costa et
al. (2016) que também utilizaram a ferramenta de radar para estudar diferencas estruturais
e concluiram que mudancas na estrutura quimica dessas moléculas estdo diretamente
relacionadas ao processo e as espécies estudadas. No entanto, mesmo com pequenas
diferencas devido as suas estruturas, as ligninas dessas duas espécies de Opuntia podem
ser utilizadas como matéria-prima para obtencdo de fendis, producdo de solventes,
corantes, pesticidas, resinas sintéticas, antioxidantes, além de serem interessantes para a
obtencéo de bio-6leo.

Os resultados a seguir discutidos foram publicados na revista International Journal

of Biological Macromolecules qualis Al para Biotecnologia e encontra-se no apéndice 1.

5.7.6 Atividade antioxidante obtida das ligninas O. cochenillifera e O. ficus-indica

A atividade antioxidante foi determinada através de DPPH, ABTS, NO e ensaios
AAT. Os fenais totais foram medidos em funcédo do &cido galico (Tabela 24). A atividade
antioxidante pode estar relacionada presenca de grupos fendlicos na estrutura lignina
(AADIL et al. 2014).

Tabela 24- Resultados dos fendis totais e diferentes atividades antioxidantes promovidas pelas

ligninas O. ficus-indica e O. cochenillifera.

Ensaios O. ficus-indica O. cochenilifera Acido ascérbico BHT
DPPH (%) 12,0+0,3 21,1+0,1 90,04 + 0,16 93,13+ 0,58
ABTS (%) 26,8+0,1 61,5+ 0,9 91,46 + 0,38 96,12 +0,10
NO (%) 47+0,7 58+0,2 - -
AAT (%) 40+0,0 8,5+0,0 100 98,9+0,2
Fenois
Total 36,4+04 87,8+6,5 - -
(mgAAE/Q)

* Média = Desvio padrdo BHT: Hidroxitolueno butilado Fonte: Autor, (2019).
As ligninas de O. cochenillifera apresentaram maiores porcentagens de sequestro
de radicais livres e quantidade de fenol total quando comparada a O. ficus-indica (Tabela
24). Além disso, apenas na lignina O. cochenillifera e através do ensaio ABTS foi

possivel determinar 1Cso (253,9 pg/mL) de radicais livres (concentragdo de lignina
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necessaria para reduzir 50% dos radicais livres). Ja para a lignina de O. ficus-indica, ndo

foi possivel determinar o ICso para nenhum dos ensaios.

5.7.7 Ensaios de ativacao, proliferacdo e producao de citocinas em esplendcitos de
camundongos.

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados em células de esplendcitos de
camundongo. As células foram cultivadas com diferentes concentragdes de ligninas de O.
ficus-indica e lignina de O. cochenillifera (3,12 a 50 ug/mL). As Figuras 42 A e 42 B

apresentam os resultados para as ligninas respectivamente.

Figura 42- Investigagdo de morte celular promovida por ligninas utilizando anexina V e
coloragdo com iodeto de propidio. (A) - Morte celular promovida por lignina de O. ficus-indica e
lignina de O. cochenillifera (B).
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Fonte: Autor, (2019).

Os resultados mostraram que nenhuma lignina foi capaz de promovem morte
significativa em células animais e podem ser usadas com seguranca em todas as
concentracdes avaliadas neste estudo (Figura. 42A e B). Estes resultados, sdo semelhantes
aos obtidos por Morganti et al. (2017), os autores também investigaram o perfil citotoxico
promovido pelas por suas ligninas as quais denominaram CN-Bio-Lignina e ndo
observaram morte celular significativa contra queratinécitos humanos (HaCat) nas
concentragdes de 100, 50 e 10 ug/mL. Figueiredo et al. (2017) investigando a atividade

antitumoral contra carcinomas mamarios e prostaticos humanos e linhagens de
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adenocarcinoma colorretal promovidas por nanoparticulas de lignina carboxilada, os
quais mostraram que a lignina foi capaz de matar células cancerigenas, mas nao células
normais em altas concentragdes (500, 250, 100 e 50 pg/mL). Espinoza-Acosta et al.
(2016), em sua revisdo, relataram que as ligninas apresentam efeito citotoxico apenas em
concentragdes acima de 700 pg/mL em células de fibroblastos de camundongos.

