a UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
4 “JULIO DE MESQUITA FILHO”

7l
unes p ™ INSTITUTO DE BIOCIENCIAS — RIO CLARO s B

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MICROBIOLOGIA APLICADA
(UNESP- RIO CLARO)

DESENVOLVIMENTO DE BIOPROCESSOS PARA PRODUCAO E
APLICACAO DE ENZIMAS, EXTRACAO DE AMIDO E PRODUCAO DE
LEVEDURAS FIBROLITICAS A PARTIR DE RESIDUOS
AGROINDUSTRIAIS

JOYCE FARIA DE SOUZA

Fevereiro - 2020



a UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
4 “JULIO DE MESQUITA FILHO”

u n eS p - INSTITUTO DE BIOCIENCIAS — RIO CLARO

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MICROBIOLOGIA APLICADA
(UNESP-RIO CLARO)

DESENVOLVIMENTO DE BIOPROCESSOS PARA PRODUCAO E
APLICACAO DE ENZIMAS, EXTRACAO DE AMIDO E PRODUCAO DE
LEVEDURAS FIBROLITICAS A PARTIR DE RESIDUOS
AGROINDUSTRIAIS

JOYCE FARIA DE SOUZA

Dissertacao apresentada ao Instituto de
Biociéncias do Campus de Rio Claro,
Universidade Estadual Paulista, como
parte dos requisitos para obtencdo do
titulo de Meste em Microbiologia
Aplicada.

Fevereiro - 2020



Souza, Joyce Faria de
S729d Desenvolvimento de bioprocessos para producéo e
aplicacdo de enzimas, extracdo de amido e producdo de
leveduras fibroliticas a partir de residuos agroindustriais /
Joyce Faria de Souza. -- Rio Claro, 2020
99 p. :il., tabs.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista
(Unesp), Instituto de Biociéncias, Rio Claro
Orientador: Pedro de Oliva Neto

1. Microbiologia. 2. Enzimas de fungos. 3. Leveduras.
4. Residuos agricolas. 5. Fermentag&o. I. Titulo.

Sistema de geracdo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca do
Instituto de Biociéncias, Rio Claro. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.



A%y UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA SO,

[ e
unesp™ e ®

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO DA DISSERTAGAQ: Desenvolvimento de bioprocessos para produg@o e aplicagdo de enzimas,
extragdo de amido e produgdo de leveduras fibroliticas a partir de residuos

agroindustriais

AUTORA: JOYCE FARIA DE SOUZA
ORIENTADOR: PEDRO DE OLIVA NETO

Aprovada como parte das exigéncias para obtengdo do Titulo de Mestra em CIENCIAS BIOLOGICAS
(MICROBIOLOGIA APLICADA), érea: Microbiologia Aplicada pela Comiss@o Examinadora:

y

Prof, Dr. PEDRO DE OLIVA NETO
Departamento de Biotecnologia / Faculdade de Ciéncias e Letras - UNESP - Assis

Prof. Dr. ADILSON ROBERTO GONGALVES
IPBEN / Instituto de Pesquisa em Bioenergia

Prof. Dr. ADIBE LUIZ ABDALLA
Centro de Energia Nuclear na Agricultura / Universidade de S&o Paulo

Rio Claro, 19 de fevereiro de 2020

Instituto de Blociénclas - Campus de Rio Claro -
AV, 24-A no. 1818, 13506900
CNPJ: 48.031.018/0018:72.



Aos meus pais, por todo
apoio, paciéncia e amor que me
ajudam a continuar buscando ser
uma pessoa melhor.

Dedico



Agradecimentos

Primeiramente agradeco a Deus por me guiar e sempre estar ao meu lado, me
fortalecendo e acalmando em cada etapa.

Ao professor Dr. Pedro de Oliva Neto por ter me aceitado como aluna de iniciagéo
cientifica e agora como aluna de mestrado. Agradeco imensamente por ser um orientador
presente, dedicado e muito paciente para me ensinar. Obrigado pelo entusiasmo,
otimismo e fé que vocé demonstra, isso me ajuda a continuar buscando ser uma
profissional melhor.

Ao programa de Microbiologia Aplicada que me deu a oportunidade de aprender
um pouco mais sobre microbiologia e a todos os professores e coordenadores do
programa. Gostaria de agradecer ao Felipe da Secretaria da pds-graduacdo de Rio Claro
que me ajudou inumeras vezes.

A CAPES pelo investimento financeiro. O presente trabalho foi realizado com
apoio da Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior-Brasil (CAPES)
- Cddigo de Financiamento 001.

Um agradecimento muito especial aos funcionarios da Faculdade de Ciéncias e
Letras — FCL — Unesp Assis, ao Sivaldo e Alessandro (portaria) que sempre me receberam
com um sorriso e ao Gilberto e Alan (técnicos do Departamento de Biotecnologia) que
sempre me socorreram com problemas nos equipamentos e falta de reagentes, e também
pela amizade que construimos, muito obrigada!

Aos amigos do Laboratorio pela amizade e companhia.

Um agradecimento especial ao meu grande amigo Edson Marcelino Alves, pelos
puxdes de orelhas, correcdes de artigos/ trabalhos, risadas, paciéncia, companheirismo e
por toda esta amizade sincera que cultivamos, MUITO OBRIGADA!

A Camila Yamashita por todo apoio, amizade e paciéncia. Muito obrigada Camis.

As companheiras Franciane Figueiredo e Fabiane Barros que me apoiaram nesta
caminhada, por todas as conversas, risadas e ajuda muito obrigada meninas. Agradeco
também a Ana Flavia Carvalho pelos altos papos, amizade e bons conselhos, a Bruna
Escaramboni por todo apoio e amizade e ao Pedro Elias e Josi pelo companheirismo e
amizade nestes Ultimos anos.

A faculdade FEMA pelo apoio na analise de algumas amostras, em especial ao

professor Sergio Cortez e a professora Elaine.



Um agradecimento as melhores amigar que a faculdade me trouxe, Maristela
Oliveira, Cintia Oliveira, Dafne Camargo e Amanda Piva, vocés sdo pessoas
maravilhosas. Em especial a Maristela e Cintia que sempre me motivaram, acreditaram
em mim e na caminhada que escolhi trilhar, muito obrigada por todo apoio meninas.

Aos meus primos e tios, em especial a Ana Flavia dos Santos, obrigada por todo
apoio e esperanga em mim.

Por fim, aos meus pais Luis Willian de Souza e Rosangela Lima Faria de Souza,
a minha irma Julia e aos meus avés Joana, José e Luzia que sempre acreditaram em mim,
rezaram e me acompanharam nesta caminhada, 0 amor de vocés e a presenga de Deus na
minha vida é a base de toda minha forca, muito obrigada!

Obrigada a todos que direta ou indiretamente fizeram parte dessa jornada.



LISTA DE FIGURAS
Capitulo 1

Figura 1. Organizacdo do material lignocelul6sico quanto a celulose, hemicelulose e lignina
(Adaptacdo de: Wyman e Yang, 2009). .....cccueerueeriiriieeniieniie ettt sttt sttt 20
Figura 2. Modelo demonstrativo da sinergia de atuacdo das enzimas endoglucanase,
exoglucanase e B-glucosidase em um sistema celulolitico durante a hidrélise da celulose. =

Extremidade redutora; ®= extremidade redutora modificada; - = ligacio B (1,4); ®= glicose
modificada; © = glicose ndo modificada (Saini et al., 2015). ......c.cceeveverererereeerereeeereeeerereeens 21
Capitulo 2

Figura la. Otimizagdo da produgédo de xilanases e B-glicosidase utilizando o T. reesei QM 9414
através da mistura de residuos agroindustriais farelo de trigo (A), polpa citrica (B) e dreche
cervejeiro (C) no meio de cultura em cultivo submerso a 28°C por 15 dias. .......ccocveeveereernenne 51
Figura 1b. Otimizacdo da producgéo de exoglucanase, endoglucanase e celulase total de T. reesei
QM 9414 através da mistura de residuos agroindustriais farelo de trigo (A), polpa citrica (B) e
dreche cervejeiro (C) no meio de cultura em cultivo submerso a 28°C por 15 dias. ..........c....... 52
Figura 2. Cultivo com diferentes concentragdes de tween 80 para a atividade de celulase total (a)
e xilanase (b) utilizando T. reesei e 3% de polpa citrica em cultivo submerso a 28°C e 150 rpm

AEE 15 GBS, .. ettt et b e h e st e bt e sat e sate e beenheesateen 55
Figura 3. Cultivo submerso de T. reesei com sais, extrato de levedura e sacarose em diferentes
tempos para producdo de xilanases a 28°C e 150 rpm por até 15 dias.........ccceevveerveeercreeennennns 58
Figura 4. Cultivo submerso de T. reesei com sais, extrato de levedura e sacarose em diferentes
tempos para producédo de celulases a 28°C e 150 rpm por até 15 dias.........cccvevveeeveeercreeennennn, 59
Figura 5. Cultivo submerso de T. reesei com sais, extrato de levedura e sacarose em diferentes
tempos para producdo de exoglucanase a 28°C e 150 rpm por até 15 dias. .......ccceeeveercveeernneens 59
Figura 6. Cultivo submerso de T. reesei com sais, extrato de levedura e sacarose em diferentes
tempos para producdo de endoglucanase a 28°C e 150 rpm por até 15 dias. ........ccccvvevcvveernnenns 59

Figura 7. Atividade enzimatica dos cultivos com a combinacdo dos melhores sais para xilanase
(a) e para celulase (b) utilizando o T. reesei e dreche cervejeiro em cultivo submerso a 28°C e 150
FPM ALE 15 IS, ..eeeiviieiiee ettt ste e et e e e be e e s be e e stteeetaeesabaeesebeeensaeesasaeesateeennseeennes 60

Capitulo 3

Figura 1. Resumo das etapas e anélises desenvolvidas com o bagaco de mandioca, assim como
residuos gerados e enzimas utilizadas em cada etapa. .......c.cceceveeeeieeiiieieciee e 73
Figura 2. Cinética de gelatinizacdo do bagago de mandioca (80°C) para extra¢do de amido. ...80
Figura 3. Hidrdlise enzimatica do bagago de mandioca com celulases comerciais Cellic CTec2 e
BIOENJ19 para extracdo de amido realizadas em concentracBes de atividade enzimética
diferentes: 15 e 7,5 FPU/g de substrato seco e tempos diferentes 2 e 12 horas de hidrélise em
3]0 USSR 83
Figura 4. Hidrdlise enziméatica do bagago de mandioca (6%) com celulases comerciais Cellic
CTec2 para extracdo de amido realizadas até 36 horas em 50°C com 5 e 12 FPU/g seca de amostra.



Figura 5. Hidrdlise enzimatica do bagaco de mandioca com xilanases comerciais Celluclast da
Novozymes para extracdo de amido realizadas até 24 horas a 50°C com 15, 30 e 60 U/g seca de

AIMOSEIA SECAL +evveervrerureereesteessteeseesteessseesseesseessseesseesseessseenseesseessseeseesseessseenseesssssnseenseessessnsenns 86
LISTA DE TABELAS

Capitulo 1

Capitulo 2

Tabela 1. Matriz experimental e respostas observadas a partir da mistura dos residuos
agroindustrias para otimizacao da producdo de Xilanases e Celulases...........cccvevueevreeneeriennnens 49
Tabela 2. Dados estatisticos dos modelos obtidos para cada atividade enzimatica estudada
(UML), ettt s b et bt et s he et bt et e ae e s bt e nt e bt et e s beentesneentes 50
Tabela 3. Validacdo dos modelos obtidos por meio do delineamento experimental de misturas
para as atividades ENZIMALICAS. .......c.eecvveirieirieiie ettt estee et et e eae e sbeesaeereesaaesaseesaeessaesnseens 53
Tabela 4.Producéo de enzimas da literatura utilizando tween 80. ........cccccccvvveveeevieeercieeenieenn, 54
Tabela 5. Atividade enzimatica produzida em cada etapa do estudo. ...........ccceevvverueeeeeereenen. 62
Capitulo 3

Tabela 1. Composicdo quimica do bagaco de mandioca in natura do trabalho atual comparado a
L =T =LA [ - VPRSPPI 79
Tabela 2. Rendimento, eficiéncia e pureza (concentracdo) das fracdes obtidas ap6s gelatinizacdo
e filtracdo do bagaco de MANMIOCA. ........ceeevviieiiie et sree e 81

Tabela 3. Composicdo quimica do bagaco de mandioca ap0s gelatinizacdo - Bagaco in natura,
FracGes Amilacea, Fracdo Fibrosa 1 e da Fracdo Fibrosa obtida por de Leonel e Cereda (2000).

............................................................................................................................................... 82
Tabela 4. Proporcao e tipos dos acucares redutores encontrados apés a hidrolise enzimética da
Fracdo Fibrosa 1 com o extrato BIOENJI19 € Cellic CTEC2. .....cccvvvevcvvieiieeeeee et 87
Tabela 5. Concentracdo (m/v) de amido e acUcar redutor liberado durante a hidrolise enzimatica
e Fracdo Fibrosa 1 utilizando o extrato BIOENJ19 e Cellic CTeC2. ...c..cvvvveeveeneerieerieeniieeieens 87
Tabela 6. Balanco de massa da hidrdlise da Fracdo Fibrosa 1 com as enzimas Celic Ctec2 e
extrato BIOENJ19 a 50°C, pH 4 e 24 horas, com 5 FPU/g de substrato. ..........c.ccccouvevcvveennneenns 88
Tabela 7. Caracterizagdo quimica de bagaco de mandioca hidrolisado com a Fragdo Fibrosa 1 e
Fragao FIDr0SA 1-1 .....couiiiiieiieciie ettt sttt sttt e e b e sateenbeesneesnneens 89

Tabela 8. Caracteristicas do cultivo quanto ao teor de proteinas, rendimento de biomassa de
leveduras, rendimento de bagago de mandioca ndo hidrolisado e agucares redutores no material
fermentado com Rhodotorula mucilaginosa e Wickerhamomyces onychis.............ccceeecvveeinenn, 90
Tabela 9. Teor de FDA, FDN e Fibra Bruta dos materiais obtidos no atual estudo................... 91



Resumo

O estudo da utilizacdo de residuos agroindustriais para desenvolvimento e otimizacéao de
bioprocessos econdémicos tem sido intensificado nos Gltimos anos. Neste trabalho foi
realizada uma revisdo que buscou sintetizar informagdes atuais sobre as condig¢oes
nutricionais de cultivo que influenciam na sintese de enzimas celuloliticas e xilanoliticas
produzidas por microrganismos, com destaque para os residuos agroindustriais e alguns
exemplos de linhagens probidticas e seu potencial na nutri¢do e satde animal. Estudou-
se também o desenvolvimento de um processo integrado de técnicas que envolveram
desde a biossintese de enzimas fibroliticas (celulases e xilanases), a partir de cultivo
fangicos em meios formulados com residuos, até a aplicacdo de métodos fisicos,
bioquimicos e microbiologicos no bagaco de mandioca, a fim de se obter maior
rendimento de amido na fecularias e novos co-produtos para uso como aditivos na
formulacéo de racdo animal. Os cultivos para producdo enzimatica foram realizados com
Trichoderma reesei QM9414 em cultivo submerso a 28°C, 150 rpm por 15 dias
utilizando-se farelo de trigo (FT), polpa citrica (PC) e dreche cervejeiro (DC)
suplementado com um conjunto de sais. O estudo da formulacdo do meio com a
combinacgdo destes substratos foi realizado por meio do delineamento experimental de
misturas, e as melhores combinagfes foram com a utilizacdo de 100% (m/v) de dreche
cervejeiro (celulase total e xilanase), além das combinacdes de 16,67% de farelo de trigo,
16,67% de polpa citrica e 66,7% de dreche cervejeiro (endoglucanase, exoglucanase e -
glicosidase). Foi realizado também um estudo quanto a demanda de minerais, sacarose e
extrato de levedura na producdo de celulases e xilanases, e selecionados os quatro
melhores nutrientes para avaliar a producdo enzimatica. Os estudos demonstraram um
aumento 2,38 vezes (1 FPU/g) para celulase total comparado a producdo obtida com o
delineamento experimental utilizando-se a melhor combinacgdo dos nutrientes extrato de
levedura, sacarose, zinco, fosfato de potassio e dreche cervejeiro. Por meio da utilizagédo
de diferentes concentracdes de tween 80 para a producdo enzimatica observou-se uma
reducdo substancial do tempo de cultivo para a biossintese de celulases. Técnicas de
gelatinizacdo do amido e aplicacdo de enzimas fibroliticas foram estudadas no bagaco de
mandioca a fim de aumentar a extracdo de amido reduzindo-se assim as perdas nas
fecularias. A cinética de gelatinizacao (80°C) seguida de filtracdo do bagaco de mandioca
resultou em duas fracoes: liquida (Fracdo Amilacea) e fibrosa (Fracdo Fibrosa 1), a fragéo

liquida apresentou grande extracdo de amido (eficiéncia de 72,4%) com pureza de 77%.



As hidrélises do bagago de mandioca para extracdo amido com o extrato BIOENJ19
(obtido do cultivo de T. reesei), celulase comercial (Cellic CTec2) e xilanase comercial
(Celluclast) ndao foram muito eficientes se comparadas a técnica da gelatinizacdo. A
Fracdo Fibrosa 1 obtida por meio da gelatinizacdo foi submetida a uma hidrolise
enzimatica obtendo-se além de amido, agUcares redutores (1,27% para Celic CTec2 e
0,51% para o extrato BIOEJ19) e uma nova fracdo fibrosa (Fracdo Fibrosa 1-1). Os
produtos desta hidroélise foram usados para formulacdo de um meio de cultivo visando a
propagacdo das leveduras fibroliticas Rhodotorula mucilaginosa e Wickerhamomyces
onychis, realizada em batelada alimentada a 28°C, 180 rpm por 5 dias. Apés o cultivo
foram obtidas conversdes do substrato em biomassa de 0,14 g/g (R. mucilaginosa) e 0,12
g/g (W. onychis), indicando o potencial de producdo destas leveduras especiais com estes
residuos e um potencial aumento do valor agregado destes residuos com uso destas

tecnologias.

Palavras-chave: Residuos agroindustriais, Trichoderma reesei, enzimas fibroliticas,
leveduras probioticas.



Abstract

The study of the use of agro-industrial waste for the development and optimization of
economic bioprocesses has been intensified in recent years. In this work, a review was
carried out that sought to synthesize current information on the nutritional conditions of
cultivation that influence the synthesis of cellulolytic and xylanolic enzymes produced by
microorganisms, with emphasis on agro-industrial residues and some examples of
probiotic strains and their potential in animal nutrition and health. We also studied the
development of an integrated process of techniques that involved since the biosynthesis
of fibrolytic enzymes (cellulases and xylanases), from fungal cultures in media
formulated with residues, to the application of physical, biochemical and microbiological
methods in the bagasse was studied, in order to obtain higher starch yield in starchy mills
and new co-products for use as additives in the formulation of animal feed. Cultivations
for enzymatic production were carried out with Trichoderma reesei QM9414 in
submerged fermentation at 28 ° C, 150 rpm for 15 days using wheat bran (FT), citrus pulp
(PC) and brewery spent malt (BSM) supplemented with a set of salts. The study of the
formulation of the medium with the combination of these substrates was carried out
through the experimental design of mixtures, and the best combinations were with the use
of 100% (w / v) of brewery spent malt (total cellulase and xylanase), beside to the
combinations 16.67% wheat bran, 16.67% citrus pulp and 66.7% brewery spent malt
(endoglucanase, exoglucanase and B-glucosidase). A study was also carried out regarding
the demand for minerals, sucrose and yeast extract in the production of cellulases and
xylanases, and the four best salts were selected to evaluate enzyme production. The
studies showed a 2.38 fold increase (1 FPU / g) with the best combination of nutrients
yeast extract, sucrose, zinc and potassium phosphate and brewery spent malt. The use of
different concentrations of tween 80 was evaluated, substantially reducing the culture
time for cellulases biosynthesis. Techniques of starch gelatinization and application of
fibrolytic enzymes were studied in the cassava bagasse in order to increase the extraction
of starch thus reducing losses in the starch mills. The gelatinization kinetics (80 ° C)
followed by filtration of the cassava bagasse resulted in two fractions: liquid (starchy)
and fibrous (fibrous fraction 1), resulting in a large extraction of starch (72.4% efficiency)
with purity of 77%. The hydrolysis of cassava bagasse for starch extraction with the

BIOENJ19 extract (obtained from the cultivation of T. reesei) or commercial enzyme



(Cellic CTec2) was not very efficient compared to the gelatinization technique. However,
after enzymatic hydrolysis of fibrous fraction 1, in addition to starch, reducing sugars
(1.27% for Celic CTec2 and 0.51% for BIOEJ19 extract) were obtained, in addition to a
new fibrous fraction (fibrous fraction 1- 1). The products of this hydrolysis were used to
formulate a culture medium, aiming the propagation of fibrolytic yeasts Rhodotorula
mucilaginosa and Wickerhamomyces onychis, carried out in batches fed at 28 ° C, 180
rpm for 5 days. After cultivation, substrate conversions were obtained in biomass of 0.14
g/ g (R. mucilaginosa) and 0.12 g / g (W. onychis), indicating the potential of production
of these special yeasts with these residues and potential increase of added value of these

residues with the use of these technologies.

