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RESUMO

Mananases sdo enzimas que hidrolisam mananas, polissacarideos de reserva de parede
celulare das plantas. Apesar de serem menos estudadas do que outras enzimas, a demanda por
mananases esta crescendo devido as suas diversas aplicacdes industriais, sendo importantes
para processos eficientes e mais sustentaveis. Sementes de acai (Euterpe oleracea) e jucara
(Euterpe edulis), ricas em mananas, sao promissoras como fonte de carbono para a produgédo
de mananases. O Brasil, lider na producdo de acai, também esta incentivando a producéo da
polpa de jucara, anteriormente ameacada de extincao, agregando valor ambiental, econémico e
social. Assim, o cerne do projeto foi a producdo de mananases pelos fungos filamentosos
Aspergillus niger 205 e 1234 em meio de cultivo submerso, utilizando, individualmente, as
sementes de jucara e acai como fontes de carbono indutoras da producédo de mananases. Como
essas sementes possuem, além dos carboidratos, outros compostos em sua composi¢cdo, como
diferentes concentracfes de compostos fendlicos, a influéncia desses no crescimento do fungo
e no processo de producdo de mananases também foi avaliada. Os melhores resultados obtidos
em termos de atividade enzimatica de mananases utilizando sementes de acai e jucara in natura
para o A. niger 1234 foram de 6,85 e 20,15 UI/mL, respectivamente, e para o A. niger 205, as
atividades enzimaticas obtidas foram de 3,65 e 4,05 Ul/mL, respectivamente. Portanto, neste
estudo, o A. niger 1234 foi considerado, um melhor produtor de mananases utilizando as
sementes de acai e jucara. Também foi realizada a extracdo de compostos fendlicos das
sementes com etanol 65% e acetona 70%, seguida da avaliacdo da producéo enzimatica a partir
de A. niger 1234. Os resultados mostraram que a presenca de compostos fenolicos nas sementes
de jucara ndo afeta significativamente a producdo de mananases, com uma atividade de 22,14
+0,01e19,99 + 1,82 Ul/mL no 7° dia de producdo, para a semente in natura e apos a extracao,
respectivamente. No caso das sementes de acai, as procianidinas, que sdo compostos fendlicos,
afetaram negativamente a producgéo de enzimas, resultando em atividades de 6,34 + 0,25 e 17,77
+ 1,31 Ul/mL, para as sementes in natura e apds a extracao, respectivamente, no 7° dia de
producéo. Os resultados obtidos neste estudo, somado a literatura sugerem que as procianidinas
presentes nas sementes de agai causam alteragdes na producdo de mananases. Dessa forma, as
procianidinas afetam significativamente o metabolismo e a sobrevivéncia de microrganismos,

modulando respostas ao estresse.

Palavras-chave: residuos agroindustriais, semente de jucara, semente de agai, mananases,

Aspergillus niger.



ABSTRACT

Mananases are enzymes that break down mannans, which are polysaccharides used for
storing energy in plants cell wall. Although they are less studied compared to other enzymes,
the need for mananases is growing because they have many industrial uses and can help make
processes more efficient and sustainable. Acai (Euterpe oleracea) and jucara (Euterpe edulis)
seeds, which are rich in mannans, are promising sources of carbon for producing mananases.
Brazil, a top producer of acai, is also encouraging jucara pulp production, which was once at
risk of disappearing, thus adding environmental, economic, and social value. The main focus
of this project was to produce mananases using filamentous fungi Aspergillus niger 205 and
1234 in submerged culture, with acai and jucara seeds used individually as carbon sources to
promote mananase production. Since these seeds contain not only carbohydrates but also other
compounds like phenolic substances, their effect on fungal growth and mananase production
was also studied. The best results for mananase activity using raw agai and jugara seeds with
A. niger 1234 were 6.85 and 20.15 U/mL, respectively. For A. niger 205, the activities were
3.65 and 4.05 U/mL, respectively. Therefore, A. niger 1234 was found to be a better mananase
producer using acai and jucara seeds. Additionally, phenolic compounds were extracted from
the seeds using 65% ethanol and 70% acetone, and the production of mananases by A. niger
1234 was then evaluated. The results showed that phenolic compounds in jucara seeds did not
significantly affect mananase production, with activities of 22.14 + 0.01 and 19.99 + 1.82 U/mL
on the 7th day for raw and extracted seeds, respectively. In contrast, procyanidins in acai seeds
negatively affected enzyme production, leading to activities of 6.34 + 0.25 and 17.77 £ 1.31
U/mL for raw and extracted seeds, respectively, on the 7th day. This study, along with existing
literature, suggests that procyanidins in acai seeds impact mananase production and affect the