A partir dos resultados de viabilidade foram realizados ensaios de proliferagéo
celular em trés diferentes concentracdes de ligninas (12,5, 6,25 e 3,12 pg/mL), em tempos
de 24 e 48 horas. Os resultados da proliferacdo celular promovida pelas ligninas estdo

apresentados nas Figuras 43 A, B, Ce D.

Figura 43- indice de proliferacdo de esplendcitos de camundongos avaliado por coloragio com
CFSE. Em um periodo de 24 e 48horas para as ligninas de O. ficus-indica (A e B) e de O.

cochenillifera (C e D) respectivamente.
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Fonte: Autor, (2019).
As ligninas de O. ficus-indica induziram proliferacdo significativa em 24 e 48 h

(Figura 43A e B) e as de O. cochenillifera apenas em 48 h de ensaio (Figura 43C e D).
Além disso, foi possivel observar que ambas as ligninas promoveram maior indice
proliferativo na concentracdo de 6,25 pg/mL (0 ensaio dependeu da dose) e, por essa

razdo, esta concentracdo foi escolhida para avaliar outros pardmetros imunoldgicos.
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5.7.8 AlteracGes nas EROs, nos niveis de célcio citosélico e no potencial de

membrana mitocondrial por duas ligninas em esplendcitos de camundongos

Com base nos resultados de proliferacao foi escolhida a concentracédo de 6,25 ug/
mL, para investigar a capacidade das ligninas induziram um estado de estresse oxidativo
promovendo alteracfes nos niveis de espécies reativas de oxigénio, citosolico (Figura
44A) e mitocondrial (Figura 44B), nos niveis de calcio (Figura 44 C) e no potencial de
membrana mitocondrial (Figura 44A). A resposta ao estresse oxidativo, sem induzir a
morte celular, é crucial para a diferenciagéo e ativacao das células do sistema imunoldgico
(MELO et al. 2010).

Figura 44- Medigdo do estresse oxidativo promovida por ligninas de O. ficus-indica e O.
cochenillifera. Produgdo de EROS citosolico (A) e mitocondrial (B) calcio citosolico (D) e

potencial de membrana (D). Numa concentragdo 6,25 pug/mL.
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Fonte: Autor, (2019).
Os resultados mostram que a lignina de O. cochenillifera foi capaz de promover

aumento dos niveis de espécies reativas de oxigénio esses radicais livres (na mitocondria)
em valores significativos (Figura 44A e B) quando comparado ao controle e a lignina de
O. ficus-indica. As ligninas promoveram aumento nos niveis de calcio citosolico (Figura
44C) no potencial de membrana mitocondrial (Figura 44D). Estes resultados indicam que
que estas macromoléculas séo capazes de promover a ativacao celular. Ja que ndo ocorreu

morte celular como apresentados nos ensaios de citotoxicidade.



114

5.7.9 Producéo de citocinas e liberacdo de NO, investigados em sobrenadantes de
culturas de esplendcitos de camundongos

Os sobrenadantes obtidos durante a cultura esplendcitos submetidos as duas
ligninas, na concentracdo de 6,25 pug/mL, em 24 ¢ 48 h de incubagdo, apresentaram

diferentes quantidades de producao de citocinas (Tabela 25).

Tabela 25- Producdo de citocinas promovida por ligninas de O. ficus-indica (OFI) e O.

cochenillifera (OC) a 6,25 g /mL por 24 e 48 horas de incubacdo de esplendcitos.

Controle Lignina de OFI Lignina de OC
Citocinas (pg/mL) 24h 48h 24h 48h 24h 48h
IFN-y 7,69+0,8 701+£05 726+04 7,18+04 7,32+£0,2 7,03 £0,7
IL-2 8,62+0,5 8,20+£06 8,10+03 8,20+0,2 8,73+0,1 8,30 £0,2
IL-4 8,80+0,2 860+0,2 850+02 847+04 8,43+0,1 8,32+0,3
IL-17 7,70+ 0,7 727+06 799+04 7,70+0,8 7,41+04 7,72+0,3
TNF-a 453+15 57+0,1 503+0,7 7,3+0,9 58,8+0,9 79+0,1
IL-6 12,0+0,8 8,0+0,5 18,0+0,1 8,3%0,1 143+0,1 4,7+05
IL-10 10,0+0,3 53+0,1 10,2+08 8,7+0,7 9,8+0,3 6,7+0,1