Keywords: Agro-industrial residues, Trichoderma reesei QM 9114, fibrolytic enzymes,

probiotic yeasts.
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Introducéo geral

A utilizacdo de residuos agroindustriais para desenvolvimento e otimizacdo de
bioprocessos econémicos tem sido intensificado nos Gltimos anos. Neste trabalho foi
realizada uma revisdo que buscou sintetizar informagdes atuais sobre as condig¢oes
nutricionais de cultivo que influenciam na sintese de enzimas celuloliticas e xilanolicas,
além de um estudo utilizando um delineamento experimental de misturas para otimizar a
producdo enzimatica e aplicacfes de enzimas celuloliticas em residuos agroindustriais. A
pesquisa foi dividida em trés capitulos. O Capitulo 1 é uma revisao bibliografica com o
titulo: “Biossintese e aplicacdes de enzimas celuloliticas e xilanoliticas utilizando-se
residuos agroindustrias”. Esta revisdo foca nos fatores que influenciam a biossintese das
enzimas, em especial sobre a fonte de nutrientes empregada, abordando de uma forma
geral sobre as caracteristicas dos residuos agroindustriais, influéncia da adicdo de
minerais, fonte de nitrogénio, entre outros varidveis que interferem na biossintese
enzimatica. Uma abordagem sobre as caracteristicas das celulases e xilanases,
importancia biotecnologica, e as aplicacfes das mesmas, com foco na aplicacdo em
residuos associada a nutricdo animal. O Capitulo 2 intitulado “Produ¢ao do complexo
celulolitico e xilanolitico a partir de residuos agroindustriais” refere-se a producédo
enzimatica de celulases, B-glicosidase e xilanases por meio do delineamento experimental
de misturas (Design Expert) utilizando os subprodutos farelo de trigo, polpa citrica e
dreche cervejeiro em cultivo submerso a 28°C, 150 rpm por 15 dias, com o
microrganismo Trichoderma reesei QM9414. O objetivo deste capitulo é desenvolver um
bioprocesso de baixo custo, utilizando residuos agroindustriais para a producdo de
celulases e xilanases. Este capitulo tem dois desdobramentos das formulagdes dos meios
de cultivo apds o delineamento experimental. O primeiro trata do uso de um surfactante
(tween 80) para avaliar seu efeito na cinética de producdo das celulases e xilanases. O
segundo foca nos nutrientes complementares a fonte de carbono (dreche cervejeiro) do
meio de cultivo de T. reesei. Assim foram estudados seis sais minerais, extrato de
levedura e sacarose separadamente para observar a influéncia dos mesmos na producao
de celulases e xilanases. A partir deste estudo foram selecionados e misturados 0s quatro
sais mais eficientes com posterior analise da produgdo de celulases e xilanases. O
Capitulo 3 “Melhoria na extragdo de amido e novos co-produtos na indudstria de fécula

através de novas tecnologias aplicadas no bagaco de mandioca” teve como objetivo
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avaliar as perdas de amido pela industria através deste residuo sélido, e desenvolver
bioprocessos capazes de aumentar o rendimento de amido das fecularias, além da
producdo de novos co-produtos de maior valor agregado a partir destes residuos. Assim,
a técnica de gelatinizacdo do bagaco de mandioca e hidrolises enzimaticas, utilizando-se
enzimas fibroliticas (cultivado de T. reesei) e enzima comercial Cellic CTec2, foram
comparadas quanto a eficiéncia de extracdo do amido contido no bagaco de mandioca.
Por fim, também foram avaliados bioprocessos para propagacao de leveduras fibroliticas
(Rhodotorula mucilaginosa e Wicherhamomyces onychis) utilizando-se os produtos das
hidrolises enzimaticas da porcdo insollvel obtida da gelatinizacdo do bagaco (Fracdo
Fibrosa 1) para formulacdo do meio de cultivo para as referidas leveduras.



17

Capitulo 1- REVISAO: Biossintese e aplicacdes de enzimas celuloliticas
e xilanoliticas utilizando-se residuos agroindustriais

Joyce Faria de Souza'*, Edson Marcelino Alves?, Pedro de Oliva Neto?.

! Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP,
Campus de Rio Claro, S&o Paulo, Brasil; ? Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” — UNESP, Campus de Assis, Sdo Paulo, Brasil;

RESUMO

Esta revisdo busca sintetizar informacdes sobre os fatores nutricionais que
influenciam na sintese de enzimas celuloliticas e xilanolicas produzidas por
microrganismos, com destaque para os residuos agroindustriais. A composi¢ao quimica
do meio de cultivo, proporcdes e tipos de substratos, sais minerais e fatores de
crescimento, bem como indutores enzimaticos e umidade podem acelerar ou inibir a
producdo enzimatica do cultivo fungico para producdo de enzimas em geral e,
especificamente para a producdo de celulases e xilanases. A aplicacdo dessas enzimas
ocorre em diferentes setores, e nesta revisdo é dada uma atencédo especial para o uso delas
na hidrolise de residuos e como aditivos as ragdes animais. Outro exemplo de aditivo a
racdo animal dos ruminantes s@o 0s microrganismos probidticos que ajudam na
manutencdo do pH ruminal, competem com patdgenos, ajudam na degradacao da fibra,
produzem enzimas fibroliticas, dentre outros benéficos. Neste trabalho estdo sendo
discutidos alguns exemplos de linhagens probidticas e seu potencial na nutri¢do e saude
animal. Contudo foi observado a importancia de entender as necessidades do
microrganismo estudado em relacdo a umidade, temperatura, tempo de cultivo, pH, entre
outras variaveis, até os fatores nutricionais relacionadas ao tipo de fonte de carbono e tipo
de mineral, além das proporcBes utilizadas. O estudo também indica beneficios
proporcionados pela utilizacdo de probioticos e enzimas celuloliticas e xilanoliticas para

a nutricdo e satde animal.

Palavra-chave: enzimas fibroliticas, processos industriais, residuos agroindustriais,
leveduras probioticas.
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1. Introdugéo

A utilizagdo de enzimas em diferentes setores industriais € cada vez mais comum,
assim como os investimentos para sua producéo. A producdo de enzimas é realizada com
o cultivo de microrganismos em substratos nutritivos, entre as possiveis fontes de carbono
os residuos agroindustriais apresentam alto potencial bioquimico e sdo produzidos em
grandes quantidades atuando como uma boa fonte de nutrientes para a sintese de
biomoléculas (Aguiar et al., 2018; Monteiro e Nascimento, 2009).

O meio de cultivo do microrganismo deve favorecer a producdo da enzima de
interesse por meio de boas fontes de carbono, complementacdo com sais minerais,
umidade adequada, pH, temperatura, entre outros fatores, assim como a pProporgédo
utilizada de cada componente nutritivo. Otimizar esses fatores é essencial para aproveitar
ao maximo a capacidade de biossintese do microrganismo selecionado (Araujo e da Silva,
2018).

As enzimas sdo catalisadores biologicos especificos que atuam em diversas reacoes
quimicas como hidrolises, ligases, transferases, isomerases, entre outras (Fellows, 2018).
As enzimas celulases e xilanases atuam sinergicamente na hidrolise de celulose e
hemicelulose, promovendo a liberacdo de acucares (Catelan e Pinotti, 2019; Cunha et al.,
2016).

Os principais setores industriais que aplicam as enzimas fibroliticas, celulases e
xilanases, em seus processos sao as industrias téxteis, papeleira, nutricdo animal, industria
de sucos, entre outras (Monteiro e Nascimento, 2009). Neste trabalho daremos énfase
para a nutricdo animal, abordando as vantagens da utilizacdo de enzimas e

microrganismos probidticos.
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2. Biossintese de enzimas celulases e xilanases utilizando-se residuos
agroindustriais

A populagdo aumenta em 83 milhGes de pessoas por ano e deve chegar a 8,6
bilhdes em 2030 agravando a producdo de residuos agroindustriais (Nacdes Unidas,
2017). O residuo agroindustrial é uma biomassa lignocelulésica com alto potencial
bioguimico o que permite a utilizacdo de microrganismos para a producdo de moléculas
de alto valor agregado. Os principais residuos gerados pela industria brasileira sdo bagaco
de cana, polpa citrica, palha de cana, dreche cervejeiro, bagaco de mandioca, entre
diversos outros (Costa, 2019).

A cana de agucar produz para cada tonelada processada em torno de 280 quilos de
bagaco de cana e palha (Morais et al., 2007). O dreche cervejeiro é produzido em uma
proporcdo de 100 litros de cerveja para 20 kg de dreche gerado (Reinold, 1997), a
producdo anual de cerveja chega a 14 bilhGes de litros estimando uma producéo de 2,8
milhdes de toneladas de dreche (CervBrasil, 2016). O bagago de mandioca € um residuo
fibroso proveniente das fecularias, produzido em torno de 928,6 kg por tonelada de raiz
de mandioca processada. Para a producdo de polpa citrica estima-se 1,4 milhdo de
toneladas produzidas no cinturdo citricola de S&o Paulo e Triangulo/Sudoeste Mineiro
2019/2020 (Scot Consultoria, 2019, Fundecitrus, 2019).

A biomassa lignoceluldsica apresenta componentes estruturais chamados de
celulose, hemicelulose e lignina. A concentracdo de cada componente no material
lignocelulosico varia, influenciando na eficiéncia da hidrolise pelas enzimas (Costa,
2019).

A celulose é o composto organico de maior ocorréncia natural na terra, presente
em maior parte na parede celular da fibra. Este homopolissacarideo de cadeia longa €
composto por moléculas de B-glicose (Figura 1), possui uma estrutura linear com alta
interacdo entre as moléculas. As ligacdes de hidrogénio da celulose tornam propenso a
formacédo de cristais insolUveis em agua e na maioria dos solventes organicos, sendo uma
das dificuldades para a hidrélise deste material. As enzimas que atuam sobre a celulose
sdo chamadas de celulases e formam um complexo enzimatico atuando em sinergia para
sua hidrolise (Pirota et al., 2015).

A hemicelulose é um heteropolissacarideo composto por diferentes unidades de
acucares D-xiloses, L-arabinose, D-glucose, D-manose, D-galactose e &cido 4-O-metil-

D-glucurdnico derivados de carboidratos poliméricos de xilana, arabnogalactana,
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glicomanana e galactomanana. A xilana é o principal constituinte da hemicelulose (com
ligagOes do tipo B-1,4) (Oliveira, 2017).

A lignina é o componente mais recalcitrante dentre os trés, responsavel
principalmente pela protecdo contra microrganismos e resisténcia mecénica. A lignina é
uma molécula tridimensional amorfa formada por fenodis, principalmente por
fenilpropano que ndo se repete de forma regular. A resisténcia fornecida pelo teor de
lignina no material lignoceluldsico estd correlacionada com as ligagdes fisicas e
covalentes da lignina e hemicelulose. Assim como a cristalinidade da celulose dificulta a
hidrélise do material, a concentracdo de lignina também dificulta a atuacdo das enzimas
sobre o residuo. (Freudenberg e Neish, 1968). A figura 1 apresenta o material

lignoceluldsico e seus principais constituintes: celulose, hemicelulose e lignina.

Figura 1. Organizacdo do material lignocelulésico quanto a celulose, hemicelulose e
lignina (Adaptagéo de: WWyman e Yang, 2009).

Parede celular

Microfibrila

Lignina

Celulose

As principais enzimas que degradam o material lignocelulosico sdo chamadas de
celulases e xilanases. As celulases sdo um conjunto de enzimas altamente especificas
chamadas de endoglucanase, exoglucanase e B-glicosidase, que atuam sinergicamente
para degradacédo de celulose (Catelan e Pinotti, 2019).

As celulases sdo classificadas de acordo com o local de atuacdo sobre a celulose

sendo as principais responsaveis pela hidrolise da ligagcdo B-1,4 da celulose. Elas se
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dividem em: endoglucanase (j3-1,4-D-glucanohidrolase) que atua internamente a celulose
hidrolisando ligagdes B-1,4 e liberando oligossacarideos em diferentes graus de
polimerizacdo tornando mais disponivel a atuacdo das celobiohidrolases, temos tambem
a enzima exoglucanase (3-1,4-D-glucanocelobiohidrolase) que hidrolisa as extremidades
da celulose tornando o polissacarideo mais exposto e suscetivel a quebras, e por fim temos
as B-glicosidases que hidrolisam celobioses e oligossacarideos transformando-os em
mondmeros de glicose (Figura 2) (Castro et al., 2010). A figura 2 apresenta um modelo
da atuacdo sinérgica das celulases sobre a celulose.

Figura 2. Modelo demonstrativo da sinergia de atuagdo das enzimas endoglucanase,

exoglucanase e B-glucosidase em um sistema celulolitico durante a hidrolise da celulose.
&= Extremidade redutora; ®#= extremidade redutora modificada; - = ligacdo f (1,4); ®

= glicose modificada; © = glicose ndo modificada (Saini et al., 2015).

Endo-glucanase Exo-glucanase

y !

*--0-0-600080 00080808080

Endo-glucanase l B-glucosidase

*-8-0-0-0-0-00% E 90 -0-8-8-0—+ O %
Endo-giucunasc Exo-glicanasc l B-glucosidase
Lo ate o o (0g o O g 0n o 0o L
- O ¥* 6 L 0 oo o S0 J L -

As enzimas xilanases atuam na hidrélise da hemicelulose. As principais enzimas
deste complexo xilanolitico sdo chamadas de endoxilanases, exoxilanases e 3-xilosidases.
As endoxilanases (B-1,4-D- xilana-hidrolase) hidrolisam ligacfes internas da molécula
liberando xilooligossacarideos, as exoxilanases (-1,4-D- xilohidrolases) liberam xilose
através de extremidades nao redutoras das xilanas e por fim as -xilosidases (B-1,4-D-
xilohidrolases) atuam sobre xilobiose e xilooligossacarideos curtos liberando xilose
(Gomes et al., 2007).

O aumento do interessa industrial voltado para a utilizagdo de enzimas impulsiona

pesquisas que otimizem a producdo enzimatica. As exigéncias nutricionais do
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microrganismo para a produgao da enzima de interesse variam, alguns estudos buscam
entender a influéncia de determinados substratos sobre a produgdo enzimatica por meio
de ferramentas como delineamentos experimentais de misturas (Cunha et al., 2016). As
caracteristicas dos substratos do cultivo, presenca de fibras, amido, proteinas, etc, podem
induzir na escolha de substratos para producdo enzimatica, mas a complexidade
nutricional dos microrganismos geralmente ndo permite 6timas produgdes apenas com
um formulado simples, sendo geralmente suplementado com diferentes nutrientes
(Oliveira et al., 2018).

A utilizacdo do material fibroso bagago de cana apresenta bons resultados para a
producéo de celulases em alguns estudos, porém em outros demonstra menor eficiéncia
de producdo comparado ao substrato amilaceo farelo de trigo (Maeda et al., 2011).
Rodriguez-Zufiga et al., (2011) ao testarem o cultivo de A. niger sobre bagaco de cana-
de-acucar, farelo de soja, farelo de trigo e misturas entre os substratos, observaram
melhores atividades de celulases conforme o aumento das concentracdes de farelo sobre
0 bagaco de cana. O uso de farelo de trigo em cultivo por 72 horas obteve as melhores
atividades enzimaticas. Jatinder et al., (2006) ao avaliarem a producdo de enzimas
fibroliticas com o cultivo submerso de Scytalidium thermophilum em diferentes fontes de
carbono palha de arroz, palha de trigo, farelo de trigo, palha de arroz : farelo de trigo
(1:3), espiga de milho, bagaco, jornal e p6 de serra observaram maiores producdes
enzimaticas utilizando palha de arroz e farelo de trigo (1:3) em pH 6, 45°C por 7 dias,
alcancando uma melhor producdo com um residuo amilaceo presente em maiores
concentragcdes e ndo com os materiais mais fibrosos testados como espiga de milho,
bagaco e jornal. Desai et al., (1982) observaram que a utilizacdo de farelo de trigo no
cultivo de Scytalidium lignicola CD-48 aumentou em 67% a produgao de B-glucosidase.
Aumentar o teor de substratos amilaceos como farelo de trigo, pode estimular a producao
de amilases e inibir a sintese de celulases, porém de acordo com a literatura o farelo de
trigo é uma boa fonte de nutrientes para a producdo de celulases por determinados
microrganismos (Sun et al., 2008).

A fonte de nitrogénio para o desenvolvimento do microrganismo, assim como para
a producdo enzimatica, sdo fatores importantes. A producdo de endoglucanase por
Sternberg e Dorval, (1979) com a utilizacdo de sulfato de amdnio como Unica fonte de
nitrogénio mostrou ser eficiente para o T. reesei. Reis et al., (2015) utilizando Penicillium
echinulatum S1M29 observaram melhores atividades de endoglucanase, -glucosidase,

exoglucanase, celulase e xilanase utilizando 1,4 g/L de sulfato de amdnio comparado a
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concentragdes mais altas testadas e a concentracdo salina basal, 0,5 g/L de sulfato de
amonio. Os mesmos autores observaram melhores resultados com concentragfes mais
altas de ureia para a producdo de celulases e xilanases (0,525 g.L?). Narasimha et al.,
(2006) ao avaliarem a utilizacdo de ureia, peptona, nitrato de sodio e extrato de levedura
no cultivo de A. niger para producdo de celulases, também observaram melhores
resultados com a utilizacéo de ureia (0,82 U/mL). A segunda melhor fonte de nitrogénio
foi peptona seguida de nitrato de sédio e extrato de levedura. Os autores Desai et al.,
(1982) analisaram a producéo de celulases e B-glicosidase em cultivo de agitacdo com
Scytalidium lignicola CD-48 e perceberam sensibilidade quanto a fonte de nitrogénio
utilizada. Os nutrientes peptona (0,2% m/v) e o nitrato de potassio (0,2% m/v) foram
selecionados como as melhores fontes de nitrogénio.

A adigdo de fontes minerais no cultivo de microrganismos também é uma variavel
importante para o desenvolvimento do microrganismo e, consequentemente, para a
producdo enzimatica estando relacionada a producdo de coenzimas (Baldrian, 2003).
Cada microrganismo apresenta uma tolerancia especifica aos minerais, em excesso pode
inibir o crescimento e até selecionar a populacdo de microrganismos resistentes e
tolerantes.

Estudos indicam que o mineral zinco esta relacionado a manutencdo da
integridade dos ribossomos, membranas biologicas, além de ser importante para o bom
desenvolvimento do microrganismo (Babich e Stortzky, 1978; Ezzouhri et al., 2009). Os
autores Vale et al., (2011) ao utilizarem o fungo A. niger para avaliarem a influéncia de
diferentes concentracbes de cromo e zinco no cultivo observaram inibicdo do
metabolismo do fungo em concentracfes acima de 500 mg/L de zinco e 150 mg/L de
cromo. Segundo estes autores, a utilizagdo de 100 e 150 mg/L* desses minerais ja é capaz
de inibir 50% do crescimento micelial do fungo.

A umidade é outro fator que interfere na eficiéncia do cultivo, variando conforme
0 tipo de substrato utilizado, necessidades dos microrganismos e da biossintese
enzimatica desejada (Ramesh e Lonsane, 1990). Excesso de liquido na matriz pode
dificultar a difusdo de oxigénio, entretendo baixa umidade compromete 0 acesso aos
nutrientes e oxigenacao, prejudicando o crescimento do microrganismo e producdo
enzimatica (Pandey et al., 2000; Holker et al., 2004). De acordo com Marques et al.,
(2018) testes com diferentes concentragOes de umidade inicial 60, 65, 70, 75 ou 80%,
sobre o substrato farelo de trigo e farelo de algoddo em cultivo sélido por 14 dias para a

producéo de celulases, apresentaram melhores resultados para Botryosphaeriasp. AM01
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em 60 e 65% de umidade inicial, ja para a producdo de endoglucanases houve perda de
atividade enzimética com 65% de umidade. Para o microrganismo Saccharicola sp. EJC
04 a umidade inicial de substrato ndo influenciou a producéo de enzimas (Marques et al.,
2018). Um cultivo submerso utilizando Aspergillus niger com 10% de farelo de trigo e
90% de bagaco de cana foi realizado por Rodriguez-Zufiiga et al., (2011) para avaliarem
a influéncia de 60, 70 e 80% de umidade sobre a producéo de celulases. Os melhores
resultados foram obtidos com 70% e 80% de umidade. Foi observado também que 50%
de umidade ¢ insuficiente para uma completa hidratagdo do bagaco.

A temperatura de cultivo para biossintese enzimatica causa influéncia no
crescimento dos microrganismos e na hidrolise dos substratos disponiveis pelas
exoenzimas (Farinas et al., 2010). Utilizando-se um planejamento fatorial de dois
experimentos, Hamidi-Esfahani, et al., (2004) estudaram o efeito simultaneo da
temperatura e umidade para o crescimento de A. niger em cultivo solido com farelo de
trigo. Os autores observaram que concentracGes de agua acima de 55% nas temperaturas
de 35°C e 40°C inibem o crescimento do microrganismo. Sohail et al., (2009) analisaram
o efeito de diferentes temperaturas (25, 30, 35 e 40°C) e pH (4,5,6 e 7) sobre a producéo
de Aspergillus niger MS82, eles observaram as maiores producdes de celulase em pH 4,0
a 35°C, em condicdes submersas. Os mesmos autores observaram maior producdo de
endoglucanase na fase exponencial de crescimento, ao contrario das glucosidases que
foram produzidas na fase estacionaria.

Os fungos filamentosos e leveduras crescem em maior variacao de pH comparado
as bacteérias e podem influenciar na capacidade de atuacédo das enzimas na degradacédo do
substrato e, consequentemente, na assimilacdo dos nutrientes (Pefialva e Arst, 2004). Um
estudo realizado por Sales et al., (2010) avaliou a influéncia do pH inicial, tempo de
cultivo, concentracdo do substrato, agitacdo, concentracdo do indculo, temperatura, tipo
de bagaco de cana-de-aclcar para a producdo simultanea de celulases e xilanases em
bagaco de cana com Aspergillus aculeatus URM 4953 e Aspergillus phoenicis
URM 4924. Os autores concluiram que as variaveis pH, tempo de cultivo e tipo de bagaco
de cana-de-acucar influenciaram mais a producao enzimatica simultanea para as celulases
totais, endoglucanase, exoglucanase, celobiase e xilanase.