metabolism and survival of microorganisms by modulating their stress responses.

Keywords: Agroindustrial by-products, jucara seed, acai seed, mannanases, Aspergillus niger.
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DP — Grau de polimerizacdo (Degree of polimerization);
DRX — Difragdo de raios-X

DWF - Massa seca do fungo (Dry Weight of Fungus);

FS - Fermentacdo submersa;

GH — Glicosil hidrolases;

GRAS - Generally Recognized as Safe;
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HPLC - Cromatografia liquida de alta eficiéncia (High Performance Liquid Chromatography);

IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica;

IGC — Conselho internacional de gréos (International Grains Council).

LBG - Goma de alfarroba (Locust Bean Gum);

NREL —Laboratorio Nacional de Energia Renovavel (National Renewable Energy Laboratory);

PDA - Agar dextrose de batata (Agar Potato Dextrose);
PFNMs — Produtos Florestais Ndo Madeireiros;
pH - Potencial hidrogenibnico;

PIB — Produto interno bruto.
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1. INTRODUCAO

No contexto atual, a ampla utilizacdo de fontes de matéria-prima ndo renovaveis, como
petrleo, carvao e gas natural, juntamente com a alta geracdo de residuos agroindustriais,
promovem impactos climaticos, ambientais e urbanos expressivos (AWASTHI et al., 2022;
MARTINAZZO et al., 2015). Portanto, observa-se uma crescente busca por tecnologias mais
limpas, que minimizem os danos ao meio ambiente e a satde humana.

Residuos e coprodutos agroindustriais, das matrizes organicas da agroindustria, sao
substancias abundantes em carbono, provenientes do processamento de matérias-primas como
frutas, madeira e cultivares de importancia econdémica produzidos em larga escala, como cana
de acucar, soja, milho, trigo, arroz, entre outros. Logo, nesse setor € comum o descarte de
cascas, talos, folhas e sementes durante o processamento dessas matrizes, gerando grandes
guantidades de lixo organico, destacando-se como um desafio ambiental e econdmico
(AWASTHI et al., 2022).

O Brasil é um dos maiores geradores de residuos agroindustriais, devido a sua posicao
de destague na producdo agricola mundial, estando entre os 10 maiores produtores de grdos do
mundo. Em 2020, o Brasil atingiu o posto de maior exportador em valor de graos, arrecadando
37 bilhdes de dolares em 2020 e 419 bilhdes entre 2000 e 2020 (ARAGAO, 2020). Além disso,
a grande biodiversidade do pais contribui para a geracdo de residuos diversos oriundos do
processamento de frutos e vegetais, uma vez que o pais tem mais de 49 mil espécies vegetais
catalogadas (BFG, 2021). Portanto, sdo geradas milhares de toneladas de residuos anualmente.
Ainda, vale ressaltar que o pais j& vem sendo um destaque na utilizacdo de biomassa
lignocelulosica residual de cana-de-agucar para a producdo de etanol celulésico e processos de
producéo energetica por cogeracdo (SANTIAGO E RODRIGUES, 2017). Contudo, apesar da
grande diversidade e quantidade de coproduto gerado, existe um potencial expressivo a ser
explorado no campo da producao enzimatica a partir das diferentes matérias-primas disponiveis
no Brasil em larga escala.