Fonte: Autor, (2019).
Os resultados da Tabela 25 mostram que muitas citocinas foram produzidas em

valores basais (semelhantes ao controle) e, por isso, ndo promoveram alteragdes no estado
imunolégico em culturas. Entretanto, ambas as ligninas apresentaram 0 mesmo
comportamento em relacdo a alta producéo de TNF-a, IL-6 e IL-10. Estas citocinas foram
produzidas em valores significativos pelas células quando em contato com ligninas e nos
mesmos tempos experimentais (Figura 45A-F). Além disso, a Figura 45 mostra a baixa
producdo de NO, provavelmente associada a baixa producéo de IFN-y.

As ligninas de O. ficus-indica e O. cochenillifera estimularam uma resposta pro-
inflamatoria através da producéo de citocinas TNF-a, IL-6 e IL-10 (DANIELE et al 2014;
GOTOH et al. 2017). Os mecanismos envolvidos na sinaliza¢gdo do TNF-o ainda nao
estdo claros, mas foi demonstrado que esta citocina promove mudancas na fungéo
mitocondrial e aumento na producdo de ROS (FORTES et al. 2012; TILSTRA et al.
2014). Além disso, a produgédo de TNF-a indica um sinal quimico para a liberagao de IL6,
uma citocina considerada como um marcador da resposta inflamatdria sistémica
associada a infecgdes (DANIELE et al 2014).

Em contrapartida, a IL-10 age como uma citocina anti-inflamatéria e em baixas
concentragcdes promove aumento da producao de TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-8 (GOTOH et
al. 2017). Matsuhisa et al. (2018) avaliando o acido lignosulfénico observada modulagéo
na producgdo de citocinas TNF-a, IFN-y, IL-1p ¢ IL-6 Células Caco-2. Morganti et al.

(2017), estudando o efeito imuno-modulatério da bio-lignina, obtiveram citocinas pro-
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inflamatdrias, incluindo TNF-a, IL-1a e IL-8. Além disso, Sakagami et al. (2011),
investigando a acdo imunomodulatdria promovida pelo complexo lignina-carboidrato nas
células RAW264.7 e J774.1, também observaram aumento do TNF-o e diminuigao de IL-
1B, IFN-a e IFN-y. Reesi et al. (2011) publicaram resultados semelhantes avaliando
nanofibras de lignina (Lig-NFs) na cicatrizacao de feridas in vivo. Lig-NFs foram capazes
de promover o reparo de feridas em ratos Wistar por aumento da reepiteliza¢do, deposigéo
de colageno e angiogénese.

Dois estudos com ligninas reforcam os achados sobre a estimulacdo imunologica
promovida pelas ligninas de O. ficus-indica e O. cochenillifera. O primeiro, publicado
por Tsuji et al. (2017), avaliando uma preparacdo especifica de lignina-carboidrato,
mostrou que a macromolécula promove uma potente atividade imunoestimulante em
ensaios celulares in vitro. O segundo estudo, conduzido por Morganti et al. (2017), indica
que sua bio-lignina é usada para promover cicatrizacdo de feridas in vitro e teve um
comportamento imunomodulador.

O oxido nitrico (Figura 45) é um mediador quimico que, em condicdes
fisioldgicas, tem sido relatado como uma molécula de sinalizacao vital e um mediador
chave da transducdo de sinal no sistema imunoldgico (KOVACEVIC et al. 2017).
Entretanto, estimulos diferentes podem levar a um aumento do NO, que pode reagir com
o 0?7, formando peroxinitrito, uma molécula relativamente toxica capaz de nitrosilar
residuos de tirosina, levando a formacdo de proteinas modificadas ou inibindo suas
funcBes e promovendo danos ao DNA (GIRARD et al. 2016).