Alguns estudos avaliam a eficiéncia de producdo de enzimas em cultivos mistos
ou co-cultivos, como podem ser chamados, a fim de obter uma agdo sinérgica dos
microrganismos na sintese da enzima de interesse para degradacdo de substratos, assim

como ocorre na decomposic¢ao natural da biomassa vegetal.
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Os co-cultivos podem produzir um extrato enzimatico mais eficiente do que as
monoculturas, geralmente resultando em aumento da atividade e producdo enzimatica,
porém para enzimas especificas (Machin-Ramirez et al., 2010; Blanco-Vargas et al.,
2018). Gutierrez-Correa et al., (1999) realizaram um co-cultivo sélido utilizando
Trichoderma reesei LM-UC4 e o mutante T. reesei LM-UC4E1 associado a Aspergillus
niger ATCC 10864 em bagacgo de cana com 80% de umidade a 30°C. O substrato foi
suplementado com farelo de soja ou sulfato de amonio e ureia. O cultivo misto com a
cepa mutante e A. niger produziu melhores resultados utilizando sulfato de amonio e ureia
alcancando maiores atividades enzimaticas do que a cultura Gnica em 63% para celulase,
85% para endoglucanase e 147% para B-glucosidase. A utilizacdo de farelo de soja
induziu a producédo de biomassa, mas ndo aumentou a producdo enzimatica, ao contrario
da utilizacdo da fonte inorganica que ndo produziu muita biomassa e obteve aumento na
producdo enzimatica. Hu et al., (2011) ao estudarem a eficiéncia de co-cultivos com
Aspergillus niger e Aspergillus oryzae entre si e com Magnaporthe grisea ou
Phanerochaete chrysosporium, respectivamente, obtiveram maiores atividades para f-
glucosidase, a-celobiohidrolase, B-galactosidase e lacase ao associar A. oryzae com 0S
outros fungos, em especial com P. Chrysosporium.

Contudo, existe uma gama de fatores que podem interferir na biossintese
enzimatica como a temperatura, pH, diferentes estratégias de cultivo, tipos de
microrganismos, fontes de carbono para o cultivo, nutrientes utilizados para
complementar o meio, além das diferentes concentracdes de cada nutriente. O cultivo
microbiano para a producdo enzimatica deve ser realizado com foco na biomolécula de

interesse, a fim de selecionar as melhores condi¢des de producao.

3. Aplicacdo de enzimas fibroliticas celulases e xilanases

3.1 Aplicacdo de enzimas fibroliticas e probioticos em residuos agroindustriais
visando a nutri¢do animal

A industria alimenticia se sobressai pela necessidade de melhorar processos de
producdo, a fim de acompanhar o crescimento populacional para suprir sua demanda
(Nacdes Unidas, 2017). A pecuaria se destaca por apresentar grande influéncia na
disponibilidade de alimentos. As varia¢fes dos custos de producdo na pecuaria estao
relacionadas a producdo agricola que varia de acordo com o rendimento de cada safra.

Uma maneira de minimizar esta oscilacdo € investir na utilizacdo de residuos
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agroindustriais para a nutricdo animal, garantindo um destino adequado para estes
residuos e uma fonte nutritiva mais barata (Detroy, 2018; Araujo, 2000).

Na pecuéria sdo utilizados em especial grdos como soja, milho, além de farelo de
trigo, polpa citrica paletizada, feno de alfafa, capim tifton, entre outras fontes que séo
disponibilizadas em proporcdes e tempos diferentes de acordo o tipo de animal
alimentado, idade, se estd no periodo de lactagdo, entre outros fatores, além destes
também sdo utilizados residuos agroindustriais como bagaco de mandioca,
comercializado com custos reduzidos para complementar a alimentacdo dos animais.
Alguns residuos ja sdo aplicados na alimentacdo animal, contudo existe um continuo
ndmero de pesquisas que visdo observar o potencial na nutricdo de outros tipos de
residuos como frutas tropicais, bagaco de cana de aglcar, dreche cervejeiro, entre diversos
outros (Godoy et al., 2018; De Corato et al., 2018).

Os precos de producdo precisam estar equilibrados contra o preco de venda do
animal, para isso é necessaria uma conversdo alimentar favoravel que acarrete no ganho
de peso. Com isso, € possivel entender a importancia de uma alimentacdo de qualidade
para se obter precos que viabilizem a producdo animal (Ferreira et al., 2000).

A alimentagdo animal por meio de mudangas nutricionais pode aumentar a fixacéo
de carbono favorecendo o ganho de peso, além de promover reducdo da liberacdo de
metano, gas do efeito estufa (Vinchira-Villarraga e Moreno-Sarmiento, 2019). A
qualidade da alimentacdo de animais esta relacionada ao teor das fibras, teor de proteinas,
presenca de probidticos, carboidratos ndo estruturais (CNE), entre outras variaveis.

Os carboidratos ndo estruturais sdo um dos fatores que interferem na eficiéncia da
digestdo pois estimulam o desenvolvimento de microrganismos amiloliticos, e como
consequéncia desta competicdo, inibem os microrganismos celuloliticos, alterando o pH
ruminal e levando ao comprometimento do desempenho da digestdo (Hoover, 1986;
Marino e Medeiros, 2015).

O teor de proteina nos alimentos ofertados € outra variavel importante que, em
excesso, € convertida em aménia e posteriormente em ureia, aparecendo no sangue e leite,
além de estar relacionada com a reducdo da fertilidade dos animais (Elrod e Butler, 1993).
Os alimentos devem ser ofertados com no minimo 7% de proteina bruta ou 1% de
nitrogénio total, pois concentracGes baixas afetam o crescimento microbiano, e com isso
a eficiéncia da digestibilidade (Lima Jr et al. 2010; Guimaraes, 2018). Mouro et al.,
(2002) testaram a substituicdo de milho por farinha de mandioca na dieta de cabras e

observaram baixo teor de proteinas na farinha de mandioca (1,9%) comparado ao milho
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(9,8%), indicando a necessidade da adi¢do de uma fonte proteica a farinha, no caso ureia,
para suprir esta necessidade.

Diversos estudos buscam analisar o0 incremento proteico no cultivo de
microrganismos em residuos. Pelizer et al., (2007) utilizando Trichoderma reesei e
Rhizopus em co-cultivo submerso com bagaco de cana aumentaram o teor proteico de
1,58% para 7,70%. Monteiro et al., (1991) com o fungo Chaetomium cellulolyticum em
cultivo sélido com bagaco de cana aumentou a concentracdo de proteinas de 2% para
8,65%. Vandenberg et al. (2000) utilizando bagago de mandioca em cultivo com
Aspergillus niger observaram um acréscimo de 13,3% para 23,1% de proteinas no
material.

Além da influéncia da proteina, carboidratos, pH, entre outras, o tipo de matéria
seca utilizada na alimentacdo animal, assim como a composi¢do quimica da mesma pode
indicar a necessidade de suplementacédo da dieta. As suplementacGes da dieta de animais
com probidticos e enzimas estdo em evidéncia (Santos et al., 2016), cada uma com seus
benéficos, desde aumento do teor de proteinas, melhora da taxa de degradagéo da fibra
com a atividade celulolitica, manutencdo do pH, beneficios para a saide do hospedeiro,
entre outros fatores, indicando grande potencial do uso na suplementacédo de racdo animal
associado a outras fontes de matéria seca. As enzimas e 0s probidticos melhoram o
desempenho dos animais na digestdo ao facilitar a maior assimilacdo de nutrientes
(Newbold, 1997; dos Santos, 2018).

Os ruminantes apresentam diversos microrganismos capazes de produzir enzimas
fibroliticas para degradacdo da biomassa ingerida. Os probidticos sdo bactérias ou
leveduras adicionadas a dieta animal para regular a microbiota intestinal. As leveduras
podem ser comercializadas de forma inativa devido o teor de proteinas e vitaminas que
possui, sendo utilizada para agregar valor nutricional a racdo animal. O uso dessas
leveduras ativas favorece a sadde animal em fun¢des que véo além do teor nutritivo (de
Matos, 2019; Bajagai et al., 2016).

A adicdo de probidticos esta relacionada a efeitos benéficos como manutencgédo do
pH ruminal, reducdo de diarreias, melhora a producdo de leite e digestibilidade,
modulacdo da imunidade, competicdo contra microrganismos indesejaveis presentes no
trato gastrointestinal, entre outros fatores que favorecem a absorcdo de nutrientes
(Noschang et al., 2018; Vohra et al., 2016). A levedura Saccharomyces cerevisiae € 0
microrganismo mais utilizado como suplemento probidtico, fornece diferentes nutrientes,

assim como vitaminas, além de estar presente em diferentes setores industriais, como
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cervejarias, panificadoras, producdo de vinhos, combustiveis, entre outros, (Iwashita et
al., 2015; Sarangi et al., 2016).

Existe uma busca por novas cepas que atuem como probiéticos em animais ou nos
seres humanos. Na pecuaria o uso de antibidticos promotores de crescimento foi muito
comum para a alimentacdo animal, a fim de controlar bactérias patogénicas e impedir sua
disseminacéo ao longo da cadeia alimentar, entretanto os microrganismos desenvolveram
resisténcia a antibidticos levando a disseminacao de doencas em seres humanos (Gaggia
et al., 2010).Com isso, a utilizacdo de probi6ticos no controle de patdgenos associada ao
ganho de peso dos animais € uma alternativa atraente (Bajagai et al., 2016).

A digestdo dos alimentos para os ruminantes ocorre no pH 6 ou mais, a fermentacao
leva a producdo de lactato que, consequentemente, promove a acidificacdo do trato
gastrointestinal e diminuicdo da eficiéncia de digestdo. A utilizacdo de aditivos com
microrganismos que consomem esse lactato permite o aumento do pH ruminal (Franca e
Rigo, 2011; Diaz e Branco, 2019).

Muitas pesquisas analisam o potencial da utilizacdo de probioticos na alimentagéo
animal, contudo alguns ndo observam relacéo entre o uso de probioticos e a melhora do
desempenho (Markowiak e Slizewska, 2018). Com isso, muitos estudos buscam entender
0 mecanismo de atuacdo de cada cepa de probidtico utilizada, mas lidam com um grande
desafio devido a interferéncia de uma grande variedade de fatores (Azad et al., 2018).

As leveduras Rhodotorula mucilaginosa e Wickerhamomyces onychis de acordo
com o estudo de Shinya, (2017) e da patente, “Processo de obtencdo de leveduras
probidticas e enriquecimento nutricional de residuos para beneficio a saide humana e
animal” (Oliva Neto et al., 2019), sdo consideradas microrganismos fibroliticos, capazes
de utilizar a fibra como substrato em cultivo. A Rhodotorula mucilaginosa € aplicada
desde a producdo de pigmentos até a biorremediacdo, aléem de ser considerada um
microrganismo facultativo, ja& a Wickerhamomyces onychis é biocontroladora contra
Botrytis cinérea e Rhizopus stolonifer e demonstra capacidade de desenvolvimento sem
a presenca de oxigénio (Brad et al., 2008; Laconi e Pompei, 2007). As caracteristicas
observadas indicam o potencial dessas leveduras para atuar como probidticos na nutri¢éo
animal.

Os beneficios da utilizacdo de enzimas na nutricdo animal permitiram maiores
investimentos neste setor. Existem preparados enzimaticos disponiveis no mercado para
alimentacdo animal, suas culturas de bactérias ou fungos para a producédo de enzimas séo
reguladas pela Food and Drug Administration (FDA) (Muirhead, 1996). Os produtos



29

comerciais ndo sdo puros, apresentando concentracfes variadas de amilases, proteases,
entre outras enzimas. Os tipos de enzimas produzidas podem variar de acordo com 0s
substratos e microrganismos utilizados, assim como as condic¢des de cultivos, com isso
combinar o conjunto de enzimas produzidas para comercializacdo pode favorecer a
atuacdo sobre o substrato escolhido devido a gama de enzimas no formulado enzimatico
(Gashe, 1992). Os ruminantes apresentam melhores desempenhos quando a alimentagéo
é suplementada com enzimas celuloliticas e xilanoliticas o que permite com que 0s
formulados enzimaticos sejam padronizados considerando a atividade especifica dessas
enzimas.

As pesquisas divergem em tipo de animal estudado, enzima, forragem,
concentracdo dos mesmos, entre outros fatores. Diferentes estudos ja demonstraram a
capacidade da utilizacdo de enzimas, EI Tawab et al., (2016) concluiram que a
suplementacdo com enzimas celulase e tanase na dieta de bdfalos em lactacdo pode
melhorar o desempenho dos mesmos. Pesquisas envolvendo alimentacdo de tilapias
associadas a suplementacéo enzimatica demonstram a melhora na digestdo, aumento da
superficie de absorcdo intestinal, melhora no crescimento e desempenho corporal.
(Adeoye et al., 2016).

Arriolaetal., (2011) ao testarem um preparado de enzimas fibroliticas (pulverizada
a uma taxa de 3,4 mg de enzima / g de matéria seca na ra¢do) com alta concentracéo e
baixa concentracdo de matéria seca (48% e 33% da matéria seca da dieta) observaram o
desempenho da producéo de leite de vacas em lactacdo. A melhor formulacéo foi a dieta
com baixa concentracdo de matéria seca e enzimas. Foi observado que a aplicacdo de
enzimas ndo afetou a ingestdo de matéria seca, nem a producdo de leite, além de ter
diminuido a producdo de metano e aumentou a digestibilidade aparente total da massa
seca.

As enzimas fibroliticas podem ser produzidas por diferentes microrganismos, assim
como observado e testado por Giraldo et al., (2008) que estudaram os efeitos de trés
enzimas fibroliticas: xilanase de Trichoderma viride, enzimas fibroliticas de Aspergillus
niger e Trichoderma longibrachiatum, as quais foram fornecidas em 40 e 80 U/g de
substrato seco na fermentacdo de feno de capim. Os autores observaram uma reducéo da
razdo metano por matéria organica aparente fermentada para o Trichoderma
longibrachiatum, com 80 U/g as 8 h (17,4%). Os resultados indicaram que doses
inferiores de enzimas por grama de matéria seca seriam eficazes para a degradagdo

ruminal dos substratos.
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O microrganismo produtor da enzima é tdo importante quanto o tipo de forragem
utilizada como fonte de matéria seca para a alimentacdo animal. Beauchemin et al.,
(1995), ao testarem feno de alfafa, feno timothy e silagem de cevada incrementados com
xilanases e celulases, observaram 30% de ganho de peso com a utilizacdo de feno de
alfafa. quando em niveis baixos e moderados e, 36% de ganho de peso para a utilizagéo
de feno timothy em niveis mais altos. A silagem de cevada ndo demonstrou respostas
quanto a adi¢do de enzimas e ganho de peso. Os niveis ideais de enzimas dependem do
tipo de forragem utilizada.

Estes estudos, assim como muitos outros, demonstram o potencial da utilizacdo da
suplementacdo alimentar, em especial das enzimas e probidticos que apresentam

beneficios para diferentes tipos de animais.

3.2 Outras aplicagdes de enzimas fibroliticas em residuos agroindustrias

Em relacéo as aplicagdes de enzimas celuloliticas e xilanoliticas, as mesmas séo
usadas na industria de clarificacdo de sucos, na industria téxtil para remocao de filamentos
de fibra chamados pilling e até mesmo no desgaste de pecas jeans indigo (stone wash),
utilizadas também na industria de papel, na industria alimenticia, entre outros setores (Dal
Magro et al., 2018; Sajith et al., 2016) Devido aos bons resultados dessas enzimas
aplicadas a industria, diversos estudos buscam otimizar a eficiéncia de aplicacdo nos
diversos setores, além de estudarem novas aplicaces.

Muitas estratégias promissoras estdo sendo estudadas para garantir padrdes
sustentaveis de producdo e consumo a fim de contribuir para a reducdo dos problemas
ambientais e seus impactos. Na indastria de papel, muitos estudos focam na
biorremediacdo dos efluentes gerados, porém tdo importante quanto o tratamento desses
efluentes é a otimizacdo do processo para reduzir a utilizacdo dos mesmos (Katheresan et
al., 2018).

O papel é composto por fibras de celulose, obtido a partir de fragmentos da
madeira transformados em polpa. Durante a fabricacdo do papel sdo utilizados produtos
quimicos para remocao da lignina da madeira, que leva a producdo de um papel mais
branco. A cor, brilho e cristalinidade do papel sdo variaveis importantes de qualidade para
esta industria. A polpa é preparada por meio de aquecimento para remocdo de lignina,

seguida da utilizacdo de um conjunto de compostos quimicos como hidroxido de sodio,
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sulfito de sddio, cloro (CI2) e didxido de cloro (CIO2) com objetivo de remover a lignina
residual (Motta et al., 2013; Sivaram et al., 2018).

A partir do uso de alguns desses produtos quimicos sdo geradas toxinas
mutagénicas e bioacumulativas que levam a diversos problemas ambientais (Nimkar
2018). Estas consequéncias em conjunto as pressOes legislativas e ambientais
colaboraram para o desenvolvimento de novas tecnolégicas mais ecoldgicas para a
inddstria de papel. A utilizagdo de enzimas foi considerada por muito tempo inviavel
devido aos custos de producdo, quantidade de enzimas produzidas, entre outros fatores,
porém a descoberta de novas cepas, aprimoramento de cultivos, entre outros fatores
permitiram que as enzimas se tornassem uma opg¢do para aplicacbes nos processos
industriais (Liu e Kokare, 2017).

A aplicacdo de enzimas xilanoliticas na industria de papel e celulose permite a
despolimerizagéo da hemicelulose, tornando a fibra mais suscetivel a remocéo da lignina
residual (Polizeli et al., 2005).

Estudos ja mostram a capacidade de reduzir poluentes quimicos utilizando enzimas.
Campioni et al., (2019) ao trabalharem com a celulose Kraft associaram o
biobranqueamento, utilizando enzimas xilanoliticas, ao branqueamento quimico
reduzindo em 10% a utilizacdo de didxido de cloro para obter o mesmo brilho que o
controle. As xilanases removem a xilana permitindo a lixiviacdo da lignina reduzindo a
interacdo lignina-carboidrato e permitindo um melhor clareamento da polpa Kraft
(Colombatto, et al., 2004).

Muitos estudos demonstram o potencial das xilanases no biobranqueamento, porém
pesquisas voltadas para a acdo sinérgica das enzimas no biobranqueamento podem
reduzir ainda mais a utilizacdo de quimicos na industria, assim como Kaur et al., (2010)
que ao utilizarem um conjunto de enzimas xilano-pectinoliticas de Bacillus pumilus,
observaram reducdo de 8,5% no numero kappa da polpa, abordagem que resultou na
reducdo de 25% no consumo de cloro ativo nos estagios subsequentes de branqueamento,
sem diminuicdo do brilho. O cenario atual indica um declinio da utilizacdo de papel
devido ao grande desenvolvimento tecnoldgico (uso de computadores, celulares, entre
outros), porém sabe-se que produtos basicos como papel higiénico, papel toalha, papeldo,
entre outros ainda continuardo sendo utilizados e produzidos pelas industrias.

A producdo de etanol de segunda geracdo também é destaque das pesquisas. A
utilizacdo de fonte energética petrolifera comecou a ser repensada devido a crescente

liberacdo de gas carbono e por ndo se tratar de uma fonte renovavel. O etanol de primeira
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geracdo é uma fonte energética que compete com as culturas alimentares, produzido a
partir de cana de agUcar, beterraba, milho, entre outros, o que nos faz pensar sobre novas
alternativas para producao de energia (Khatiwada et al., 2016; Balat e Balat, 2009).

O material lignocelul6sico é uma fonte interessante por ser renovavel e estar
presente em grandes quantidades no planeta, principalmente na forma de residuos.
Estudos sobre a producdo de etanol 2G utilizam diversos materiais celulésicos como
bagaco de cana, palha de cana, casca de pinhdo, sabugo de milho, bagaco de macd, entre
outros (Nakanishi, et al., 2018; Evcan e Tari, 2015), a fim de analisar o potencial de cada
um deles na conversao em etanol. A conversdo bioldgica desses materiais lignocelulésico
em substratos fermentesciveis oferece muitos beneficios, além de um destino para os
residuos lignocelul6sicos gerados pela inddstria, porém o processo ainda ndo é viavel.
Por exemplo, o etanol 2G precisa alcancar valores de producdo mais atrativos para entrar
com forgca no mercado e conseguir competir com o etanol de primeira geracao, para isso
reducdo de taxas, integracdo de novos produtos junto a fabricacdo dessa biomlecula,
podem ser alternativas para reduzir o preco do produto, tornando-o0 mais atraente para o
consumidor (Aditiya, et al., 2016; Antunes et al., 2018) .

A producdo de etanol 2G depende da hidrélise da celulose e hemicelulose do
material lignocelulésico utilizado, produzindo assim acucares fermentesciveis. A
fermentacdo destes acucares € realizada com a utilizacdo de microrganismos
fermentadores produzindo etanol, e finalmente o etanol produzido pode ser concentrado
para atender as especificacdes dos combustiveis de mercado. A hidrdlise do material
lignoceluldsico é uma das etapas que encarecem 0 processo, devido a necessidade de
enzimas celuloliticas (Zabed et al., 2017).

As pesquisas destrincham a eficiéncia de pré-tratamentos sobre a fibra, seja por
métodos fisicos, quimicos ou bioldgicos, além de buscar maneiras de aperfeicoar o
processo por meio de melhoramento genético de microrganismos celuloliticos, modelos
de producdo, inovacdo tecnoldgica, entre outras estratégias que visdo reduzir custos de
producdo (Li et al., 2016; Santos et al., 2012).