As biomassas vegetais agroindustriais constituem-se, muitas vezes, de diversos
polissacarideos que, por sua vez, podem ser utilizados para diversos produtos de alto valor
agregado (SANTIAGO E RODRIGUES, 2017; AWASTHI et al., 2022). Para isso, essas
biomassas, em geral, necessitam de um pré-tratamento, para desconstrucdo de sua estrutura
recalcitrante, e seus carboidratos poliméricos precisam passar por uma etapa de hidrolise
enzimatica, total ou parcial, para liberacdo de monossacarideos ou oligossacarideos que podem
servir no processo de producédo de outros produtos.
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O acai é um fruto proveniente da palmeira Euterpe oleracea, nativo da floresta
amazénica (DE OLIVEIRA, TRUGILHO e DE OLIVEIRA, 2022). No Brasil, a polpa de acai
vem apresentando um aumento na sua popularidade e consumo, mas a sua extracao e cultivo
resultam em produtos ndo s6 valorizados em territério nacional, mas também, de destaque em
outras partes do mundo, como Estados Unidos, Japdo, Holanda, Reino Unido, Austrélia, entre
outros paises (EMBRAPA, 2021). Segundo dados do IBGE (2022), o estado do Para é
responsavel pela maior producéo nacional de acai, representando cerca de 96% desse total, e
foram produzidos mais de 1,5 milhdes de toneladas do fruto s6 neste ano. Assim, é possivel
estimar uma producdo de residuo anual apenas pelo estado de mais de 1 milh&o de toneladas.

Por outro lado, a jucara, da mesma espécie do acai, possui uma polpa que apresenta
propriedades e caracteristicas sensoriais semelhantes a polpa de agai, vem ganhando espaco. A
jucara é o fruto, produzido pela palmeira Euterpe edulis, cultivada nas areas litoraneas de Mata
Atlantica, principalmente nas regides sul e sudeste do pais (DE MELLO, ROSA e SIMOES,
2022). A caca ilegal e venda do palmito de jucara fez com que a mesma entrasse para 0 quadro
de espécies em risco de extincdo, visto que a espécie é monocaule e a extracdo do palmito
envolve a retirada do tronco inteiro e, consequentemente, a sua morte (TROIAN, 2014). Como
forma de contornar essa problematica, foi incentivada a exploracéo de sua polpa, impulsionando
o plantio e colheita exclusivamente de frutos. Além das causas ambientais, incentivando o
manejo sustentavel da espécie, a agricultura familiar é responsavel por 90% da producéo de
jucara no Vale do Itajai, no Estado de Santa Catarina, favorecendo a parte socioecondmica da
producdo do fruto (TROIAN, 2014). Segundo dados da Conab (2020), Santa Catarina foi o
maior produtor nacional do fruto, e na época a producdo era estimada em 150 a 200 mil quilos
de frutos por ano, o que gera residuos anuais, aproximadamente, de 135 a 180 mil quilos.

O fruto de jucara é rico em diferentes macros e micronutrientes, além de ser uma fonte
de vitaminas, como C e E, e apresentar propriedades antioxidantes, devido a presenca de seus
compostos fendlicos (CARDOSO et al., 2015; BICUDO, RIBANI, e BETA, 2014; BORGES
et al., 2013; DE BRITO et al., 2007). Da mesma forma, o fruto do acai tambem possui uma
composicgdo rica em fenolicos, vitaminas e nutrientes, importantes para a defesa antioxidante e
salde do corpo humano (YAMAGUCHI et al., 2015), portanto, com a premissa de alimentagéo
saudavel cada vez maior, o valor nutricional de ambos os frutos faz com que haja uma crescente
busca e a exploracdo da polpa seja industrialmente atrativa. Contudo, em ambos os frutos, a
polpa consiste apenas em 15%, aproximadamente, do peso do fruto maduro, enquanto a semente
representa em torno de 85%, o que seria direcionado como residuo das producdes comerciais

(MONTEIRO et al., 2019; BICUDO, RIBANI e BETA, 2014). Visto que as sementes
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correspondem a composi¢do majoritaria dos residuos agroindustriais de agai e de jucara, além
de ndo se ter um processamento que separe as sementes de fibras, entre outras possiveis
composicdes no meio, o presente trabalho trata os residuos como sementes.