Figura 45- Efeito das ligninas da O. ficus-indica (A) e O. cochenillifera (B) na produgdo de 6xido
nitrico (NO) em esplenécitos de camundongos em um periodo de 24 e 48 horas.
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Fonte: Autor, (2019).
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Sendo assim, as ligninas de Opuntia promoveram uma diminui¢@o nos niveis de
NO e estes achados estdo correlacionados com a baixa producdo de citocina IFN-y
também observada em nossos ensaios. Por fim um estudo realizado por Niu et al. (2016),
com ligninas obtidas de Inonotus obliquus por extracdo alcalina, mostraram que as
fracdes IOAX apresentaram o potencial estimulatorio da producdo de NO e indice de
fagocitose em macr6fagos RAW 264.7 em resposta dose-dependente. No entanto, 0s
autores ndo investigam outros mediadores imunoldgicos (como as citocinas), mas

indicam que suas ligninas também foram capazes de ativar as células imunoldgicas.

5.8 VISAO GERAL DA BIORREFINARIA DE OPUNTIA FICUS-INDICA E
OPUNTIA COCHENILLIFERA PROPOSTA NESTE TRABALHO

As Figuras 46 e 47 sumarizam os resultados da caracterizacdo fisico-quimica dos
principais constituintes obtidos durante o fracionamento das biomassas. E notdria a
diferenca estrutural e as aplicacGes destas palmas como matéria-prima estdo diretamente
relacionadas a estrutura quimica dos constituintes obtidos.

Este trabalho trouxe como inovacdo uma biorrefinaria de cactéceas, entretanto,
estudar este tipo de biomassa ainda é um desafio, visto que, muitos dos seus constituintes
apresentam alta complexidade estrutural, como é o caso da pectina e hemicelulose as
quais apresentam em sua composicdo, carboidratos em comum, tais como: arabinose,
xilose, galactose dentre outros. Esta similaridade dificulta a determinagdo da composigéo
e do rendimento do fracionamento.

A lignina presente nestas palmas é estruturalmente complexa e de dificil
caracterizacdo, além disso, muito pouco se sabe sobre sua utilizacdo. A celulose ¢é a
macromolécula que apresenta menor complexidade, esta ap0s a separacao do licor negro
pode ser utilizada como substrato (apds neutralizagdo) para a produgdo de enzimas e
células microbianas. Sendo assim, mais esforgos para o estudo de biorrefinaria de

cactaceas sdo necessarios a fim de consolidar seus processos e produtos.



Figura 46- Fluxograma do fracionamento e caracterizacao dos constituintes da palma gigante (O. ficus-indica)
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Figura 47- Fluxograma do fracionamento e caracterizacao dos constituintes da palma midda (O. cochenillifera)
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6 CONCLUSAO

A anélise da composicéo dos cladddios mostrou que O. cochenillifera apresenta maiores
teores de polissacarideos pécticos, celulose e proteina quando comparados a O. ficus-indica,
que por sua vez, apresentou maiores teores de lignina, hemicelulose e extrativos. Essas
diferencas composicionais estdo relacionadas principalmente a diferenca de espécies, visto que
foram obtidas com a mesma idade e na mesma regiao.

As condigcles experimentais utilizadas para o fracionamento juntamente com a
caracterizacdo fisico-quimica apresentam eficiéncia de extracdo acima de 60% para 0s
polissacarideos pécticos. J& o pré-tratamento &cido e a deslignificacdo alcalina removeram
valores acima de 90% para hemicelulose e lignina. Esses resultados foram confirmados pelas
andlises fisico-quimicas as quais mostraram que durante o fracionamento ocorram mudancas
superficiais e estruturais, sendo que a espécie O. cochenillifera apresentou maiores rendimentos
de extracdo. Através do fracionamento foi possivel obter maior exposicdo da celulose o que
favoreceu a hidrolise enzimética obtendo-se taxas de conversa entorno de 50%, valor este
compativel com o observado para a hidrélise da celulose de outras biomassas. Além disso, 0s
hidrolisados enzimaticos foram bons substratos para a producdo de etanol por S. cerevisiae.

As analises fisico-quimicas mostraram que as fracbes pécticas obtidas apresentam
diferencas estruturais. O. ficus-indica apresentou para as duas fracfes (soltvel e insolavel)
maiores teores de &cido galacturénico quando comparados a O. cochenillifera. Além disso, as
fracdes insollveis apresentaram glicose na sua composicdo. Todas as fracGes pécticas deste
estudo apresentaram baixos peso molecular e grau de esterificacdo, caracteristicas estas que
favorecem a geleificacdo. As fragdes soluveis foram utilizadas como substrato para crescimento
de leveduras S. cerevisiae, além disso foram capazes de proteger as celulas contra variacao de
pH, bile e suco gastrico em ensaios in vitro.