A producdo de etanol 2G traz varios beneficios ambientais, pelo fato de ser utilizado
residuos lignocelulésicos, além disso, agrega valor ao mesmo e ha também a
possibilidade de elaboracdo de novos produtos tais como a producdo de
xilooligossacarideos (XOS) e produgdo enzimatica, as quais também podem ajudar na

viabilidade econémica da producdo de etanol 2G (Nascimento et al., 2016; Costa, 2019).
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4. Consideragdes finais

A sintese de biomoléculas sofre influéncia de diferentes fatores, em especial da
composi¢do quimica do meio que varia de acordo com os tipos de substratos e sais
minerais utilizados, suas propor¢fes, além da umidade que varia de acordo com as
caracteristicas do substrato do cultivo. O tipo de microrganismo escolhido para o cultivo
é muito importante para se obter valores altos de atividade enzimatica, visto que existem
uma gama de microrganismos conhecidos por sua alta especificidade na producdo de
enzimas, além de diversas cepas mutantes disponiveis. A aplicacdo dessas enzimas ocorre
em diferentes setores, em especial a utilizacdo na alimentacdo animal leva a melhora na
taxa de digestibilidade e maior fixacdo de carbono pelo animal. As caracteristicas da
alimentacdo animal estdo relacionadas principalmente ao tipo de fonte de carbono
utilizada, concentracdo de proteinas ingeridas, pH ruminal, entre outros fatores. Os
probidticos os quais tambem podem ser produzidos por residuos agroindustriais, ajudam
na manutencao do pH ruminal, competem com patdgenos, ajudam na degradacéo da fibra,
diminuem diarreias, entre outros beneficios, demonstrando sua importancia na dieta dos
animais. A utilizacdo de enzimas na nutricdo animal também apresenta beneficios na
digestdo e consequente aumento do ganho de peso animal. A producédo de enzimas pode
ser também realizada em cultivos com residuos agroindustriais, permitindo uma producao

ecologica e sustentavel, assim como sua aplicacdo em processos industriais.
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Campus de Rio Claro, Sdo Paulo, Brasil; ? Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” — UNESP, Campus de Assis, Sdo Paulo, Brasil;

RESUMO
A utilizacdo da técnica de delineamento de mistura 1-Optimal dos residuos

agroindustriais em cultivo submerso com Trichoderma reesei QM 9414, complementada
com sais, sacarose e extrato de levedura, foi utilizada para a producdo de enzimas
fibroliticas a 28°C por 15 dias visando a otimizagdo da mistura de diferentes residuos para
a producédo enzimatica. Os resultados demonstraram que a utilizacdo de 100% (m/v) de
dreche cervejeiro foi promissora para a producdo de celulases totais (0,42 FPU/mL) e
para xilanase (39,60 U/mL), assim como a utilizacdo de 33,3% de polpa citrica e 66,7%
de dreche cervejeiro, a qual foi efetiva para a producdo de xilanase (40,2 U/mL). A
combinacédo de 16,67% de farelo de trigo, 16,67% de polpa citrica e 66,7% de dreche
cervejeiro foi a mais promissora para a producdo de endoglucanase (2,03 U/mL),
exoglucanase (3,20 U/mL) ¢ B- glicosidase (0,12 U/mL). O estudo quanto a demanda dos
minerais, sacarose e extrato de levedura (como fonte vitaminica e aminoacidica)
revelaram que 0,1% de extrato de levedura, 0,11% de fosfato de potassio dibésico,
0,0028% de zinco e 1% de sacarose em 12 dias de cultivo foram suficientes para
maximizar a producdo de celulases, pois nestas condi¢Ges foi possivel aumentar a
producdo de celulase em 2,38 vezes (1,0 FPU/mL) comparado ao cultivo inicial (0,42
FPU/mL). Por outro lado, para maximizar a producdo fangica de xilanases necessita-se
de maior riqueza dos nutrientes, no caso a composicao dos seis sais, sacarose (1%) e
extrato de levedura (0,1%), além da combinacdo dos residuos 33,3% de polpa citrica e
66,7% de dreche cervejeiro (40,2 U/mL). A utilizacdo de 0,01% de tween 80 com polpa
citrica no meio de cultivo manteve a mesma producéo de celulase total (0,40 FPU/mL)
comparado ao obtido no delineamento com dreche cervejeiro sem tween 80, contudo
reduziu substancialmente (de 15 para 9 dias) o tempo de cultivo. No entanto, a utilizacédo
de tween 80 no meio de cultivo inibiu drasticamente a producdo fungica de xilanases
(2,96 U/mL).

Palavras-chave: Residuos agroindustriais, cultivo submersa, Trichoderma reesei

QM 9414, celulases e xilanase.
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1. Introdugéo

De acordo com os dados das Nacoes Unidas (2017), estima-se que a populacéo
mundial alcancard 8,5 bilhdes até 2030. Esse crescimento populacional induz a um
aumento no consumo de recursos naturais e, por sua vez, um aumento também da
producdo de residuos agroindustriais. A reutilizacdo dos residuos é uma opg¢do para
reduzir a poluicdo do meio ambiente e agregar valor ao material.

Os principais residuos agroindustriais no Brasil sdo farelo de trigo, palha de cana
de acUcar, bagaco de mandioca, polpa citrica, dreche cervejeiro, entre diversos outros. O
dreche cervejeiro € conhecido também por bagaco de malte, bagacgo cervejeiro ou dreche
cervejeiro. Para cada 100 litros de cerveja produzida, 20 kg de dreche cervejeiro sao
gerados (Reinold, 1997). Considerando a producdo anual de 14 bilhGes de litros de
cerveja, pode-se estimar uma geracao de 2,8 milhdes de toneladas de dreche anualmente
(CervBrasil, 2016). O dreche é considerado um material proteico por apresentar cerca de
20% de proteina e 18% de fibras brutas. A composic¢do nutricional varia conforme o
processo utilizado pela fabrica e origem dos produtos adicionados (Velasco et al., 2009).

O bagaco de laranja € um residuo fibroso chamado também de polpa citrica,
representa cerca de 50% da fruta processada, composta por casca, semente e polpa. A
utilizacao desses residuos é uma alternativa para agregar valor ao material rico em fibras,
tornando o bioprocesso mais viavel quanto aos custos de producéo (Tasic et al., 2017).

Os residuos lignocelulésicos possuem uma rica composi¢do bioquimica, alto
potencial para geracdo de energia, além de ndo interferir na producdo de alimentos
(Limayem e Ricke, 2012; Reddy e Yang, 2005). Tais residuos sdo uma opcdo para a
producdo de etanol de segunda geracao.

A utilizacdo do bagaco de laranja se mostrou promissora para a producdo de
enzimas xilanoliticas e celuloliticas (Cypriano et al., 2017). Os residuos dreche cervejeiro
e polpa citrica também sdo utilizados como alimento para gado de leite por apresentarem
alto valor nutricional boa digestibilidade e degradabilidade (Velasco et al., 2009;
Porcionato et al., 2004).

O Brasil em conjunto com os Estados Unidos representa 0s paises que mais
investem na producdo de bioetanol, ambos somam 70% da produ¢do mundial (Dufey, e
Grieg-Gran, 2006; Spyridon et al., 2016). Os investimentos em etanol de segunda geragao

crescem assim como os estudos para a otimizagdo do processo.
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No entanto, mesmo sendo muito promissora a producdo de etanol de segunda
geracdo, ela ainda é limitada pelo alto custo da producédo de enzimas celuloliticas. Estas
consistem num complexo enzimatico que englobam as exoglucanases, endoglucanases e
B-glicosidases. A atuacdo sinérgica das celulases degrada polimeros de celulose presente
no material de origem vegetal para a liberacdo de agUcares fermentesciveis que podem
ser convertidos em etanol (Devi e Kumar, 2012)

Diversas empresas estdo investindo neste seguimento, assim como as empresas
Danisco/DuPont (Dinamarca), Basf (Alemanha), Genecor (EUA), Roche (Suica),
Novozymes, entre outras. Em especial, as celulases devido ao seu amplo espectro de
aplicagdo englobam o segundo lugar quanto ao interesse industrial, estando diretamente
relacionada a viabilidade da producéo de etanol de segunda geragéo. O custo da enzima
pode alcancar 48% do prego minimo de venda do etanol celuldsico (Liu et al., 2016). A
reducdo dos custos de producdo é uma alternativa para apoiar o desenvolvimento futuro
das biorrefinarias e producdo vidvel de etanol de segunda geracdo, que depende nédo
apenas das grandes quantidades de residuos lignocelul6sicos gerados anualmente, mas
também dos custos de producédo das enzimas celuloliticas (Reddy e Yang, 2005).

Assim, este trabalho busca desenvolver um bioprocesso de baixo custo, através do
uso de residuos, o que podera implicar na producéo de enzimas fibroliticas com custos
mais baixos, fornecendo avancos para as pesquisas voltadas para o desenvolvimento de
etanol de segunda geracdo e outros mercados importantes para o Brasil, tais como a

producéo animal.
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2. Materiais e métodos

De modo a otimizar um bioprocesso para producdo de enzimas celulases e
xilanases, estudos foram realizados em cinco etapas: preparagdo do indculo do
microrganismo, preparagdo de um delineamento experimental para estudo das
fermentacgdes, etapa de fermentacdo, etapa de extracdo e analises enzimaticas. Foram
realizados dois estudos adicionais: relacionados a influéncia de diferentes concentracoes
de Tween 80 para a producdo enzimatica e um estudo sobre a influéncia dos sais minerais,
sacarose e extrato de levedura para a producdo de celulases e xilanases, seguida de um

teste de cultivo com os quatro nutrientes mais promissores.

2.1 Preparacéo do in6culo

O inoculo para os cultivos foram preparados utilizando o fungo da linhagem
Trichoderma reesei QM 9414 em placas de petri contendo 30 mL de meio BDA (39 g/L
— Batata Dextrose Agar - Difco, Detroit, EUA) incubados por cinco dias (120 horas) a
28°C de modo a produzir esporos. O indculo consistiu na transferéncia de um circulo de
10 mm de diametro de BDA contendo o fungo T. reesei QM 9414. A cultura foi mantida
em Oleo mineral e em meio BDA para preservacdo. Antes de cada fermentacdo foi

realizado dois repiques em meio BDA para ativacao do fungo.

2.2 Delineamento experimental aplicado para otimizacdo da mistura de residuos
agroindustriais utilizados no meio de cultivo de T. reesei

Os residuos agricolas polpa citrica (Citrovita Agroindustria, Catanduva-SP), farelo
de trigo (Moinho Nacional, Assis - SP) e dreche cervejeiro (Cervejaria Malta, Assis - SP)
foram utilizados de modo a selecionar a combinacao de substratos mais adequada para a
producdo de celulases e xilanases. Os residuos foram triturados previamente em triturador
industrial (SPL-048, Spolu, Itajobi, Brasil) e, em seguida, peneirados de modo que a
granulometria das particulas selecionadas para o experimento fosse inferior a 1 mm
reduzindo as variacGes causadas por falta de homogeneidade dos substratos e facilitando
0 acesso dos microrganismos aos nutrientes. Em seguida, realizou-se um delineamento
de misturas do tipo 1-Optimal com nimero de combinacdes experimentais suficientes
para ajustar um modelo para determinagdo da influéncia das proporcdes de trés substratos
na producdo das enzimas. A modelagem e a otimizagdo estatistica foram executadas no

software Design-Expert versdo 10 (Design-Expert®, StatEase Inc. Minneapolis, EUA)
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com 5% de significancia, tendo como variaveis de resposta as atividades enzimaticas de
xilanases (U/mL), celulase total (FPU/mL), endoglucanase (U/mL), exoglucanase
(U/mL) e B-glicosidase (U/mL).

2.3 Ensaios de cultivos com T. reesei QM 9414

Os meios fermentativos foram preparados em Erlenmeyer de 250 mL contendo 100
mL de &gua e combinacfes de substratos de acordo com delineamento experimental do
item 2.2. Um conjunto de sais, sacarose e extrato de levedura, previamente estudados no
laboratério, foram utilizados para suplementar o meio de fermentacdo submersa
(Formulacdo basica de sais: 0,11% de K>HPOs, 0,1% de (NH4)SO4, 0,0017% de
MgS04.7H20, 0,0028% de ZnS0O4.7H20, 0,1% NH4H2PO4, 0,06 % KCI e suplementado
com 1% de sacarose e 0,1% de extrato de levedura). Em seguida, os meios foram
esterilizados a 121 °C por 20 minutos com posteriormente inoculagdo do microrganismo
de acordo com o item 2.1. Os cultivos ocorreram em shaker a 28 °C, 150 rpm por 360h
(15 dias). Apos o periodo de fermentagdo, o extrato enzimético foi obtido através de
filtracdo em papel filtro para retirada de substratos ndo fermentados e micélio do fungo.
O extrato foi centrifugado a 5000 rpm (956xG) por 10 minutos (Heraeus Megafuge 16R,
Thermo Scientific, Osterode am Harz, Germany) e armazenado em freezer a -18 °C

durante o processo de analise. Um volume de 60 a 70 mL foi extraido.

2.4 Efeito de novas formulac6es de nutrientes e surfactante Tween 80 na producéo
de xilanases e celulases

Estudos adicionais ao delineamento experimental de misturas foram realizados
com tween 80 e com 0s nutrientes (sais, sacarose e extrato de levedura), com intuito de
observar a influéncia na producdo enzimatica.

Foi utilizado tween 80 nas concentracfes de 0,01%, 0,05% e 0,1% para o cultivo
realizado com 10% de dreche cervejeiro, sais, sacarose e extrato de levedura de acordo
com a formulacdo basica. Testes com o tween 80 também foram realizados com 3% de
polpa citrica. Os cultivos foram realizados a 28°C, 150 rpm em 15 dias, com retiradas de
amostras durante este periodo. Analises de atividade enzimatica foram realizadas apds o
cultivo.

O estudo sobre a influéncia dos sais, sacarose e extrato de levedura sobre a
producéo de celulases e xilanases foram realizados em cultivos individuais, com cada

nutriente especifico em conjunto ao dreche cervejeiro para realiza¢do do cultivo em 28°C,
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150 rpm por 15 dias. Amostras foram retiradas ao longo do cultivo. Os oito nutrientes
foram testados nesta etapa.

2.5 Ensaios enzimaticos

As atividades de celulase total, endoglucanase e exoglucanase dos extratos obtidos
foram determinadas pela medida de absorbéancia a 540 nm para a estimativa de acglcares
redutores (especialmente glicose) liberados na hidrolise de celulose, carboximetilcelulose
(CMC) e avicel (celulose microcristalina) respectivamente pelas citadas enzimas,
conforme descrito por Ghose (1987). O acucar redutor liberado foi quantificado pelo
método de Miller (1959). Uma unidade de atividade enzimaética foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol de agtcar redutor, por minuto, nas
condicdes de ensaio, utilizando curva padréo de glicose.

A atividade xilanolitica foi realizada com substrato xilana Birchwood 0,5% (Sigma
Aldrich) em tampéo acetato pH 5,0 conforme descrito por Bailey et al., (1992). O método
de acido-3,5-dinitrossalicilico (Miller, 1959) foi utilizado para quantificacdo de agucar
redutor liberado a partir da xilana. Uma unidade de atividade enzimatica é definida como
a quantidade de enzimas necessarias para liberar 1pmol de agtcar redutor, por minuto,
nas condicdes de ensaio, utilizando curva padréo de xilose.

A atividade de p-glicosidase foi realizada utilizando p-nitrofenil B-D-
glucopironosideo (PNPG) como substrato, o qual € hidrolisado pela enzima em p-
nitrofenil e D-glicose conforme descrito por Grover et al, (1977). Uma unidade de
atividade enzimaética € definida como a quantidade de enzima necessaria para formar um

micromol de p-nitrofenil por minuto nas condicdes descritas.

As atividades desenvolvidas nesta pesquisa estdo representadas no esquema abaixo.

Delineamento de misturas I-Optimal Cultivo com T. reesei utilizando nutrientes
com o cultivo de T reesei em residuos em cultivos individuais com diferentes
agroindustrias farelo de trigo, polpa —» | sais, sacarose, extrato de levedura e dreche
citrica e dreche cervejeiro para obter cervejeiro para producdo de enzimas
enzimas xilanoliticas e celuloliticas. xilanases e celulases.
v v
Cultivo com Tween 80: 0,01%; 0,05% e 0,1% Cultivo dos quatro melhores
utilizando a formulagd@o bésica de nutrientes nutrientes para a producdo de
para produg¢do de xilanases e celulases com xilanases e celulases com dreche

dreche cervejeiro e polpa citrica. cervejeiro.
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3. Resultados

3.1. Delineamento experimental de mistura de residuos agroindulstrias para

otimizacao da producéo de enzimas

A Tabela 1 apresenta a matriz experimental de composicdo dos meios

fermentativos bem como os resultados das variaveis de saida para cada enzima estudada.

Tabela 1. Matriz experimental e respostas observadas a partir da mistura dos residuos
agroindustrias para otimizacdo da producéo de xilanases e celulases.

. Xilanase Endo- Exo- B- Celulase
Amostras Fatores variavels glucanase glucanase glicosidase Total

A% B% C% UmL UmL U/mL U/mL  FPU/mI

0,00 66,67 33,33 14,22 0,050 2,381 0,0490 0,230
0,00 100,0 0,00 1,79 0,025 0,900 0,0135 0,096
66,67 33,33 0,00 12,71 0,030 1,777 0,0362 0,235
66,67 0,00 33,33 28,69 0,377 2,218 0,0785 0,360
0,00 0,00 100 39,60 1,127 2,634 0,077 0,427
16,67 16,67 66,70 30,70 2,030 3,202 0,1266 0,395
33,33 66,67/ 0,00 741 0,010 1,294 0,0160 0,000
66,67 16,67 16,7 20,32 0,438 2,452 0,0708 0,234
100,0 0,00 0,00 19,69 0,701 2,888 0,0595 0,271
10 33,33 0,00 66,7 36,31 1,092 2,381 0,1008 0,400
11 16,67 66,67 16,7 10,42 0,060 1,275 0,0347 0,133
12 100,0 0,00 0,00 21,67 1,432 2,599 0,0635 0,315
13 0,00 33,33 66,7 40,20 1,412 2,563 0,1061 0,387
14 0,00 100,00 0,00 2,66 0,025 1,346 0,0144 0,070
15 66,67 33,33 0,00 7,43 0,035 1,701 0,0238 0,205
16 0,00 0,00 100 33,21 0,955 2,523 0,0687 0,341
17 33,33 33,33 33,33 23,27 0,742 2,340 0,0766 0,334

O©oo~No ok~ wN -

A — Farelo de trigo; B — Polpa citrica; C — Dreche cervejeiro. As replicadas estdo presentes no préprio

delineamento.

Como observado na Tabela 1, as respostas para as atividades enzimaticas variaram
em diferentes intervalos numéricos. Geralmente, quando a razdo entre o valor maximo e
o0 valor minimo é maior que 10, uma transformacédo dos dados de respostas é necessaria
para melhores ajustes do modelo. Transformacbes nesses dados foram realizadas de
acordo com a necessidade e a modelagem matematica para cada enzima foi realizada
priorizando os modelos que maximizavam os valores de “R? Ajustado" e o "R? Predito”.
A Tabela 2 apresenta um resumo das transformacdes utilizadas, o0 modelo ajustado que
melhor se adequou a cada respostas bem como os dados estatisticos de R? e anélise de

precisdo dos modelos modificados, que considera apenas os termos significativos. As
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equacOes finais em termos dos fatores reais apenas para os termos significativos de cada
modelo modificado também séo apresentadas (Eq. 1, 2, 3, 4 e 5).

Tabela 2. Dados estatisticos dos modelos obtidos para cada atividade enzimética estudada
(U/mL).

Enzima Modelo Valor-

(UimL) Transformacéo Ajustado R?  Precisdo g p-valor

Xilanase raiz quadrada quadratico 0,9689 31,04 118,78 <0,0001

Endoglucanase raiz clbica cubico 0,9758 16,30 31,30 <0,0001

Exoglucanase raiz quadrada espec_lal 0,9580 17,13 29,36 <0,0001
quartico

B-glicosidase raiz cubica cubico 0,9527 20,29 44,36 <0,0001

Celulase total raiz cubica cubico 0,9622 14,10 16,93 <0,0002

S: Significativo; NS: Ndo significativo.

A transformacéo cubica para endoglucanase alcanca o valor de R? de 0,9758, caso
0 modelo quadratico fosse escolhido teriamos R? de 0,7689. A exoglucanase em modelo
quadratico apresenta R de 0,8533. A B-glicosidase apresenta Rz de 0,9316 para o0 modelo
quadratico e a celulase total R2 de 0,8395.

A analise de precisdo mede a relacdo sinal-ruido, ou seja, compara o intervalo dos
valores previstos nos pontos de design com o erro médio de previsdo. RazGes maiores que
4 sdo desejadas, indicam precisdo adequada do modelo e permitem que a equagédo
encontrada seja utilizada para navegar no espaco de design, todos os modelos
apresentaram razdes adequadas. Valores de p inferiores a 0,050 indicam que 0s termos

do modelo séo significativos.

Xilanase (=) = 4,511164 + 1,40070B + 6,39100C + 5,035885C (Eq. 1)

SJEndoglucanase (%) =1,017304 + 0,161040B + 1,02167C — 2,038604B — 0,796406AC +

0,493926BC + 11,52664ABC — 2,59356AC(A — C) — 4,74440BC(B — ¢) (EqQ. 2)

Exoglucanase (=) = 2,74A + 1,158 + 2,56C — 1,854B — 1,38AC + 2,77BC — 52,57AB2C +

74,994ABCc?* (EQ. 3)

B — glicosidase (ﬁ) =0,2317324 + 0,1065568 + 0,267023C + 0,257889AC + 0,420367BC —

0,439037 BC(B - C) (EQ. 4)

Celulase total (%) = 0,23364 + 0,0768B + 0,2941C + 0,0473AB + 0,5781AC + 0,4859BC +

0,7427AB(A — B) — 0.79834C(A - ¢) (EQ.5)
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Nesse caso, a equacdo em termos de fatores reais pode ser usada para fazer
previsdes sobre a resposta para determinados niveis de cada fator. Como observado, o
componente C (dreche cervejeiro) e a combinacdo BC (polpa citrica / dreche cervejeiro)
apresentam o maior impacto na producgéo da enzima xilanase.

Os graficos de tracos e de superficie 3D foram utilizados para comparar os efeitos
de todos os componentes no espacgo de design (Figuras 1a e Figura 1b). Por meio deles é
possivel visualizar o qudo sensivel é a resposta ao desvio da formulacdo préxima da

mistura de referéncia para cada modelagem.

Figura la. Otimizagdo da produgdo de xilanases e¢ B-glicosidase utilizando o T. reesei
QM 9414 atraves da mistura de residuos agroindustriais farelo de trigo (A), polpa citrica

(B) e dreche cervejeiro (C) no meio de cultura em cultivo submerso a 28°C por 15 dias.
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Figura 1b. Otimizacdo da produgéo de exoglucanase, endoglucanase e celulase total de
T. reesei QM 9414 através da mistura de residuos agroindustriais farelo de trigo (A),
polpa citrica (B) e dreche cervejeiro (C) no meio de cultura em cultivo submerso a 28°C
por 15 dias.
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O eixo x da plotagem é em unidades codificada e mostra a posicao relativa a escala
codificada (0 a 1 para misturas) e Superficie 3D localizada ao lado direito para a producéao
de xilanase, endoglucanase, exoglucanase, B-glicosidase e celulase total.