Hoje em dia, um pequeno percentual destes residuos é direcionado para racdo animal e
adubo, podendo nesses casos serem classificados como coprodutos do processamento dos
frutos. No entanto, ainda existe um grande acumulo desses materiais, que passam a serem
tratados como residuo, visto a escassa disponibilidade de métodos adequados de
reaproveitamentos, resultando assim, num grave problema ambiental e urbano no caso do acai.
Atualmente, com o estimulo a comercializagdo da polpa de jucara, a geracdo de residuos
agroindustriais durante a producdo da polpa, ndo é um grande problema, ao contrario da
comercializacdo do acai, que ocorre em larga escala. No entanto, isso pode se tornar uma
questdo no futuro. Portanto, encontrar formas sustentaveis de reutilizar esses residuos ¢ uma
maneira proativa de lidar com essa possivel problemética. Assim, existe um crescente interesse
para 0 desenvolvimento de processos visando o aproveitamento desses coprodutos
agroindustriais.

As sementes, principal subproduto do processamento dessas frutas, sdo ricas em
carboidratos e também sdo fontes de extratos ricos em compostos fendlicos (INADA et al.,
2015; MONTEIRO et al., 2019). O principal carboidrato presente nessas sementes € a manana
linear, que é um polimero de manose, onde seus percentuais variam entre 50-55% e em torno
de 60%, para acai e jucara, respectivamente (MARCONI, 2024; RAMBO et al., 2015;
MONTEIRO et al., 2019). Essas caracteristicas indicam um forte potencial na inducdo da
producdo enzimatica por fungos, especificamente na producdo de mananases, enzimas que
degradam cadeias de mananas.

As enzimas vém desempenhando papéis importantes no contexto industrial, como a sua
aplicacdo na producdo de biocombustivel, racdo animal, processamento de alimentos e bebidas,
detergentes, anti-espessantes, industria téxtil e de producédo de papel (DAWOOD e MA, 2020).
A utilizacdo de enzimas em processos industriais desperta grande interesse, devido as vantagens
que oferecem em relacdo ao seu menor consumo energético, processos mais limpos, sem
geracdo de poluentes e rejeitos danosos ao meio ambiente, maior especificidade e facilidade de
obtengdo por meio da biotecnologia. Além disso, 0 uso da catalise a partir de enzimas pode
proporcionar um produto final mais puro, e possui potencial reducdo de custos laboratoriais e
equipamentos, devido a condi¢des mais brandas de processo (DAWOOD e MA, 2020).

Portanto, existe uma demanda crescente do estudo de enzimas e sua producdo, como é

possivel visualizar a partir de uma pesquisa realizada na base Scopus, utilizando como palavras-
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chaves “cellulases”, “xylanases” e “mannanases”, visto que sdo enzimas utilizadas na indtstria
e que pertencem ao grupo das hidrolases ativas em carboidratos. Além disso, foram encontradas
quantidades mais expressivas de publicacdes para celulases e xilanases, comparado as
mananases nos Ultimos 23 anos, como mostrado na figura 1. Desse modo, demonstra-se a

necessidade de ampliar as pesquisas relativas as mananases.

Artigos por ano na base Scopus

1200
1000
800
600

400

Namero de artigos publicados

200

1990 1995 2000 2005 2010 2015 2020 2025
Ano

—8— Celulases Xilanases Mananases

Figura 1 - Pesquisa das palavras “cellulases”, “xylanases” e “mannanases” como unica palavra-chave na base

Scopus entre 1990 e 2023, dados anuais.

Diversos microrganismos sdo conhecidos por serem capazes de produzir mananases,
tais como bactérias, fungos filamentosos e leveduras. Em especial, os fungos filamentosos séo
mais amplamente empregados para este fim, por conta de sua habilidade de secretar suas
enzimas de forma extracelular, facilitando sua recuperagéo e processamento (TAKAHASHI et
al., 2017).