Os hidrolisados acidos (ricos em hemicelulose) sdo bons substratos para a producéo de
enzimas industriais (FPase, CMCase, xilanase, pectinase, poligalacturonase e - glicosidase)
por A. awamori sendo que a sua maior producéo foi obtida no hidrolisado de O. cochenillifera.

As ligninas obtidas sdo do tipo GSH, estruturalmente semelhantes e de baixo peso

molecular além disso s&o capazes de estimular células do sistema imunoldgico.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

e Realizar uma hidrélise enzimatica das fracfes pécticas precipitadas em etanol, com
pectinases flngica comercial, para uma melhor caracterizagdo quimica em termos de
monossacarideos.

e Realizar as analises dos acgUcares presentes nas amostras dos cultivos de producdo de
enzimas, ja realizados nas fracOes acidas (hemicelulésica) e realizar outros cultivos

necessarios para uma modelagem cinética da producéo de Xilanase por A. awamori.
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Lignins isolated from Prickly pear cladodes of the species Opuntia ficus-
indica (Linnaeus) Miller and Opuntia cochenillifera (Linnaeus) Miller
induces mice splenocytes activation, proliferation and

cytokines production
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Articte history: Opuniia Tous-indice and Opunnia cocheniflifera are species of Cactaceae, found in the arid regions of the planet.
:H-'!_W:: 30 July 1‘11‘;3 4 September 2015 They present water, cellulose, hemicellulase, pectins, extractives, ashes and lignins. Here we aimed to study
eceived in revised form 1 N N . .
aedl 20 Sep C0iE the immunomodulatory action of lignins from rhese two species against mice splenocytes, since no study for

this purpose has yet been performed. The antioxidant activinies of these lignins were evaluared by the DPPH,
ABTS, NO assays and total antioxidant activity. Cytotoxicity was evaluated through Annexin V-FITC and
propidium jodide-PE probs and cell proliferation was determined by CFSE. Immunomodulation studses with

HAvailable anline oo

Keywards:
mmmuhﬁm Opumntia lignins obtalned were performed through investigation of ROS levels, cytosolic calciurn redease, changes
Lignins on mitoechondrial membrane potential, cytokine production and NO release. Results showed that Opuntia
Macromolecules cocheniliifera lignin presented most phenalic amount and antioxidant activities than Opunna ficdus-indica. Both
Cytokines lignins showed higher cell viability (~98%) and cell proliferation. Activation signal was observed to both lignins
with increase of RO5 and cytosolic calcwm levels, and changes in mitochondrial membrane potential. In additon,
ligmins indwced the higher TNF-w, IL-6 and IL-10 prodection amd bow NO release. Therefore, these lignins present
great potential to be used as malecubes with a proinflammatory profile, being shown as a promising therapeutic
rarget.
© 201E Elsevier B.V. All nghts reserved.
1. Introduction development of new materials due to the presence of phenolic and ali-

Lignin is one of the most abundant natural polymers and the most
abundant source of aromatic compounds belonging to lignocellulosic
biomass [1]. Structurally it is an irregular heterogeneous polymer and,
depending of plant species, exhibits a variable ratio between its Seringyl
(8], Guaiacyl {G) and p-Hydroogylphenyl [H) units linked by bonds of the
type p-0-4, 5-5, -5, 4-0-5 |2]. Lignin is widely obtained as a by-
product of the pulp industry and is a good candidate for the
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phatic hydroxyl groups in its structure [3).

Several high value-added products can be obtained such as low cost
carbon fiber, plastics, polymer membranes, fuels and a variety of
chemicals |4]. Moreover, different biological activities, such as diabetes
treatment | 5], obesity control |G], antiviral activity [7], anticoagulant,
anti-emphysema [8], Anti-inflammatory and immunomodulatory ac-
tions 9] are related to lignins. Due to this versatility, isolated lignins
have been widely studied in last years [4,5].

Opuntia ficus-indica (Linnaeus) Miller and Qpuntia cochenillifera
{Linnaeus) Miller are Cactaceae prevalent in different arid regions of
the planet. Semi-arid regions of the Brazilian northeast, with prevalent
dry clime, dairy goats, dairy cattle and sheep, survive feeding on these
vegetables. Studies demonstrated the importance of these cactaceae as
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