A partir da Figura la e 1b é possivel observar que o dreche cervejeiro,
representado pela letra C no gréfico de tragos, € bom para a producdo enzimatica,
demonstrando que possui uma concentracdo 6tima do residuo para a maior producao
enzimatica, apresentando uma pequena inibicdo da producdo de endoglucanase,
exoglucanase, B-glicosidase e celulase total quando em grandes quantidades (gréafico de
tracos e 3D). A polpa citrica representada no grafico de tragos pela letra B, € um bom
residuo para producédo de todas as enzimas quando utilizada em pequenas quantidades,
havendo inibicdo da producdo enziméatica com o0 aumento da concentracdo de polpa
citrica. O farelo de trigo, representado pela letra A, foi o residuo que menos influenciou
a producdo enzimatica, demonstrando estabilidade na producdo independente da
concentracdo desse residuo para as enzimas: xilanase, B-glicosidase exoglucanase e

celulase total, demonstrando maior oscilagdo apenas na producéo de endoglucanase.

3.2. Validacdo dos modelos obtidos através do delineamento experimental de

mistura para os diferentes residuos agroindustriais

A validacéo dos modelos estudados foi realizada utilizando 6,0% de farelo 13,30%
de polpa citrica e 79,70% de dreche cervejeiro conforme sugerido pelo programa. A
verificacdo mostrou que o modelo apresenta um ajuste adequado quanto a producdo de
xilanase e exoglucanase que ficam dentro do intervalo de confianga, as demais enzimas
apresentaram erro significante quanto ao previsto no modelo. A Tabela 3 apresenta os

resultados da validacdo dos modelos obtidos pelo programa.

Tabela 3. Validacdo dos modelos obtidos por meio do delineamento experimental de
misturas para as atividades enzimaticas.

Respostas Media Mediana Desvio 95% 95%

(U/mL) predita predita Observado Padréo baixo alto
Xilanase 37,712 37,6022 38,012 4,06688 28,648 47,7721
Endoglucanase 2,01526  2,00288 0,12 0,315473 1,22659 2,96853
Exoglucanase 2,97196  2,97196 2,548 0,176524 2,51809 3,42583
B- glicosidase  0,111474 0,111474 0 0,00977  0,0798 0,147154

Celulase 0,0376447 0,0376447 0,26 0,003977 0,2763 0,476549
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Observou-se por meio dos graficos de tracos, o grande potencial da polpa citrica
quando utilizado em poucas quantidades e do dreche cervejeiro quando em maior
proporc¢do. A partir desses resultados buscou-se utilizar estratégias diferentes, tais como
a utilizacdo de surfactante Tween 80, e destrinchar a influéncia dos sais minerais, sacarose
e extrato de levedura para o residuo com maior potencial de producdo (dreche cervejeiro),

com o intuito de aumentar a producéo enzimatica e reduzir o tempo de cultivo.
3.3. Tween 80 para otimizacdo enzimatica

A busca por aumento da producdo enzimatica visa em sua maioria favorecer as
melhores condigdes de desenvolvimento do microrganismo como o fornecimento de
substratos, umidade, pH, suplementacdo do meio com sais, extrato de levedura entre
outras condigdes. O tween 80 é um surfactante sintético ndo idnico que esta se mostrando
relevante ao auxiliar na maior secrecdo enzimatica por microrganismos. A Tabela 4
apresenta autores que utilizaram o surfactante tween 80, assim como suas respectivas

concentragdes e enzimas otimizadas.

Tabela 4.Producéo de enzimas da literatura utilizando tween 80.

Concentracao

- . . Enzima
Referéncias de tween 80 Microrganismo Melhor
estudada
estudada
. 0,25;0,5;1,0; 1,5 . 15e
Giese et al., (2004) e2.0g/L Botryosphaeria sp Lacases 0.25g/L
Reese e Maguire, 0.05202% Trichoderma viride QM6a, T. Celulase, B- (194
(1969) ’ ’ viride QM2940 glicosidase
Phanerochaete _—
0, 0,
Asther et al., (1987) 0,05% (p/ V) chrysosporium INA-12 Ligninase 0,04%
. . Celulases e
Long e Knapp, (1991) 0,06 g/L Coprinus cinereus xilanase 0,06 g/L
(Dz%rg(l);lgues etal, 05¢9/L Trichoderma reesei Rut C-30 Celulases 0559/L
Zeng et al., (2006) 0,05% e 0,15%  Penicillium simplicissimum C_MCase € 0,15% e
xilanase
0,05%
Liu et al., (2006) 0,05%e0,15%  Trichoderma viride Celulasee ) 150,
xilanase

O mecanismo metabdlico envolvido ainda ndo é completamente conhecido.
Estudos demonstraram maior efetividade do tween 80 em relacdo aos outros tipos de
tween 60, 40 e 20 (Giese et al., 2004; Liu et al., 2006; Reese e Maguire, 1969). Os

surfactantes foram estudados em diferentes concentragcdes demonstrando inibicdo em
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grandes quantidades. As concentracgdes selecionadas para o estudo foram 0,1%, 0,05% e
0,01% (Reese e Maguire, 1969).
A Figura 2 apresenta a influéncia da utilizagao de tween 80 para os cultivos com

polpa citrica durante 15 dias.

Figura 2. Cultivo com diferentes concentracdes de tween 80 para a atividade de celulase
total (a) e xilanase (b) utilizando T. reesei e 3% de polpa citrica em cultivo submerso a
28°C e 150 rpm até 15 dias.
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O cultivo com o surfactante em 0,01% demonstrou uma aceleracdao na producéo
enzimatica levando 9 dias para alcancar valores de 0,4 FPU/mL + 0,06 (2,4 FPU/g) para
celulase. A producéo de xilanase alcancou seu maximo de 2,9 U/ mL (17,4 U/g) em 12
dias com tween 80 a 0,05%. A producdo xilanolitica foi baixa comparada a otimizagao
anterior realizada sem tween 80 (40,2 U/mL), indicando que o tween 80 ndo foi favoravel
para as enzimas xilanoliticas. Esperava-se um aumento da mobilidade enzimatica, mas

alguma dindmica deve estar sendo inibida.
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Long e Knapp (1991) utilizando 0,006 % de tween n&o observaram efeito sobre
as xilanases quando comparado ao controle, estratégia que ndo se mostrou eficaz para
otimizacdo de xilanases também no presente trabalho.

Os autores Liu et al., (2006) utilizaram 0,05% e 0,15% de tween 80 e
ramnolipideos. As porcentagens de degradagdo via enzimatica entre eles foram similares,
considerando apenas o tween 80, a melhor concentracdo foi 0,15%, apresentando uma
taxa de degradacédo de 14,4% para celulose e 7,3% para hemicelulose, maior do que o
controle sem surfactante, justificando o aumento da producéo de celulases.

O cultivo com tween 80 utilizando dreche cervejeiro inibiu a producdo de celulases

e xilanases, apresentando todos os resultados muito proximos de zero.

3.4. Influéncia dos sais minerais, sacarose e extrato de levedura na formulagéo do

meio de cultivo de T. reesei para producdo das enzimas celulases e xilanases

Com intuito de melhorar a producéo e a produtividade da biossintese das enzimas
pelo fungo T. reesei e reduzir a quantidade de nutrientes utilizados, foram realizados
estudos com os sais, extrato de levedura e sacarose formulados no meio de cultivo de
forma individual.

A producdo de xilanase utilizando cultivos com cada sal mineral, extrato de
levedura e sacarose além do residuo dreche cervejeiro esta representada na Figura 3. Os
cultivos com estes nutrientes demonstraram a importancia de cada um para a producgéo
enzimatica. As xilanases alcancaram maior producdo quando em contato com zinco 21,8
U/mL (0,0028% de ZnS0Oa), extrato de levedura 21,4 U/mL (0,1%), magnésio 20,4 U/mL
(0,0017% de MgSO0a4) e sulfato de amonio 20,1 U/mL (0,1% de NH4SO4) com 12 dias de
cultivo. Os resultados foram trés vezes superiores ao controle sem sal (Sem sal), quando
comparados com zinco e magnésio.

A Figura 4 apresenta a influéncia dos nutrientes nos cultivos para a producéo de
celulase total. Os nutrientes que apresentaram maior influéncia sobre a producdo de
celulases totais foram extrato de levedura com 0,27 FPU/mL (0,1%), fosfato de potassio
dibasico (0,11% de KoHPO4) com 0,25 FPU/mL, zinco com 0,22 FPU/mL (0,0028% de
ZnS0Og4 e 1% de sacarose 0,20 FPU/mL.

A influéncia dos nutrientes ndo se mostrou significativa para as exoglucanases

guando comparada ao controle com 12 e 15 dias. As endoglucanases apresentaram maior
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atividade quando fermentadas com sulfato de aménio 0,85 U/mL, fosfato de potéssio 1,0
U/mL, magnésio 0,87 U/mL, fosfato de ambnio monobéasico 0,85 U/mL e extrato de
levedura 0,78 U/mL. A producdo de exoglucanase e endoglucanase estéo representadas
na Figura 5 e Figura 6. Narasimha et al., (2006) observaram 0,52 U/mL para
endoglucanase utilizando extrato de levedura, resultado inferior ao obtido no atual estudo.
Os autores encontraram maiores resultados com a utilizacdo de ureia 0,82 U/mL como
fonte de nitrogénio para endoglucanase (Narasimha et al., 2006).

Relatos da literatura indicam aumento da producdo enzimatica quando os meios
séo suplementados com carboidratos simples, como sacarose (Delabona at al., 2012). A
sacarose exibe potencial na otimizacdo da producdo de celulases, demonstrando ser um
indutor da expressdo do gene das celulases (Seiboth et al., 1997; Silva et al., 2018).
Chandra et al., (2007) observaram aumento rapido da biomassa devido a adi¢do de
sacarose, agucar de facil absor¢do em conjunto a maior secre¢do enzimatica pela presenca
de celulose. Silva et al., (2018) utilizando polpa citrica e sacarose alcangaram 0,85 + 0,07
FPU/mL de celulase total em 10 dias de cultivo submerso, aumentando em 48,1 % a
producdo de celulases devido a presenca de sacarose em compara¢do com a cultura sem
este acucar. Os autores também encontraram valores superiores durante a utilizacdo em
biorreator do tipo tanque com 1,76 + 0,00 FPU/mL utilizando-se T. reesei (Silva et al.,
2018). Delabona et al., (2012) com Trichoderma harzianum obtiveram 1,21 FPU/mL
usando bagaco pre-tratado, deslignificado com NaOH e sacarose em biorreator de tanque
agitado. Narasimha et al., (2006) para otimizarem a producao de celulase total, estudaram
cultivos com os acUcares: glicose (0,154 FPU/mL), celulose (1,63 FPU/mL),
carboximetilcelulose (1,64 FPU/mL) e celobiose (1,02 FPU/mL), encontrando valores
interessantes para glicose, celulose e carboximetilcelulose. Pesquisas também relatam
gque uma concentracdo elevada de acucares pode inibir o metabolismo fungico e,
consequentemente, a producéo enzimatica (Rodriguez-Zufiga et al., 2011; Seiboth et al.,
1997).

O extrato de levedura surge como uma fonte de nitrogénio e vitaminas para o
cultivo. Narasimha et al., (2006) demonstraram as diferencas da adicdo de ureia (1,68
FPU/mL), peptona (1,21 FPU/mL), nitrato de sodio (1,12 FPU/mL) e extrato de levedura
(0,52 FPU/mL) na producao de enzimas celuloliticas por A. niger, sendo o extrato de
levedura um dos menos eficientes. O sulfato de amdnio também se mostrou promissor

quanto a producéo de xilanases na atual pesquisa.



58

A utilizacdo de ions metélicos essenciais como magnésio, zinco, ferro, manganés,
dentre outros, esté relacionada a ativagdo do metabolismo fangico, se mostrando essencial
para otimizagdo da producdo enzimatica (Vale et al., 2011). Os microrganismos requerem
concentragdes diferentes dos minerais exibindo toxicidade, quando estdo em quantidades
superiores as toleradas, inibindo seu crescimento (Fomina e Karl, 2003; Duruibe et al.,
2007). O zinco, de acordo com Babich e Stotzky, (1978) esta ligado a integridade dos
ribossomos, membranas biolégicas e crescimento fungico. A producgdo de celulases se
mostrou eficiente quanto a utilizacdo do mineral zinco, mas ndo de magnésio, ao contrario
da xilanase que aproveitou os dois minerais para a producdo enzimatica.

Rodriguez-Zufniga et al. (2011) compararam quatro meios fermentativos
diferentes e constataram que o melhor indutor de atividade enzimatica foi o meio de
Mandels & Weber modificado, com acréscimo de carboximetilcelulose obtendo-se 0,4
U/g para celulase total e 13 U/g para endoglucanase. O meio Mandels & Weber possui
ureia, peptona, extrato de levedura, sulfato de amonio e outros minerais. O cultivo
utilizando a sacarose ndo se mostrou eficiente, assim como o meio Czapeck Dox
composto por carboximetilcelulose, nitrato de sdédio, sacarose e outros minerais
(Rodriguez-Zunigaet al., 2011). Dentre as fontes de nitrogénio estudadas, o trabalho atual
encontrou o extrato de levedura como mais promissor para a otimizacéo de celulase total,

além de sacarose, nas concentracdes utilizadas as quais se mostraram favoraveis.

Figura 3. Cultivo submerso de T. reesei com sais, extrato de levedura e sacarose em

diferentes tempos para producdo de xilanases a 28°C e 150 rpm por até 15 dias.
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Figura 4. Cultivo submerso de T. reesei com sais, extrato de levedura e sacarose em

diferentes tempos para producéo de celulases a 28°C e 150 rpm por até 15 dias.
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Figura 5. Cultivo submerso de T. reesei com sais, extrato de levedura e sacarose em

diferentes tempos para producdo de exoglucanase a 28°C e 150 rpm por até 15 dias.
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Figura 6. Cultivo submerso de T. reesei com sais, extrato de levedura e sacarose em

diferentes tempos para producdo de endoglucanase a 28°C e 150 rpm por até 15 dias.
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3.5. Estudo cinético da producéo de xilanases e celulases com a combinacdo dos

guatro melhores nutrientes

O estudo com os nutrientes permitiu selecionar os de maior influéncia sobre a
atividade das enzimas estudadas. A partir disso foram selecionados os quatro melhores
nutrientes para a producgdo de xilanases (MX) que foram zinco (0,0028% de ZnSOQOa),
magnésio (0,0017% de MgSO.), sulfato de amdnio (0,1% de NH4(SO.)) e extrato de
levedura (0,1%); e os melhores para a producdo de celulases (MC), que foram extrato de
levedura (0,1%), fosfato de potéassio (0,11% de KoHPOQs), zinco (0,0028% de ZnS0O4) e
sacarose (1%). Estes foram os nutrientes que mais influenciaram a biossintese das
celulases e xilanases na etapa anterior da pesquisa. O novo cultivo com os melhores
nutrientes forneceu resultados promissores, quanto a maior producdo enzimatica em um
menor tempo de cultivo. A Figura 7 apresenta a producédo de xilanase (a) e celulase total

(b) para cada conjunto de complementos escolhidos.

Figura 7. Atividade enzimatica dos cultivos com a combinacdo dos melhores sais para
xilanase (a) e para celulase (b) utilizando o T. reesei e dreche cervejeiro em cultivo
submerso a 28°C e 150 rpm até 15 dias.
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MX: melhores nutrientes para xilanase: zinco (ZnSOa.: 0,0028%), magnésio (MgSOQa:
0,0017%), Sulfato de amdnio (NH4SOa4: 0,1%) e extrato de levedura (0,1%); MC:
Melhores nutrientes para celulase: extrato de levedura (0,1%), fosfato de potassio
(K2HPO4: 0,11%), zinco (ZnS0Oa4: 0,0028%) e sacarose (1%).
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As celulases alcangaram 1 FPU/mL (6 FPU/g) com os melhores nutrientes para
celulase (MC), quanto aos melhores nutrientes para xilanase (MX) a producgdo de
celulases também foi otimizada alcangando valores proximos ao MC, porém com maior
erro padrdo (0,91 U/mL * 0,15). As enzimas xilanoliticas alcancaram valores maximos
de 2,9 U/mL (17,4 U/g) em apenas 3 dias com MX. Os cultivos com MX néo se
mostraram eficientes comparada ao cultivo padrdo, com todos os componentes (40,2
u/mL).

O estudo individual dos nutrientes fornece uma base sobre as necessidades do
microrganismo, mas ndo permite observar interag0es entre 0s nutrientes para o
metabolismo do fungo, com isso pode-se dizer que os resultados foram promissores.
Outras combinacGes podem ser estudadas futuramente e até mesmo suas proporcdes para
otimizar a producéo.

Um resumo dos melhores resultados encontrados em cada atividade desenvolvida
esta representado na Tabela 5. Ressalta-se a importancia de entender as necessidades do
microrganismo utilizado, assim como o potencial da fonte de carbono escolhida, a fim de
seguir caminhos mais otimistas quanto a otimizacdo da producdo enzimatica.

Considerando a matriz fornecida pelo delineamento, a maior producéo celulolitica
foi encontrada utilizando-se uma proporcéao de 10 g dreche cervejeiro, 0 g de polpa citrica
e 0 g de farelo de trigo para 100mL de volume final complementado com agua mais a
adicdo de nutrientes obtendo-se um valor de 0,42 FPU/mI (2,52 FPU/g, considerando-se
60 mL de extrato extraido). Esta producéo foi otimizada durante o estudo com tween 80
que atingiu 0,4 FPU/mL de atividade celulolitica em 9 dias de fermentacdo, 6 dias a
menos comparado ao cultivo realizado para o delineamento. A terceira etapa visando a
melhor combinacdo de nutrientes para producdo de xilanases e celulases superou 0s
resultados obtidos anteriormente, atingindo 1 FPU/mL de atividade celulolitica.

O estudo de Rodriguez-Zuniga et al., (2011) utilizando Aspergillus niger obteve
0 maximo de 0,4 U/g de celulase com farelo de trigo em cultivo em estado solido apds 72
horas, estudo que utilizou fonte de carbono amilaceo, pouco tempo de cultivo e cultivo
em estado solido chegando a um valor abaixo do encontrado no trabalho atual. Campioni
et al., (2019) obtiveram 0,3 FPU/mL de celulase total em 6 dias de cultivo submerso com
palha de cana de acucar utilizando T. reesei QM 9414, valor também inferior se
comparado ao presente estudo, porém trabalhou com um tempo de cultivo menor. Por
outro lado, Saini et al., (2015) com uma linhagem isolada no pais reconhecida como

Penicillium oxalicum, obtiveram 1,2 FPU/mL em 8 dias de cultivo submerso com farelo
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de trigo, alcangando valor trés vezes maior do que aquele encontrado nesta etapa do
trabalho e quatro vezes maior do que Campioni et al., (2019) que também utilizaram
farelo de trigo, demonstrando maior potencial do Penicillium oxalicum comparado ao T.
reesei em farelo de trigo. Floréncio et al., (2016) obtiveram com bagaco de cana em
cultivo solido por 24 horas, posteriormente alterado para cultivo liquido (48h) atividade
de 0,7 FPU/g com o fungo T. reesei, demonstrando uma estratégia interessante devido a
associacdo entre o tempo reduzido de cultivo e alta atividade enzimatica, mas ndo

superando o trabalho atual.

Tabela 5. Atividade enzimética produzida em cada etapa do estudo.

. CT Endo Exo B -glico .
Dias FE  coiymi) (imL) (U/mL) (UimL) XHan(U/mL)

L) Delineamento com 5 042 203 3202 0126 40,20
mistura de residuos
2) Melhor combinagéo

; 12 1 - - -
de sais, sacarose e
extrato de levedura
3) presenca de Tween 9 0.40 - - -

0,01%

Dias FE: Dias de Fermentacdo/Cultivo. CT: Celulase Total. Endo: Endoglucanase. Exo:
Exoglucanase. B - glico: B glicosidase. Xilanase: Xilan. 1-Delineamento: para CT: 100%
de dreche cervejeiro; para Endo, Exo e B-glico: 16,67% de farelo e polpa citrica e 66,7%
de dreche cervejeiro; para Xilan: 33,33% de polpa citrica e 66,7% de dreche cervejeiro.
A composicdo descrita para o delineamento foi complementada com um conjunto de sais,
extrato de levedura e sacarose. 2- Melhores combinacéo de sais para celulase: 0,1% de
extrato de levedura, 0,11% de fosfato de potassio dibasico, 0,0028% de zinco e 1% de
sacarose + 100% de dreche cervejeiro. 3- Presenca de Tween 0,01%: 33% de dreche
cervejeiro + 0,01% de tween, sais, extrato de levedura e sacarose.

As enzimas xilanoliticas apresentaram maior capacidade de producdo para o
delineamento experimental utilizando 6,66 g de dreche cervejeiro, 3,33 g de polpa citrica
e 0 g de farelo de trigo chegando a 40,2 U/mL ou 241,23 U/g (402 U/L). A producdo com
10g de dreche para xilanase também foi elevada (39,6 U/mL). Os resultados do cultivo
com tween 80 ndo superaram o controle (sem tween) quanto a biossintese de xilanases
pelo fungo, ao contrério, eles comprovaram inibicdo desta biossintese na presenca deste
surfactante durante o cultivo. O melhor resultado com tween 80 para xilanase foi de 2,96

U/mL utilizando tween 80 a 0,05%, muito inferior ao obtido no delineamento. A
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combinacgéo de nutrientes selecionadas como MX e MC ndo favoreceram a producdo de
xilanases.

Em relacdo a producgéo de xilanases, Gottschalk et al., (2010) produziram 0,15
U/mL com T. reesei em 5 dias de cultivo, ja com o fungo Aspergillus awamori em 7 dias
de cultivo obtiveram 0,025 U/mL, menor capacidade que a otimizacdo do atual estudo.
Campioni et al., (2019) alcangaram 60 U/mL de xilanase utilizando T. reesei em 6 dias
de fermentacdo submersa com palha de cana de agucar. Gottschalk et al., (2010)
utilizaram menos tempo de cultivo obtiveram valores abaixo do atual trabalho, ao
contrario de Campioni et al., (2019) que superaram os resultados da pesquisa atual em
produtividade e rendimento.