Um dos fungos empregados na producdo de mananases é o Aspergillus niger (FAVARO
et al., 2010; BASMACK, 2024; NUNES, 2024), e, ainda, ao pesquisar por “mannanase AND
Aspergillus niger” como titulo-resumo-palavra-chave na base Scopus, foram encontrados
apenas 96 artigos entre 1990 e 2023. Portanto, existe ainda uma necessidade de estudos mais
aprofundados neste campo, dada a importancia tecnoldgica dessas enzimas na producdo de
bioprodutos a partir de biomassas vegetais ricas em mananas (DAWOOD e MA, 2020).

O pais ocupa a quarta posi¢do na producdo mundial de artigos relacionados a producéao

de enzimas, na base Scopus, nos ultimos 14 anos, e esta entre os 10 paises que detém artigos
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relacionado & mananases, como mostra a figura 2, o que indica um papel relevante na pesquisa
e desenvolvimento com relagdo a producédo de enzimas, além de um certo destaque com relacdo
ao estudo de mananases. Assim, existe uma oportunidade de contribuir com estudos para cobrir
essa lacuna de conhecimento sobre mananases e alavancar o desenvolvimento tecnologico
nessas areas. Ao mesmo tempo, 0 uso de biomassas nativas residuais como as sementes de
jucara e acai, para a producdo de mananases, se soma as oportunidades identificadas. Isso é
particularmente relevante considerando que o mercado de enzimas no Brasil contribui para o
dinamismo de outros setores industriais, como téxtil e mercado de papel e celulose, embora
ainda seja relativamente pequeno em comparacdo ao mercado global (INDUSTRIAL
ENZYME MARKET, 2023).

ESTADOS UNDOS |
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meio
corela Do sUL [
ALEMANHA |
EGITO
ESPANHA |
MEXICO
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
DOCUMENTOS

N |
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ESTADOS UNIDOS - |
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AFRICADO SUL -
AUSTRALIA -
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DINAMARCA - |

0 0.5 1 15 2 25 3 35 4 45 5 5.5 6 6.5
DOCUMENTOS

Figura 2 — Pesquisa na base Scopus apenas como titulos de artigos, nos anos de 2010 a 2024, mostrando a
producdo por paises. Acima: pesquisa das palavras-chave “production” e “enzymes”; Abaixo: pesquisa da

palavra-chave “mannanases”.

23



24

No entanto, ao se estudar a produ¢do enzimatica a partir dos residuos agroindustriais de
acai e jucara, é interessante se atentar aos metabdlitos secundarios presentes nesses vegetais,
que podem acabar influenciando na producdo de enzimas. Dentro os metabolitos secundarios
de plantas que sdo relatados como potenciais interferentes no processo de producdo de enzimas
podem citar os compostos fenolicos, os quais sdo metabdlitos secundarios comum em
endospermas de sementes, sendo compostos bioativos e com alta atividade antioxidante
(BICUDO et al, 2014, BORGES et al, 2013, RUFINO et al, 2010, WU et al, 2012). Assim,
como a presenca de tais compostos ja foi relatada nas sementes de acai e jucara, é necessario
entender seus efeitos na producdo enzimatica de cada fungo estudado.

Especificamente, compostos fenolicos ja foram reportados em matrizes de semente de
acai, sendo identificadas procianidinas (figura 3), incluindo seus mondmeros, catequina e

epicatequina, e procianidinas do tipo B e tipo A (MARTINS et al, 2020).
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Figura 3 - Estruturas quimica dos mondmeros, dimeros e trimeros de procianidinas. Adaptado de Rue et al.
(2018).

A presenca de compostos fendlicos também j& foi reportada em sementes de jucara,
sendo indicada, principalmente, a presenca do &cido 4-hidroxibenzoico (figura 4),
representando 79% do conteudo fendlico total (INADA et al., 2015). Esses compostos fenolicos
simples podem estar na sua forma livre ou ligados como glicosideos simples e possuem
atividade antimicrobiana e antioxidante reportada (AYDOGDU, SUMNU e SAHIN, 2019;
SIMOES et al., 2017; GONCALVES et al., 2005)
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Figura 4 - Representacdo da estrutura quimica do &cido 4-hidroxibenzoico (CAS: 99-96-7), formula quimica :4-
(OH)CsH4COOH.