A méxima producdo de endoglucanase no delineamento de misturas foi
encontrada nas proporc¢des de 6,67 g de dreche cervejeiro, 1,66 g de polpa citrica e 1,66
g de farelo de trigo, obtendo-se 2,03 U/mL (12,1 U/g). Rodriguez-Zufiga et al., (2011)
encontraram 21,0 U/g para endoglucanase utilizando farelo de trigo em cultivo sélida por
72 horas, valores préximos da otimizacao atual, ja Floréncio et al. (2016) obtiveram uma
producdo de 1,6 U/mL para endoglucanase com T. reesei em cultivo submerso com
bagaco de cana, mas ndo superou o rendimento estudado neste trabalho. Castro et al.,
(2010) obtiveram 0,55 U/mL de endoglucanase apos 97 horas de cultivo em complexo
piruvato desidrogenase com Trichoderma harzianum 30 °C a 200 rpm, valor inferior ao
obtido neste trabalho.

A producdo de exoglucanase no delineamento foi maior utilizando 6,67 g de
dreche cervejeiro, 1,66 g de polpa citrica e 1,66 g de farelo de trigo alcancando 3,20 U/mL
(19,2 U/g). Silva et al., (2018) alcancaram valores de 3,14 U/mL para endoglucanase,
1,25 U/mL para exoglucanase (substrato polpa citrica) e 93,08 U/mL para Xxilanase
(bagaco de cana com pré-tratamento alcalino), demonstrando valor inferior quando
comparado a producdo de exoglucanase, mas superiores quanto producdo de
endoglucanase e xilanase.

A produgdo de B-glicosidase no delineamento de misturas foi maior com
proporcdes de 6,67 g de dreche cervejeiro, 1,66 g de polpa citrica e 1,66 g de farelo de
trigo alcancando 0,12 U/mL (0,72 U/g). Gottschalk et al., (2010) chegaram a 0,15 U/mL
com o fungo T. reesei em 5 dias e com o A. awamori 0,018 U/mL em 7 dias de cultivo.
Os autores demonstraram o potencial do T. reesei na produgdo de B-glicosidase, e

encontraram valor préximo ao do atual trabalho.
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A partir da otimizacdo realizada foi possivel concluir que o fungo T. reesei pode
ser usado para a producdo de enzimas fibroliticas com os residuos estudados, porém
outras cepas e outros residuos também estdo se destacando, principalmente quanto a
producédo de celulase total (FPU) e xilanase, além de indicar a capacidade do tween 80
para a producédo de celulase total e a importancia dos sais para otimizacdo da produgéo

enzimatica, como foi possivel observar com o0 aumento da atividade de celulase total.

4. Conclusao

A utilizacdo da técnica de delineamento de mistura I1-Optimal dos residuos
agroindustriais em cultivos submersos com T. reesei QM 9414, complementada com uma
mistura de nutrientes é efetiva para a otimizacdo da producdo de enzimas celulases e
xilanases em 15 dias de cultivo. A utilizacdo de 100% (massa seca/volume) de dreche
cervejeiro é promissora para a producdo de celulases totais e xilanase, assim como a
utilizacdo de 33,3% de polpa citrica e 66,7% de dreche cervejeiro também sao eficazes
para a producéo de xilanase. A combinacdo de 16,67% de farelo de trigo, 16,67% de polpa
citrica e 66,7% de dreche cervejeiro € mais promissora para a producéo de endoglucanase
exoglucanase e B- glicosidase. O estudo quanto a demanda dos minerais sacarose e extrato
de levedura revelam que o extrato de levedura, fosfato de potassio dibéasico, zinco e
sacarose em 12 dias de cultivo so suficientes para maximizar a producéo de celulases, e
nestas condicdes é possivel atingir uma producdo de celulases 2,38 vezes superior a
producdo obtida por meio do delineamento inicial. Por outro lado, para maximizar a
producdo fungica de xilanases necessita-se maior riqueza de nutrientes. A utilizacdo de
0,01% de tween 80 no meio de cultivo mantém a mesma producdo de celulase total
comparado ao delineamento sem tween 80, contudo reduz substancialmente o tempo de
cultivo. No entanto, a utilizacdo de tween 80 no meio de cultivo inibe drasticamente a

producdo fangica de xilanases.
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Capitulo 3: Novas tecnologias aplicadas ao bagaco de mandioca para
melhoria da extracdo de amido e geracéo de novos co-produtos.
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RESUMO

A extracdo de amido do bagago de mandioca por meio da gelatinizacdo do bagaco
de mandioca e aplicacdo de enzimas xilanases e celulases demonstrou potencial para
desenvolvimento de novos co-produtos para a indastria de fécula de mandioca. Por meio
da gelatinizacdo e filtracdo foi obtida uma Fracdo Amilacea (rendimento de 42,4%,
eficiéncia de extracdo de amido de 72,4% e concentracdo de amido de 77%); e a Fragédo
Fibrosa 1 (rendimento de 46%, eficiéncia de recuperacdo da fibra de 84,05% e
concentracdo de fibra de 35,1 % com 3,65% de proteinas e 19% de amido). A aplicagéo
das celulases comerciais, além do extrato BIOENJ19 (produzido pelo cultivo otimizado
de T. reesei) no bagaco de mandioca gelatinizado foi realizada para verificar a extracdo
de amido, a qual foi similar entre os dois extratos enzimaticos, BIOENJ19 e a celulase
Cellic CTec2 (12% a 13% de extracdo de amido), porém ao comparar com o controle néo
foi observada melhora na extracdo. As xilanases demonstraram resultados inferiores as
celulases (8% a 10% de extracdo de amido). Uma hidrélise enzimatica de 6% (m/v) da
Fracdo Fibrosa 1 (porcédo insoltvel obtida da gelatinizacdo do amido e filtracdo) com o
extrato BIOENJ19 produziu 1,51% (m/v) de acucar redutor, 0,165% (m/v) de amido e
2,25% (m/v) na fracdo insoltvel apos filtragdo, denominada Fracdo Fibrosa FF1-1. Para
a hidrolise com a Celic CTec2 foram obtidos: 1,27% (m/v) de acucar redutor, 0,415%
(m/v) de amido e 1,47% (m/v) na fracdo fibrosa 1-1. A fracdo liquida obtida desta
hidrolise correspondeu em massa a 35,97% (m/m) (Celic CTec2) e 28,75% (m/m)
(Extrato BIOEN19) da Fracdo Fibrosa 1, enquanto que Fracao Fibrosa 1-1 foi de 10,03%
(m/m) (Celic CTec2) e 17,25% (BIOENJ19). O cultivo em batelada alimentada foi
realizado com as leveduras fibroliticas, Rhodotorula mucilaginosa e Wickerhamomyces
onychis utilizando-se a Fracdo Fibrosa 1-1 e a fracdo liquida, a fim de produzir uma
biomassa probiética, obtendo-se uma conversdo do substrato inicial em biomassa (Y x/s0)
de 0,140 g/g (R. mucilaginosa) e 0,122 g/g (W. oychis), contendo 34% e 33,3% de
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proteinas na biomassa, respectivamente. A producdo desta biomassa probidtica pode
agregar valor a este residuo tendo em vista que estas leveduras podem melhorar a

atividade ruminal dos animais de criag&o.

Palavras-chave: Bagaco de mandioca, celulases, xilanases, extracdo de amido,

leveduras fibroliticas.
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1. Introducéo

A producdo mundial de raiz de mandioca (Manihot esculenta Cranz) chegou a
277,1 milhdes de toneladas em 2016 (FAO, 2016). O Brasil se destaca por ser o quarto
maior produtor de mandioca, alcan¢ando uma producéo de 20,2 milhGes de toneladas de
raiz ao ano, correspondendo a uma receita em média de 2,9 bilhdes de dolares (IBGE,
2019). A alta producdo estd associada a tolerancia da mandioca quanto a pragas,
disponibilidade de nutrientes e agua, o que garante cultivo em grande parte do territorio
brasileiro, regides tropicais e subtropicais (Tewe e Lutaladio, 2004).

Os principais produtos gerados a partir do processamento da raiz de mandioca séo
fécula (polvilho) e farinha de mandioca, os principais subprodutos englobam bagaco de
mandioca conhecido também como farelo ou massa, a manipueira gerado pela prensagem
da raiz, entre outros (Cereda, 2001; Li et al., 2017).

A cada tonelada de raiz processada sdo gerados cerca de 928,6 kg de bagaco de
mandioca com uma media de 85% de umidade na industria de fécula. O bagaco é um
material fibroso com uma quantidade significante de amido aderido, levando a uma perda
de 33% da extracdo total do amido da raiz de mandioca (Leonel et al. 1998). A
composicao quimica do bagaco apresenta pequenas variagdes de acordo com a espécie e
condicdes do processo, geralmente ele exibe cerca de 45% a 51% de amido e 20% a 40%
de fibras. O material tem alto potencial bioquimico o que reflete nas possibilidades para
valorizacdo deste subproduto (Fiorda et al., 2013; Jasko et al., 2011).

O amido ndo extraido do bagago de mandioca leva a perdas econdmicas para as
fecularias, sendo geralmente comercializado com preco reduzido para alimentacao animal
(Dourado et al., 2017), além de outras aplicacdes que vem sendo estudadas como
enriquecimento proteico, fibras dietéticas, etanol de segunda geracdo (Martinez, 2017),
bioembalagens, bolachas (de Carvalho et al., 2017) entre outros (Li et al., 2017).

As enzimas, catalisadores bioldgicos com alta especificidade, ja vem sendo
aplicadas em diversos setores industriais devido a eficiéncia em melhorar a qualidade de
produtos, reduzir a utilizacdo de reagentes quimicos poluentes, entre outros fatores
(Monteiro e Nascimento, 2009). O complexo enzimatico celulolitico consiste em um
conjunto de enzimas atuando em sinergia para degradar a fibra (Campioni et al. 2019).
De acordo com Saito et al., (2006), o bagago de mandioca apresenta 16,71% de celulose,

4,53% de hemicelulose e 8,7% de lignina.
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Pensando nisso, o presente trabalho tem como objetivo responder as seguintes
perguntas: E possivel desenvolver uma metodologia de extracdo de amido para aumentar
o rendimento das fecularias por meio de hidrélises enzimaticas? Se sim, o complexo
enzimatico produzido a partir de dreche cervejeiro com Trichoderma reesei, celulases e
xilanases comerciais da Novozymes € eficiente para este objetivo? E por fim, as fracdes
obtidas pos tratamento do bagago de mandioca séo atraentes para o desenvolvimento de
novos produtos, tais como o cultivo de leveduras probidticas, o qual agregaria valor ao

residuo final para aplicacdo na nutri¢cdo animal?

2. Materiais e métodos

2.2. Extracdo do amido do bagaco de mandioca via Gelatinizacdo e Hidrolise

enzimatica

O bagaco de mandioca foi inicialmente seco a 50°C e triturado em triturador
industrial (SPL-048, Spolu, Itajobi, Brasil), a fim de selecionar a granulometria do
material, menor que 7 mesh (Peneira Tamis mesh de 7-20, Bertel, Caieras, Brasil),
procedimento adotado para todos os ensaios. As amostras de bagaco de mandioca in
natura, Fracdo Fibrosa 1, Fracdo Amilacea 1 e Fracdo Fibrosa 1-1 foram submetidas a
uma caracterizacdo quanto ao teor de amido, cinzas, proteinas, fibras, carboidratos totais
e lipidios, de acordo com o fluxograma da Figura 1, o qual também apresenta as etapas
da pesquisa de extracdo do amido contido no bagaco de mandioca pelas técnicas de
gelatinizacdo e hidrdlise enzimatica por celulases (Cellic CTec2) e xilanases (Celluclast)
comerciais da Novozymes (Parana/Brasil) e pelo extrato fibrolitico produzido pelo fungo
Trichoderma reesei QM 9414, denominado BIOENJ19.
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Figura 1. Resumo das etapas e analises desenvolvidas com o bagago de mandioca, assim

como residuos gerados e enzimas utilizadas em cada etapa.
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2.2.1 Gelatinizagao do bagaco de mandioca

A técnica de gelatinizacdo do amido contido no bagaco de mandioca foi utilizada
para a extracdo e solubilizacdo dele na fracdo liquida. O bagaco de mandioca seco foi
entdo diluido em &gua a 6% (massa/volume) e gelatinizado em biorreator de 1 L a 80°C
em banho termostatizado (banho maria: MA127, Marconi, Piracicaba, Brasil). Um estudo
cinético da gelatinizacdo do bagago de mandioca foi realizado com retirada de amostras
em diferentes tempos, num intervalo de 0 a 68 horas. As amostras foram prensadas em
peneiras de 50 mesh obtendo-se duas frac6es, Fracdo Amilacea (liquido) e Fragdo Fibrosa
1 (s6lido), sendo que o liquido foi analisado quanto ao teor de amido (2.4.1). A quantidade
de bagaco de mandioca utilizada foi de 6% em todos os ensaios devido ao poder de
inchamento do material, concentragdo méaxima possivel para manter uma viscosidade que
ndo dificultasse os procedimentos de extracdo do amido (489 de baga¢o de mandioca seco
em 800 mL de &gua).

De forma complementar, estudos de cinética da hidrélise enzimatica foram
realizados com o bagaco integral (bagaco in natura) pos gelatinizacdo a 80°C por 20 min
em banho termostatizado (banho maria: MA127, Marconi, Piracicaba, Brasil), resfriado
a 25°C com posterior aplicacdo enzimatica e filtracdo em peneiras de 50 mesh. Foram

realizadas andlises para quantificacdo de amido liberado (2.4.1).

2.2.2 Estudos de hidrolise enzimatica do bagaco de mandioca

2.2.2.1 Producéo do extrato enzimatico BIOENJ19
O extrato enzimatico foi produzido com o fungo Trichoderma reesei QM 9414

obtido da colecéo de culturas da Fundacdo André Tosello, Campinas, SP, Brasil. O cultivo
foi realizado em processo submerso com 10% de dreche cervejeiro suplementado com
um conjunto de nutrientes (0,11% de K:HPOs, 0,1% de (NH4)SOs, 0,0017% de
MgS04.7H20, 0,0028% de ZnSO4.7H20, 0,1% de NH4H2PO4, 0,06% KCI, 1% de
sacarose e 0,1% de extrato de levedura) em 100mL de adgua (Campioni et al., 2019). O

cultivo foi realizado por 15 dias a 150 rpm a 28°C.

2.2.2.2 Hidrolise enzimatica
O bagaco integral gelatinizado (80°C por 20 minutos) foi submetido a hidrélise

enzimatica com celulases Cellic CTec2 da Novozymes, xilanases Celluclast da

Novozymes e, comparativamente, por um complexo enzimatico produzido no laboratério
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chamado de BIOENJ19 (ver item 2.2.2.1). O ensaio inicial foi realizado com 2,12 % (m/v)
de bagaco de mandioca. O segundo e terceiro ensaios foram realizados com 6% (m/v) de
bagaco de mandioca seco e diluido em agua destilada.

O primeiro ensaio foi realizado com a celulase Celic CTec2 e o extrato
BIOENJ19, contendo 7,5 e 15 FPU/g de substrato seco para cada uma das enzimas, e com
tempos de reagdo de hidrélise de 2 e 12 horas, a fim de se observar a capacidade do extrato
BIOENJ19 comparado ao Cellic CTec2 na extragdo de amido.

O segundo ensaio foi realizado com a celulase Cellic CTec2 com 5 e 12 FPU/ g
de substrato seco, além de um controle Branco sem enzimas. As hidrolises foram
realizadas em 0, 12, 24 e 36 horas para investigar a cinética enzimatica na extracdo de
amido. A terceira hidrdlise foi realizada com xilanase Celluclast da Novozymes em 0, 12
e 24 horas com 15, 30 e 60 U/ g de substrato seco além de um controle Branco sem
enzimas. Todos os ensaios foram realizados em triplicatas. Apds o tempo de hidrolise as
amostras foram submetidas a 80°C por 20 minutos com intuito de desnaturar as enzimas
presentes.

A amostra com menos amido, Fracdo Fibrosa 1, do melhor tempo do estudo
cinético de gelatinizacdo (58 horas), foi submetida a uma hidrolise enzimatica de 24
horas a 50°C (banho maria: MA127, Marconi, Piracicaba, Brasil) com o extrato
BIOENJ19 e a celulase comercial Cellic CTec2 (5 FPU/ g de substrato seco). A etapa de
gelatinizacdo foi realizada novamente para se obter mais Fracdo Fibrosa 1. A hidrolise
contou com dois controles, Fracao fibrosa 1 em mistura apenas com agua e Fracao fibrosa
1 em mistura com o extrato BIOENJ19 desnaturado, além de ensaios com a Cellic CTec2
e o extrato BIOENJ19. Todos os testes foram realizados em triplicata. Analises de

quantificacdo de amido (item 2.4.1) foram realizadas p6s- hidrdlise.

2.3 Fermentacdo em batelada alimentada

A Fracdo Fibrosa 1-1 e o liquido repleto de acgUcares redutores obtida pds-
hidrolise enzimatica com BIOENJ19 foram submetidos a uma fermentacdo em batelada
alimentada com as leveduras Rhodotorula mucilaginosa e Wickerhamomyces onychis a
180 rpm, 28°C por 5 dias. O cultivo inicial consistiu em 5% de Fracdo Fibrosa 1-1, 0,75%
de agua de maceracdo de milho completando o volume para 100mL de agua (em torno de
94,2%). O pH do cultivo foi ajustado para 5,5 antes da autoclavagem (121 °C por 20

minutos).
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O indculo foi realizado com 107 células/mL pos ativacéo das leveduras. A ativagao
das leveduras foi realizada em meio com: 1% de sacarose, 0,2% de extrato de
levedura,0,13% de fosfato de potéssio, 0,031% de sulfato de potéssio, 0,0028 de sulfato
de zinco,0,0012% de sulfato de manganés, 0,1% de sulfato de amonio e 0,024% de sulfato
de manganés.

Apos 48 horas de fermentacdo foram adicionados um conjunto de materiais ja
previamente esterilizados e com o pH ajustado para 5,5. Foram adicionados 2,5% de
Fracdo Fibrosa 1-1, 0,75% de &gua de maceracdo de milho e metade do liquido com
acucares foram colocados inicialmente (X1mL/2). Ap6s 72 horas foram adicionados mais
2,5% de Fracdo Fibrosa 1-1. O cultivo foi retirado apds 120 horas, por meio de uma
filtracdo (papel filtro) foi separado o liquido da Fracgdo Fibrosa pds fermentacdo. O liquido
foi centrifugado para separacdo das celulas e quantificagdo. A quantidade de células no
cultivo foi feita em camera de Neubauer (células/mL). Uma anélise de proteinas foi
realizada na Fragédo Fibrosa pos fermentacdo e nas leveduras obtidas pos centrifugacéo,

assim como umidade de cada material.

2.4. Analises quimicas

2.4.1 Anélise do teor de amido

A quantificacdo de amido foi realizada de acordo com Freitas et al., (2014) pelo
teste colorimétrico com iodo. As amostras foram homogeneizadas em 80°C a 20 minutos
antes da analise. A analise foi realizada em tubos de reacéo contendo 4,8 mL de HCI 0,1
M e 0,1 mL da amostra com posterior adi¢do de 0,15 mL da solucdo de iodo (0,5 g/L de
iodeto sublimado e 1 g/L de KI). Em seguida foi realizada leitura em espectrofotometria
620 nm (UV-1600PC, VWR, Radnor, Estados Unidos da América). A gquantificacdo de
amido foi realizada por meio de uma curva padrdo preparada com uma solucdo de amido
(Sigma) gelatinizado de 0 a 8 mg/mL.

A analise de amido apresentada nas tabelas de caracterizacBes quimicas das
fracdes, foi realizada utilizando o protocolo de AOAC (1995) 996.11* Determinacéo de

Amido Disponivel e Resistente (modificado).

2.4.2 Andlise de acucar redutor
A quantificacdo de acucar redutor liberado foi realizada pelo método DNS (acido

3,5-dinitrossalicilico) conforme descrito por Miller (1959). Foi adicionado 1 mL da
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amostra em tubos de reacdo, diluida previamente caso necessario. A amostra foi colocada
em banho maria a 100°C por 5 minutos, diluida e lida em espectrofotdmetro a 540 nm.
Uma curva padrdo de glicose foi utilizada para calcular a concentracdo de agucar da

amostra.

2.4.3 Determinacdo de proteinas

A andlise de proteinas foi realizada de acordo com AOAC (2000). O procedimento
foi realizado com 0,1 g de amostra seca digerida em tubos de digestdo com 1 g de
catalisador e 3 mL de &cido sulfurico a 350 °C. Pos digestdo os tubos foram resfriados,
adicionado 5 gotas de fenolftaleina e conectados ao aparelho de destilacdo (TE-036/1,
TECNAL, Piracicaba, Brasil). Foi adicionado NaOH 40% (m/v) aos tubos de digestdo até
0 aparecimento da coloracdo rosada para posterior destilagdo em Erlenmeyer de 125 mL
contendo uma solucao de 10 mL de H3BOz com 2 gotas de vermelho de metila e de verde
de bromocresol. O destilado foi titulado com solugdo de HCI a 0,02 M. A analise foi

realizada em triplicata.

2.4.4 Determinacao de cinzas

A determinacdo de cinzas foi realizada com cadinhos previamente pesados com
posterior adicdo de até 1g de amostra seca mantidos em mufla (Sppencer, Iperd, Brasil) a
550°C por 5 horas. As amostras foram mantidas em dessecador para chegarem a
temperatura ambiente seguido de pesagem em balanca analitica (Lutz, 1985). A analise

foi realizada em triplicata.

2.4.5 Andlise de lipidios

A analise de lipidios foi realizada em aparelho extrator soxhlet. O baldo soxhlet
foi seco a 105°C, pesado em balanca analitica e acoplado ao extrator com éter de petréleo.
Foi adicionado 3 gramas de amostras em papel de filtro dobrado e posteriormente
colocado no extrator. A aparelho foi resfriado com banho maria a 20°C para condensacgéo
e 0 baldo foi aquecido com manta térmica. As amostras ficaram por 10 horas em lavagens
com éter. O baldo foi seco a 105° C mantido em dessecador e pesado em balanca analitica.
O peso do balédo vazio subtraido ao baldo com lipidios levou a quantidade de lipidios pela

quantidade de amostra inicial. A analise foi realizada em triplicata (AOAC, 1990).
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2.4.6 Anélise de fibras
A andlise de fibras brutas, FDA e FDN foi realizada de acordo com AOAC (1990).

2.4.7 Quantificacdo de carboidratos
O teor de carboidratos foi calculado pelo método da diferenga, subtraindo-se de

cem os valores de umidade, cinzas, proteinas e lipidios.

2.5 Analises enzimaticas.

2.5.1 Atividade celulolitica

A atividade de celulase total foi realizada de acordo com a metodologia de Ghose
(1987). Papel filtro Whatman n°1 cortado em tiras de 1x6 cm foi utilizado como substrato
para celulase em 1,5 mL de tampéo citrato 0,05 mol (pH 4,8). A reacdo enzimatica foi
realizada em banho maria a 50°C por 1 hora (MA-093, Marconi, Piracicaba, Brasil) com
0,5 mL de solucéo de enzimatica. Apds incubacéo, foi adicionado 3,0 mL de DNS (Miller,
1959) e levado ao banho de ebulicdo por 5 min seguido de banho de gelo. As amostras
foram agitadas em vortex e lidas em espectrofotobmetro a 540 nm. Uma unidade de
atividade enzimatica serad definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar
1 umol de agtcar redutor, por minuto, nas condigdes de ensaio, utilizando curva padrao

de glicose.

2.5.2 Atividade xilanolitica
A atividade de xilanase foi realizada conforme descrito por Bailey et al., (1992).

Foi adicionado 0,9 mL do substrato xilana Birchwood 0,5% (Sigma Aldrich) em tampao
acetato pH 5,0 em conjunto de 0,1 mL de enzimas. A solucdo foi mantida em banho maria
a 50°C por 10 min com posterior adicdo de 0,5 mL de DNS (Miller, 1959) e banho de
ebulicdio por 5 min. As amostras foram diluidas e posteriormente lidas em
espectrofotdbmetro a 540 nm. Uma unidade de atividade enzimatica é definida como a
quantidade de enzimas necessérias para liberar 1 pumol de agtcar redutor, por minuto, nas

condicdes de ensaio, utilizando curva padréao de xilose.
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3. Resultados e Discussoes

3.1 Caracterizacdo quimica do bagaco de mandioca

A composi¢do quimica do bagaco estd apresentada na Tabela 1, assim como a
composicdo encontrada na literatura. Os teores de cinzas e proteinas do bagaco in natura
foram semelhantes, e foi possivel observar uma pequena variagdo quanto ao teor de
umidade e lipidios ao comparar com os trés autores apresentados. Contudo, a variagao
observada para amido e fibras é significativamente maior. Jasko et al., (2011) obtiveram
valores similares de fibras 18,8%, comparado ao atual trabalho 21,69%. A concentracao
de amido nesta pesquisa (51%) foi inferior ao encontrado por Leonel e Cereda, (2000)
(83,03%). Jasko et al., (2011) obtiveram os valores de carboidratos totais sem considerar
os carboidratos estruturais (fibras), alcancando 72,5%, valor superior ao encontrado no
estudo atual de 66,95%. Fiorda et al., (2013) obtiveram 84,85% de amido, similar ao
encontrado neste trabalho 88,64%. Estes mesmos autores, encontraram valores elevados
de fibras no material analisado 60,35%. Os autores tambem analisaram a concentragéo de
Fibra em Detergente Acido (FDA) e Fibra em Detergente Neutro (FDN), porém ambos

divergiram dos valores encontrados no presente trabalho.

Tabela 1. Composicdo quimica do bagaco de mandioca in natura do trabalho atual

comparado a literatura.

% ATUAL Jas‘;gle; al. Leo”e'zgogereda’ Fiorda et al., 2013
Umidade 6,52+1,82 4.8%0,2 ; 9,02+0,07
Cinzas 1,93+0,26 2.140,0 1,3140,01 1,8140,17
Fibrabruta  21,69+1,65 18,8+0,0 11,79+0,35 60,35+2,54
Proteina 2.4+0,05 1,740,0 1,59+0,06 1,97+0,03
Amido 51,05+5,03 - 83,03+0,35 ;

Lipidios 0,51+0,014 0,11+0,0 0,47+0,04 235+0,03

Carboidratos 88,64* 72,5 - 84,85+0,26*

FDN 47,91+3,4 - ; 56,84 a + 2,78

FDA 34,34+2,3 - ; 3,51 a+0,51

Carboidratos*: O teor de carboidratos estd considerando os carboidratos estruturais,
fibras.
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3.2 Gelatinizacéo do bagaco de mandioca

Devido a capacidade de turgéncia do material a gelatinizacdo foi realizada a 80°C,
assim como observado por Nunes et al., (2009) que analisaram o potencial de inchamento
e solubilizacdo de trés variedades da fécula de mandioca e observaram respostas
significativas em 60°C até 80°C.

As amostras foram retiradas até 68 horas devido a estabilizacdo da extracdo de amido,
e 0 tempo 58 horas foi escolhido para as analises subsequentes. A Figura 2 apresenta a
cinética de gelatinizacdo do amido com &gua e bagago de mandioca (6%) a 80°C.

Figura 3. Cinética de gelatinizacdo do bagaco de mandioca (80°C) para extracdo de
amido.
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Leonel e Cereda (2000) também concluiram que a agua pura foi um bom veiculo
de extracdo do amido da fécula retida no bagaco onde os autores estudaram diferentes
condicdes: dgua, NaOH 0,2% (m/v), alcool 10% (v/v) e Tween 80 a 0,002% (v/v). Neste
estudo ndo houve diferenca significativa no uso das soluc¢des auxiliares comparando-se a
utilizacdo da dgua. Uma nova extracdo com agua levaria a 20% de amido extraido.

A extracdo feita em 58 horas correspondeu a um rendimento de 42,4% de amido
removido, 72,4% de eficiéncia e 77% de pureza, considerando a presenca de 51% de
amido no bagaco inicial, superior ao obtido por Leonel e Cereda (2000), 20% de extracao.

A gelatinizagdo do amido resultou em duas fragdes: Fracdo Amilédcea e Fracdo
Fibrosa 1, além de perdas. O grau de pureza das Fragdes Fibrosa 1 e Fracdo Amilécea

influenciam diretamente nas possibilidades de aplicagéo deste subproduto.
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O rendimento da Fragéo Fibrosa 1 foi de 46% com 84,05% de eficiéncia de fibras
e concentracdo de 35,1%. Na Fracdo Amilacea obteve-se 42,4% de rendimento, 72,4 de
eficiéncia de amido e concentracdo de 77% de amido. Os processos de gelatinizacéo e
filtracdo resultaram em 11,7% de perdas. A extracdo dessas fragdes em massa quase se
equivale, correspondendo a 459,8 kg para a Fracdo Fibrosa 1 e 423kg para a Fragéo
Amilécea por tonelada de bagaco de mandioca (BM) seco. O bagaco pds gelatinizacdo
(Fracédo Fibrosa 1 e Fracdo Amilacea) fornece fragdes mais puras em relacdo ao teor de
amido e fibras, o que abrange as possibilidades de aplicacdes relacionadas ao bagaco.

Os resultados obtidos durante a gelatinizagdo assim como as respectivas fragoes
estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Rendimento, eficiéncia e pureza (concentracdo) das fracdes obtidas apds
gelatinizacgéo e filtracdo do bagaco de mandioca.

ParametrEJ S BM Fracdo Fibrosa 1 Fracdo Amilacea Perdas BM sem
de extracéo perdas
doamido M3 o4 massa % massa % Massa (g) % Massa(g) %
(9 (m/m) (m/m)
Rendimento  ,o 150 22074 46 20349 424 56 11,7 424 883
das fracGes
Eficiéncia de - - 7,73 ¢ 84,05 15,66 g 72,4 - - - -
extracdo (fibra) (fibra) (amido)
Pureza i i 351 i v i i i _
(fibras) (amido)
Producéo
por tonelada 459,8 kg 423,7kg
de BM seco

Obs. BM- Baga¢o de mandioca. A dificuldade de extracdo de todo o contetido do frasco da gelatinizagéo
foi definido como perdas. Teor de fibras do BM é 21,69% portanto 9,197 g de fibra em 48-5,6 (perdas) g
de massa total, teor de amido é de 51,05% portanto em 48-5,6 g (perdas) o teor de amido total é de 21,64

gramas.

O desenvolvimento de novas tecnologias para a utilizacdo de bagaco de mandioca
foi estudado para criacdo de novos produtos. De acordo com Dias e Leonel, (2006) a
composicdo quimica de farinhas de mandioca de diferentes regifes, quanto ao teor de
amido e de fibras varia de 81,9% a 92% e de 0,57% a 2,75%, respectivamente. Matsui et
al., (2015) pesquisaram matérias primas que associadas ao baga¢o de mandioca

fornecessem o desenvolvimento de bandejas resistentes, eles observaram que adicionar
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10% de polpa Kraft favorece o desenvolvimento de uma bandeja com caracteristicas
adequadas. Considerando a maior pureza da Fracdo Fibrosa 1, a bandeja pode ter maior
durabilidade e resisténcia comparada a utilizacdo do bagaco in natura. Outras aplica¢des
estdo relacionadas ao desenvolvimento de racdes para melhorar a digestibilidade animal
e com isso aumentar o ganho de peso. Amorin et al., (2015) ao analisar o efeito da adi¢éo
de 0, 10, 20 e 30% de bagago de mandioca na racdo de frangos, observaram alteracfes
quimicas na carne, recomendando-se a adi¢do de 20% de bagaco de mandioca na racao
de acordo com as caracteristicas quimicas. Amorin et al. (2015) ndo observaram efeitos
negativos em relacdo as caracteristicas fisicas da carne.

A Tabela 3 apresenta a caracterizacdo quimica das fragBes obtidas durante o
processo de gelatinizagdo. E possivel observar um aumento no teor de proteinas ao
comparar com 0 bagaco in natura (2,4%) e Fracdo Amilacea (2,46%) com a Fracédo
Fibrosa 1 (3,65%). A concentragdo de fibras nos materiais também variou bastante,
passando de 21% de fibras no bagaco in natura e 16,7% na Fracdo Amilacea para 35% de
fibras na Fracdo Fibrosa 1. Houve pequena varia¢éo no teor de cinzas entre os materiais.
O teor de lipidios manteve-se proximo de 0,50%. O teor de amido aumentou pos-
gelatinizacdo e separacdo da Fracdo Amilacea de 51% para 77%, tornando o residuo mais
puro. A Fracdo Fibrosa 1 apresentou baixo teor de amido (19,7%) comparado ao bagaco

in natura e Fracdo Amilacea.

Tabela 3. Composicdo quimica do bagaco de mandioca ap6s gelatinizacdo - Bagaco in
natura, FracGes Amilacea, Fracdo Fibrosa 1 e da Fracdo Fibrosa obtida por de Leonel e
Cereda (2000).

Fracado Fracado Fracdo Fibrosa obtida
Composicdo (%) BMinnatura Amiladceaap6s Fibrosalapds  por Leonel e Cereda
gelatinizacéo gelatinizacdo (2000)
Umidade 6,52+1,82 0,50 £ 0,79 10,40+ 2,79 2,26x0,79
Cinzas 1,93+0,26 2,32+041 3,34 £ 0,15 0,57+28,8
Lipideos 0,51+0,014 0,54 + 0,04 0,49 £ 0,18 0,45+13,59
Proteina 2,4+0,05 2,46+ 0,1 3,65+0,78 1,3148,50
Fibra Bruta 21,69+1,65 16,7+ 2,64 35,14 +3,12 13,2+0,48
Amido 51,05#5,03 77,39+3,05 19,7528 82,215,16
Carboidratos 66,95 77,48 46,98 -

Obs. A Fracdo Amilacea e Fracdo Fibrosa 1 estdo expressas em base seca, a umidade
original foi de 89,66% e 86,64 respectivamente. A caracterizacdo de Leonel e Cereda
(2000) esta relacionada ao residuo fibroso obtido pos-tratamento do bagagco de mandioca
diluido em &gua, sem gelatinizacdo do amido (célculos em base seca). Carboidratos*: O
teor de carboidratos ndo esta considerando os carboidratos estruturais, fibras.
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De acordo com Leonel e Cereda (2000) que realizaram uma extracdo do amido do
bagaco de mandioca utilizando agua, NaOH, alcool e Tween 80, estes pesquisadores
observaram que a melhor extracdo foi com dgua e NaOH. Contudo, as amostras foram
submetidas a 5 minutos de trituracdo em liquidificador industrial, misturados em cada
solucgéo especifica estudada, com posterior filtracdo em peneiras de 60 mesh. Nao foi
mencionado a quantidade de liquido utilizado para diluir 0 bagago de mandioca antes da
filtracdo, nem processos de gelatinizagcdes. O teor de amido para a Fracdo Fibrosa de
Leonel e Cereda (82,2%) foi muito superior ao encontrado no atual estudo (19,75%),
indicando baixa eficiéncia de extragdo de amido da Fragéo Fibrosa, provavelmente pela

falta do processo de gelatinizacao.

3.3 Estudo da hidrolise enzimatica do bagago de mandioca gelatinizado

Ap0s a caracterizacdo bromatologica do material e o estudo da gelatinizagao
foram realizados testes preliminares com enzimas celuloliticas para investigar o poder de
atuacdo sobre o bagaco de mandioca integral gelatinizado (80°C por 20 minutos). A ideia
aqui era avaliar se com uma etapa adicional a gelatinizacao, utilizando-se uma hidrolise
com enzimas fibroliticas, poderiam ser obtidos maiores extracGes de amido. Os testes

iniciais estdo apresentados na Figura 3.

Figura 4. Hidrdlise enzimatica do bagaco de mandioca com celulases comerciais Cellic
CTec2 e BIOENJ19 para extracdo de amido realizadas em concentracdes de atividade
enzimatica diferentes: 15 e 7,5 FPU/g de substrato seco e tempos diferentes 2 e 12 horas
de hidrolise em 50°C.

25.000 1
19. 669 19.792

20.000
< 14 321
3:— 15.000 -
T
€ 10.000 - 8.297
< 4526 4.526 . 4567

5.000 —

.000 —

2h (7.5 FPU) 2h (15 FPU) 12h (7.5 FPU) 12h (15 FPU
Amostras
M Cellic BIOENJ19



84

Os ensaios indicaram o potencial da enzima Cellic CTec2 e do extrato BIOENJ19
em extrair amido em concentragdes similares. O tempo 12 horas se mostrou mais eficiente
para extracdo de amido e também demonstrou o potencial da enzima BIOENJ19 ao
alcancar a extracdo obtida pela Cellic CTec2 (Figura 3). Os testes preliminares foram
realizados com dilui¢do superior aos testes subsequentes (2,12 % m/v), o que possibilita
maior mobilidade das enzimas celuloliticas explicando assim a maior extracdo de amido
comparado as analises subsequentes. O controle ndo foi feito no teste preliminar.

Os testes de Arantes e Saddler, (2011) com residuos lignoceluldsicos pré-
tratados, destacam a importancia do alcance das enzimas as cadeias de celulose dentro da
matriz do substrato a ser hidrolisado, ressaltando a importancia de pré-tratamentos como:
tratamentos alcalinos, acidos, granulometria, entre outros (Kim et al., 2016; Loow et al.,
2016). A atuagéo limitada das enzimas sobre o material pode ser reduzida com um teor
maior de liquido para melhor circulagdo enzimaética, porém deve ser comparada ao
rendimento obtido durante o processo, pois trabalhar com concentracfes de substrato
abaixo de 10% pode n&o ser economicamente viavel (John et al., 2007).

A Figura 4 apresenta os resultados encontrados para a extracdo de amido pela

quantidade de enzima Cellic CTec?2 utilizada de 0 a 36 horas.

Figura 5. Hidrolise enzimatica do bagaco de mandioca (6%) com celulases comerciais
Cellic CTec2 para extracdo de amido realizadas até 36 horas em 50°C com 5 e 12 FPU/g

seca de amostra.
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Além dos pré-tratamentos outras variaveis sdo importantes para uma hidrdlise
enzimatica eficiente como: temperatura, tempo, tipo de material a ser hidrolisado,
guantidade de enzima utilizada, pH, entre outros pontos. Arantes e Saddler (2011)

constataram um efeito linear do tempo de hidrdlise e liberacdo dos produtos da hidrolise
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para 0s substratos pré-tratados, assim como observado no ensaio preliminar. Li et al.,
(2014) estudaram a agdo de um conjunto de enzimas celulase, xilanase e pectinase em
variadas propor¢des sobre o bagaco de cana com diferentes pré-tratamentos. Eles
constataram uma relagdo positiva quanto ao sinergismo de celulase e xilanase,
melhorando o rendimento na producao de glicose. O mesmo foi observado por Gongalves
et al., (2015) que ao utilizarem as duas enzimas aumentaram duas vezes mais a
concentracdo de acucares redutores liberados. Os resultados encontrados por Li et al.,
(2014) e Gongalves et al., (2015) demonstram o potencial do complexo BIOENJ19
comparado a um extrato puro em celulases ¢ B-glicosidases na hidrolise do bagaco de
mandioca.

Foi observada pouca variagdo na extracdo de amido das amostras com enzima
Cellic CTec2 comparado ao controle sem enzimas, apenas gelatinizagdo (Branco). De
acordo com o encontrado, aumentar a quantidade de enzima ndo se mostrou eficaz na
extragdo de amido, especialmente em 36 horas de hidrdlise. Tal fato demonstra a
capacidade da gelatinizagdo observada pelo controle (Branco). Se considerarmos um
tempo menor de hidrélise (24 horas) ha uma vantagem para o uso da gelatinizacéo
associada a hidrolise enzimatica, de 10,7% para 12,5% de amido extraido (com uso de 12
FPU/g de substrato), porém a diferenca parece ndo justificar o emprego de enzima neste
caso. Arantes e Saddler (2011) concluiram que aumentar o tempo de hidrdlise de 24,48
até 72 horas nao resulta em rendimentos de hidrolise estatisticamente mais elevados para
0s substratos testados, desta forma 24 horas de hidrolise alcangam resultados satisfatorios.
No atual trabalho talvez a aposta apenas na gelatinizacdo focando melhor na cinética de
liberacdo do amido pode ser mais viavel economicamente devido a simplicidade do
processo, ainda que com um tempo mais prolongado de gelatinizagdo ou um tempo menor
de gelatinizacdo que reduza o rendimento de extracdo do amido mas aumente a
produtividade do processo.

De acordo com a caracterizacdo realizada (Tabela 1), o bagaco de mandioca
apresenta concentracOes relevantes de fibras, que por sua vez sdo compostas em sua
maioria por celulose, hemicelulose e lignina. Para concentrac@es de bagaco de mandioca
Saito et al., (2006) encontraram 16,7%, 4,53% e 8,7% de celulose, hemicelulose e lignina
respectivamente. No presente trabalho ndo foi feita a caracterizacdo completa, mas
considerando-se os valores de FDA e FDN obtidos (Tabela 1), pode-se estimar um teor

de 13,5% de hemicelulose, valor superior ao encontrado por Saito et al., (2006).
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A hidrdlise enziméatica também foi realizada com enzimas xilanoliticas Celluclast
da Novozymes com intuito de degradar hemicelulose do bagagco de mandioca. As
amostras ndo apresentaram diferenca significativa entre si, além de demonstrar menor
capacidade de extracdo, 8 a 10% comparado a utilizacdo de enzima celulolitica que
alcangou de 12 a 13% de amido extraido (Figura 4). A Figura 5 apresenta a porcentagem
de amido obtida com a utilizacdo de diferentes concentragdes de xilanases. Porém ficou
evidente que os dois tipos de enzimas ndo favorecem a extracao de amido aderido a fibra
do bagaco de mandioca, ressaltando-se que apenas com a gelatinizacdo (Branco)
alcancou-se resultados similares, sendo a maior parte da extracdo feita via gelatinizacao,

técnica mais econdmica pois ndo envolve insumos caros como enzimas.

Figura 6. Hidrdlise enzimatica do bagaco de mandioca com xilanases comerciais
Celluclast da Novozymes para extracdo de amido realizadas até 24 horas a 50°C com 15,
30 e 60 U/g seca de amostra seca.
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3.3.1 Hidrolise enzimatica da Fracao fibrosa 1

A Fracdo fibrosa 1 foi submetida a hidrélise enzimatica comparativa com a celulase
Cellic CTec2 e o extrato BIOENJ19 com objetivo de extrair maior quantia de amido do
bagaco de mandioca. Em ambos foi utilizada uma dosagem de 5 FPU/g de substrato seco
e 6% (m/v) da Fracdo Fibrosa 1 como substrato, a hidrdlise foi realizada a 50°C, pH 4,0
em 24 horas. Apds filtracdo do hidrolisado, a parte solida foi denominada Fracdo Fibrosa
1-1 e a parte liquida consistiu em uma solucdo contendo amido e agucares redutores

sollveis, predominantemente glicose conforme analise em HPLC para Celic CTec2 e uma
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mistura com maiores quantidades de glicose e xilose para o extrato BIOENJ19 (Tabela
4).

O extrato BIOENJ19 produzido por meio do cultivo com o fungo celulolitico T.
reesei, apresenta maiores concentracdes de celulases e xilanases, 0 que explica a maior
concentracdo de xilose na hidrolise comparado ao hidrolisado com Cellic CTec2, que

representa um concentrado mais puro de celulases.

Tabela 4. Proporcdo e tipos dos acUcares redutores encontrados ap6s a hidrélise
enzimatica da Fracdo Fibrosa 1 com o extrato BIOENJI19 e Cellic CTec2.

Extrato BIOENJ19 (%) Cellic CTec2 (%)

Glicose 64,66 77,04
Xilose 35,17 20,06
Arabnose 0,17 2,90

A Tabela 5 apresenta a concentracdo de amido e agucares redutores (contidos na
fracdo liquida) e a concentracdo de Fracéo Fibrosa 1 residual (porc¢éo insoltvel retida na
filtracdo) baseado no volume total da hidrélise. Assim foram obtidas as concentracdes de
0,165% (m/v) e 0,415% (m/v) de amido liberado respectivamente para BIOENJ19 e
Cellic CTec. Também foram obtidos 1,51% (m/v) e 1,27% de acUcares redutores (fragdo
liquida) e 2,25% (m/v) e 1,47% (m/v) de Fracdo Fibrosa 1 respectivamente para as
hidrolises com o extrato BIOENJ19 e Cellic CTec.

Tabela 56. Concentracdo (m/v) de amido e acucar redutor liberado durante a hidrolise

enzimatica e Fracdo Fibrosa 1 utilizando o extrato BIOENJ19 e Cellic CTec2.

Concentracgéo
BIOENJ19 (m/v) Cellic CTec2 (m/v)
Amido 0,165% 0,415%
Acucar redutor 1,51% 1,27%
Fracdo Fibrosa 1 2,25% 1,47%

A Tabela 6 apresenta o balanco de massa da hidrolise enzimatica da Fracao
Fibrosa 1 em duas novas fracdes, uma insolivel (Fracdo Fibrosa 1-1) contendo mais
fibras, amido e proteinas, e a outra, fracdo liquida, contendo amido e agUcares redutores.

Em relagdo as fragdes solidas, foi obtido 469 de Fracdo Fibrosa 1 para cada 100 g de
bagaco de mandioca a partir da gelatinizacdo do bagaco inicial. A Fragédo Fibrosa 1-1

obtida da hidrolise da Fragdo Fibrosa 1, correspondeu a 10,04g e 17,25g pra 100g de
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bagaco de mandioca para a hidrdlise com Cellic CTec2 e com o extrato BIOENJ19,
alcangando um rendimento de 21,8% e 37,5% para a Cellic CTec2 e BIOENJI19.

A fracdo liquida da hidrdlise apresentou um rendimento em massa de 78,2% (m/m) e
62,5% (m/m) respectivamente, para a enzima Celic CTec2 e extrato BIOENJ19, ambos
com 5 FPU/g de substrato seco ou 6% (m/v) da Fracdo Fibrosa 1. A fracdo liquida
apresentou também uma significativa presenca de aclcares redutores que
corresponderam, respectivamente, a uma concentragéo de 9,05% (m/m) e 13,4% (m/m)
para Cellic e BIOENJ19, além de também apresentar uma porcdo de amido sollvel
correspondente a 2,95% (m/m) para a enzima Cellic CTec2 e apenas 1,47% (m/m) para a

hidrdlise com o extrato BIEONJ19

Tabela 67. Balanco de massa da hidrolise da Fracdo Fibrosa 1 com as enzimas Celic
Ctec? e extrato BIOENJ19 a 50°C, pH 4 e 24 horas, com 5 FPU/g de substrato.

Balango de massa da Hidrdlise Enzimética

FracOes Rendimento Eficiénciade  Concentragdo
Percentual  Percentual das fracs hidrélise d % m/
(base seca)  (base seca) as fracoes idrélise da (% m/m)
(base seca) (% m/m)  FF1 (% m/m) (base seca)
Celic L S -
CTec? BIOENJ19 Cel Bienj Cel Bioenj Cel Bioenj
46 g/ 469/
FF1 351 351
100gBM 100 g BM (fibra)
19,7 19,7
(amido)
FF1-1 10,03 g/ 17,259/ 21,8 37,5 76,5 55,2 37,9 416
100gBM 100 g BM (fibra)
(desfibrou da 39,8 36,61
fibra original (amido)
de FF1)
Fracdo 35,97 g/ 28,75 g/ 789 625 ?ei"i(():iénclig’g 295 1,47
Liquida 100gBM 100 g BM ' ' « (amido)
extracao
amido)
- - 9,05 134
(AR)
Total 120 149

AR+Amido
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FF1: Fracdo Fibrosa 1. FF1-1: Fracdo Fibrosa 1-1. Cel: Cellic CTec2. Bioenj:
BIOENJ19. AR: Agucar redutor.

A caracterizacdo quimica das duas fracOes, Fracdo Fibrosa 1 e Fracdo Fibrosa 1-1
(Tabela 7) indicaram que houve ganho de proteinas na fracdo insollvel, passando de
3,65% para 7,56%. A concentracdo de fibras passou de 35% da Fragdo Fibrosa 1 para
41% na Fracdo Fibrosa 1-1, enriquecendo assim estéd fracdo fibrosa. O amido também
ficou preso a fibra residual, portanto também aumentando sua proporcdo em massa. O

teor de cinzas apresentou pouca varia¢do, assim como a concentracdo de lipidios (0,5%).

Tabela 78. caracterizacdo quimica de bagaco de mandioca hidrolisado com a Fracao

Fibrosa 1 e Fracéo Fibrosa 1-1

X Fragdo Fibrosa 1 apos Fragdo Fibrosa 1-1 apos
Composigao (%) gelati%izagéo e separggéo hidr%lise com BIOENF\)]19
Umidade 10,40 2,79 6,26 £ 1,23
Cinzas 3,34 £0,15 4,32 £0,34
Lipideos 0,49+£0,18 0,58 £0,2
Proteina 3,65+0,78 7,56 0,54
Fibra Bruta 35,14 + 3,12 41,6 £1,66
Amido 19,75+ 2,8 36,61 +£1,42
Carboidratos* 46,98 39,68

Carboidratos*: O teor de carboidratos ndo esta considerando os carboidratos estruturais,
fibras.

3.4 Cultivo de leveduras fibroliticas com a utilizacdo dos produtos da hidrolise
enzimatica da Fracao Fibrosa 1.

As leveduras probioticas sdo utilizadas em racGes para diferentes animais
contribuindo para uma melhor digestibilidade dos alimentos, competindo com patdgenos,
alterando pH, modulando respostas imunoldgicas, entre outros beneficios que acabam por
favorecer o desenvolvimento de uma microbiota mais saudavel (Brito et al., 2014). O
incremento de leveduras probidticas em residuos valoriza o material e propicia o
desenvolvimento de um co-produto nutritivo com adicional efeito probiédtico, agregando
valor assim ao comércio de residuos.

Assim o intuito deste trabalho foi avaliar o residuo solido das fecularias de
mandioca, aqui denominado bagaco de mandioca, apds alguns tratamentos para extracéo
do amido. Tal produto ainda ndo existe, sendo hoje o bagaco de mandioca comercializado

a pre¢cos muito baixos para a racdo animal. Para avaliar o potencial de crescimento destas
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leveduras utilizou-se as duas fracBes (FF1-1 e fracdo liquida) obtidas da hidrélise da
Fracdo Fibrosa 1 como fonte de carbono e energia para a formulagcdo do meio de cultivo
das leveduras probidticas, lembrando que a maior parte do amido ja foi previamente
extraida do bagaco de mandioca.

Para tanto foi utilizado os produtos da hidrélise via extrato BIOENJ19, aquele que
produziu maior quantia de acUcares redutores. Os cultivos realizados pelo processo de
batelada alimentada com as leveduras Rhodotorula mucilaginosa e Wickerhamomyces
onychis apresentaram bons resultados quanto ao desenvolvimento das duas leveduras
probidticas, atingindo crescimentos semelhantes de 4,97*10% células/mL para
Rhodotorula mucilaginosa e 4,8*108 células/mL para a Wickerhamomyces onychis em 5
dias de cultivo a 28°C e 180 rpm, em incubadora orbital com controle de temperatura. A
Tabela 8 apresenta os resultados obtidos ap6s o cultivo quanto a concentracdo de

biomassa, rendimento em biomassa e proteina obtida.

Tabela 89. Caracteristicas do cultivo quanto ao teor de proteinas, rendimento de biomassa
de leveduras, rendimento de bagaco de mandioca ndo hidrolisado e agucares redutores no

material fermentado com Rhodotorula mucilaginosa e Wickerhamomyces onychis.

Rhodotorula mucilaginosa Wickerhamomyces onychis

g
Parametros do Cultivo % % biomassa/ % 9
. biomassa/g
nutrien  bagaco g das %  bagaco
; - das fontes
tes residual fontes residual
de Carbono
Carbono.
Rendimento Yx/so de
conversao dfas fontes i i 0,140 i i 0,122
carbono em Biomassa de
Leveduras
Porcentagem BM ndo - 69 - - 66 -
hidrolisado no processo
Proteina dNa Fibra apds 10,87 ) ) 11.98 ) -
Fermentacdo
Proteina na biomassa de 34,66 ) ) 33.33 ) )
Leveduras

BM: Bagaco de mandioca  Calculo do Yx/so foi baseado na mistura da oferta de fonte de carbono AR
(1,51%), amido (0,165%), FF1-1 (10%) e AMM (0,16% AR). as 32,07 gramas equivalem aos 22,07 g da
F.Fribrosa 1 que corresponde a 22,07/42 gramas x 100 = 52,54% do bagaco de mandioca sem considerar
as perdas. AMM: &gua de maceracao de milho.
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Os probidticos sdo considerados pelo FDA (Food and Drug Administration) como
seguros facilitando a insercdo do mesmo no mercado. Os probidticos podem ajudar na
manutenc¢do do pH ruminal, competindo com bactérias patogénicas e se multiplicando no
rumen. De acordo com Huaynate et al., (2006) adicionar 200 e 300 ppm de probidticos
(Bacsol-vt®) reduz a incidéncia de diarreias em suinos com 22 a 44 dias de idade, uma
das principais causas de morte de animais jovens. Ele também observou maior consumo
de racdo suplementada com probidticos pelos animais com idade de 22 a 68 dias. A
utilizacéo de probidticos favorece a redugdo do uso de antibidticos, reduzindo os riscos
de gerar microrganismos resistentes (Marino e Medeiros, 2015).

O teor de proteinas da biomassa de leveduras obtidas pelo cultivo em batelada
alimentada e da fibra residual pés cultivo correspondeu a uma média de 33,9% e 11,42%,
respectivamente. As duas leveduras apresentaram resultados similares quanto ao teor de
proteinas. Considerando que a concentracdo de proteina indicada para satisfazer a dieta
dos ruminantes é em torno de 7% ou mais, o fermentado com leveduras obtido em apenas
cinco dias se mostra atraente (NRC, 2001; Guimaraes, 2018; Moraes et al., 2010). O
excesso de proteinas ndo é recomendado, pois resulta na producdo de amonia que €
convertida em ureia e eliminada pela urina. A ureia aparece no sangue e no leite dos
animais estando relacionada a reducéo da fertilidade (Elrod e Butler, 1993). O rendimento
da conversédo das fontes de carbono em biomassa de levedura é de 0,140g e de 0,122g,
assim como o bagaco residual que € de 69% e 66% respectivamente para R. mucilaginosa
e W. onychis.

A Tabela 9 apresenta os resultados obtidos quanto ao teor de fibras: Fibra bruta,
FDA e FDN dos materiais durante o processo, além de comparar com dois autores da

literatura.

Tabela 910. Teor de FDA, FDN e Fibra Bruta dos materiais obtidos no atual estudo.

. Fracao ~ ~ Fibra Dourado Saito

BMin 14 Fracao Fracéo .
natura Amilacea Fibrosal Fibrosal-1 P> etal, etal,
1 FE 2017 2006

FDA 34,3415 25,69+2,1 40,11+1,3 57,10+2,3 61,97 38,20 38,26
FDN 47,91+18 64,96+1,9 61,31+14 68,37+2,7 79,02 63,50 33,73
FB 21,69+1,65 13,45+1,95 35,14+2,12 41,60+2.4 35,14 26,00 -

GE: Gelatinizagdo; FB: Fibra Bruta; FDA: Fibra Detergente &cido; FDN: Fibra detergente Neutro; FE:
fermentagdo enzimatica;
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Os métodos da Tabela 9 apresentam determinadas limitacfes: A fibra em
detergente neutro (FDN) néo solubiliza parte da pectina, enquanto a Fibra em detergente
acido (FDA) solubiliza e a Fibra bruta (FB) apresenta contaminacao por polissacarideos
ndo celul6sicos (Jung, 1997). Apesar das limitacfes dos métodos, analisar a quantidade
de fibras assim como caracterizagdes quimicas ajuda a prever se o material sera bom para
a nutricdo animal (Alves et al., 2016).

O FDN esté relacionado aos carboidratos estruturais como celulose, hemicelulose
e pectinas, podendo interferir na dieta dos animais. Aumentar a quantidade de FDN na
dieta diminui a ingestdo de alimento (Kozloski et al. 2006), devido a presenga de FDN
indigestivel. Durante a degradag&o da fibra o FDN total e o FDN digestivel diminuem de
forma similar, 0 mesmo nao ocorre com o FDN indigestivel que se acumula no rimen
devido a lenta digestibilidade. O acumulo de FDN indigestivel pode se tornar um
problema em periodos em que o tamanho do rumen € limitado, como no inicio da lactagédo
(Junior, et al., 2007).

A taxa de carboidratos ndo estruturais (CNE) como amido, pectina e agucares
também esta diretamente relacionada a eficiéncia da digestibilidade das fibras. A presenca
de CNE pode favorecer a atuacdo de microrganismos amiloliticos sobre os celuloliticos e
influenciar na reducdo do pH ruminal, devido a maior producdo de acidos organicos
(Hoover, 1986; Marino e Medeiros, 2015).

Considerando a concentracao de FDN ao longo do processo (Tabela 9) temos um
aumento de 31,11% do bagaco inicial até o bagaco obtido pos fermentacao (Fibra residual
pos fermentacdo). De acordo com Silva et al., (2007) que analisou a eficiéncia da adi¢édo
de 5; 10; 15 e 20% de bagaco de mandioca junto a capim elefante na dieta de novilhos,
ha boa digestibilidade com a adicdo de 5% de bagaco. O mesmo autor também observou
que os teores de FDN (36,79 a 48,97%), ndo influenciaram o consumo de matéria seca
pelos animais, assim como o coeficiente de digestibilidade de FDA que néo diferiu entre
0s tratamentos.

Santos, (2018) estudou a influéncia da adicao de probioticos na suplementacgéo de
bovinos com idade média de 15 meses e peso vivo médio de 265,85 kg em regime
extensivo e pasto por 90 dias, com suplementacdo fornecida a vontade. Concluiu-se que
0s animais que receberam suplementacdo com ativo probidtico ganharam peso vivo
comparado aos que receberam suplementacdo sem ativo probidtico.

A fibra pés gelatinizagdo (Fragdo fibrosa 1) apresenta uma concentracao reduzida

de FDN, além de muito menos amido do que o bagacgo inicial. Considerando o
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bioprocesso para obter cada fragdo estudada, a Fragdo fibrosa 1 devido a menor
quantidade de processos para obtencdo de boas caracteristicas quimicas, se mostra um
material atraente. No entanto, se o objetivo € utilizar leveduras probioéticas, a etapa de
cultivo ainda € interessante devido ao bom desenvolvimento das leveduras no processo

utilizado.

4. Conclusao

A extracdo de amido do bagaco de mandioca realizada por meio da gelatinizacao
e filtracdo forneceu duas fracBes, a Fracdo Amiladcea com bons rendimentos e alta
concentracdo de amido e a Fracdo Fibrosa 1 com bons rendimentos, maior concentragdo
de fibras e menor quantidade de carboidratos totais comparado a Fracdo Amilacea e ao
bagaco in natura. A hidrolise enzimatica realizada por meio da aplicacdo das celulases
comerciais, do extrato BIOENJ19 e das xilanases comerciais ao bagaco in natura ndo
apresentaram melhores resultados de extragdo de amido quando comparado ao controle.
As hidrolises enzimaticas da Fragéo Fibrosa 1 utilizando o extrato BIOENJ19 e a celulase
comercial Cellic Ctec2 demonstraram maior liberagdo de agucares redutores com a
utilizacao do extrato BIOENJ19, ja para a Cellic Ctec2 foi observado maior teor de amido
liberado e menor teor da fibra residual denominada de Fracéo Fibrosa 1-1.0s produtos da
hidrolise enzimética (Fracdo liquida e Fracdo Fibrosa 1-1) foram utilizados para um
cultivo em batelada alimentada com as leveduras fibroliticas, Rhodotorula mucilaginosa
e Wickerhamomyces onychis. Por meio do cultivo foi produzido uma biomassa probiotica
obtendo-se uma conversdao do substrato inicial em biomassa (Yx/so) de 0,140 g/g (R.
mucilaginosa) e 0,122 g/g (W. oychis), contendo 34% e 33,3% de proteinas na biomassa,
respectivamente. A biomassa probidtica pode agregar valor a este residuo tendo em vista
o0s beneficios na atividade ruminal dos animais de criacdo, além de possiveis co-produtos

obtido pelas diferentes fracbes do bagaco de mandioca com suas caracteristicas proprias.
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5. Consideracdes finais

A pesquisa atual buscou estratégias para otimizar a producdo de enzimas
celuloliticas e xilanoliticas, além de estudar técnicas voltada para o desenvolvimento de
novos co-produtos para a industria de fécula de mandioca. O primeiro capitulo buscou
sintetizar informacdes relacionadas as varidveis que influenciam a producao enzimatica,
com enfoque para as enzimas celuloliticas e xilanoliticas demonstrando a relevancia de
se entender as necessidades do microrganismo selecionado para melhor aproveitar a
capacidade de biossintese do mesmo. O substrato selecionado, as caracteristicas quimicas
deste substrato, concentracdo de cada substrato e sal mineral, umidade, pH, temperatura,
tipo de sal mineral, fonte de nitrogénio, entre outros apresentam grande relevancia para a
producdo de biomoléculas de interesse pelo microrganismo. A expansao da utilizacdo de
enzimas na industria tornou muitos processos mais ecologicos. A aplicacdo na nutricao
animal permitiu melhorar a digestibilidade animal sendo um destagque neste setor, assim
como a utilizacdo de probioticos que agregam em nutrientes, aumentam a imunidade,
competem contra patogenos, diminuem diarreias, regulam o pH ruminal, além de
melhorar a digestibilidade e como consequéncia aumentar o ganho de peso. Outras
aplicacdes foram discutidas mais rapidamente como na industria téxtil, etanol 2G, entre
outros.

A utilizacdo da técnica de delineamento de mistura I-Optimal dos residuos
agroindustriais em cultivos submersos com Trichoderma reesei QM 9414,
complementada com uma mistura de nutrientes alcan¢ou 6timos resultados com 16,67%
de farelo de trigo, 16,67% de polpa citrica e 66,7% de dreche cervejeiro para a producéo
de endoglucanase, exoglucanase e 3- glicosidase. Para a producdo de celulase total (0,42
FPU/mL) e xilanase (39,60 U/mL) 100% de dreche cervejeiro se mostrou promissor,
assim como a utilizacédo de 33,3% de polpa citrica e 66,7% de dreche cervejeiro também
foram efetivas para a producéo de xilanase (40,2 U/mL). A producéo de celulase total foi
otimizada com uma combinacdo de: 0,1% de extrato de levedura, 0,11% de fosfato de
potassio dibasico, 0,0028% de zinco e 1% de sacarose em 12 dias de cultivo,
maximizando a producédo de celulases em 2,38 vezes mais (1,0 FPU/mL) comparado ao
cultivo inicial (0,42 FPU/mL). A utilizacdo de 0,01% de tween 80 com polpa citrica no

meio de cultivo mantém a mesma producéo de celulase total (0,40 FPU/mL) comparado



95

ao obtido no delineamento com dreche cervejeiro sem tween 80, porém reduziu o tempo
de cultivo de 15 para 9 dias.

O interesse das fecularias em reduzir perdas associadas ao amido aderido ao
bagaco de mandioca, aumentou o enfoque para o desenvolvimento de novas técnicas para
a extracdo de amido. O estudo buscou por meio da gelatinizagdo do bagaco de mandioca
e aplicagcbes enzimaticas de xilanases e celulases demonstrar o potencial para o
desenvolvimento de novos co-produtos para a industria de fécula de mandioca. Por meio
da gelatinizacdo e filtracdo foi obtida uma Fracdo Amilacea (rendimento de 42,4%,
eficiéncia de extracdo de amido de 72,4% e concentracdo de amido de 77%) e a Fragéo
Fibrosa 1 (rendimento de 46%, eficiéncia de recuperagdo da fibra de 84,5% e
concentracdo de fibra de 35,1 % com 3,65% de proteinas e 19% de amido). A aplicacdo
de enzimas celuloliticas e xilanoliticas ndo se mostraram eficientes para a extracdo de
amido (10% a 13%). A hidrolise enzimética da Fragéo Fibrosa 1 com o extrato celulolitico
produzido com T. reesei (BIOENJ19) apresentou 1,51% de acUcar redutor, 0,165% de
amido e 2,25% da fragéo solida residual, denominada de Fracdo Fibrosa 1-1. O cultivo
em batelada alimentada realizado com as leveduras fibroliticas, Rhodotorula
mucilaginosa e Wickerhamomyces onychis apresentou uma conversao do substrato inicial
em biomassa (Yx/so) de 0,140 g/g (R. mucilaginosa) e 0,122 g/g (W. oychis), contendo
34% e 33,3% de proteinas na biomassa, respectivamente. A producdo desta biomassa
probidtica pode agregar valor a este residuo tendo em vista que estas leveduras podem
melhorar a atividade ruminal dos animais de criacao.

A pesquisa demonstrou a importancia de estudos com sais minerais e outros
nutrientes, assim como a combinacdo de residuos agroindustriais para a producéo
enzimatica, além de obter étimos resultados e otimiza-los ao longo do estudo. A aplicacéo
das enzimas no bagaco de mandioca, permitiu entender a capacidade enzimatica para a
extracdo de amido e liberacdo de agUcares redutores o que tornou possivel dar énfase para
a técnica de gelatinizacdo que foi promissora para a extracdo de amido. O cultivo com
leveduras demonstrou boa conversdo de substrato em biomassa indicando um potencial

co-produto para a nutricdo animal.
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