Estruturas fendlicas permitem doacdo de proton ao radical livre, regenerando 0s
compostos oxidativos e interrompendo processos de oxidacdo. Dependendo da concentragéo e
espécie fangica, esses compostos presentes nas sementes de acai e jucara podem apresentar
atividade fungicida ou fungistética, podendo atuar afetando a respiracdo pela inibicdo da
fosforilacdo oxidativa, interrompendo a sintese de acidos nucleicos e a sintese proteica e, como
também, prejudicando funcdes da membrana celular (RUE et al., 2018; FRASAO et al., 2018;
KOCH et al., 2019; INADA et al., 2015; MARTINS et al., 2022). Portanto, a presenga desses
metabdlitos na composicao das sementes pode ter uma influéncia negativa no desenvolvimento

do fungo e, consequentemente, na producdo das enzimas.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem por objetivo o estudo do uso dos residuos agroindustriais de acai
(Euterpe oleracea) e jucara (Euterpe edulis) na inducdo da producdo de mananases de
Aspergillus niger 205 e 1234, como fontes de carbono, em um meio de cultura submerso.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a composicdo quimica do residuo agroindustrial de jucara e acai;

e Avaliar a producdo de mananases a partir de Aspergillus niger 205 e 1234;
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e Auvaliar a influéncia dos compostos fendlicos presentes nesses residuos no crescimento
do fungo e a producdo de mananases, através da utilizacdo dos residuos in natura e apos
extragéo por solventes, nos meios de cultivo;

e Auvaliar os efeitos dos extratos de acai e jucara no crescimento do fungo e no seu
processo de producdo de esporos em placas com meio de cultivo solido;

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. COPRODUTO AGROINDUSTRIAL

O conceito de biomassa € descrito por diversos autores como qualquer material vegetal
que seja renovavel em um periodo inferior a 100 anos (PROBSTEIN e HICKS, 1982; KLASS,
1998). Nessa perspectiva, recursos energéticos como petréleo, carvdo mineral e Xxistos
betuminosos, apesar de terem origem vegetal, ndo sdo considerados renovaveis. Ademais, uma
definicdo mais abrangente de coproduto engloba todo material de origem organica, como
madeira, detritos animais e residuos organicos (NOGUEIRA e LORA, 2003; MARTINAZZO
etal., 2015). Portanto, exemplos de biomassas agroindustriais se destacam como casca de arroz,
serragem, bagaco de cana-de-aguUcar e sementes como subprodutos da extracdo da polpa de
frutas, onde essa biomassa gerada se desdobra em duas nomenclaturas: residuo e coproduto. A
principal diferenca entre ambos é que o coproduto faz referéncia ao material provindo da
agroindustria em gue existe a possibilidade de reutilizacdo, para diversos fins, ja o residuo se
enquadra num material resultante sem possibilidade atualmente de transformacgdo em outros
produtos que agregam valor econdmico (MARTINAZZO et al., 2015).

A produgéo agricola se encaixa como uma das principais atividades que movem a
economia mundial, no Brasil, em 2023, a agropecuaria movimentou cerca de 680 bilhdes de
reais, onde a safra 2022/23 foi recorde, com alta de 15%, sendo a maior da série histérica, que
ajudou a alavancar o Produto Interno Bruto (PIB) do pais (CONAB, 2023). Além disso, 0
Conselho Internacional de Gréos (IGC, na sigla em inglés) estimou a producdo mundial de
gréos e fibras em 2023/24 para 2,31 bilhdes de toneladas, onde apenas o Brasil tem sua
producdo estimada em 312,3 milhGes de toneladas, sendo um grande protagonista no cenario
agro mundial (CONAB, 2023; IGC, 2024).

Sabendo que o processamento de toda essa matéria da industria agricola gera um
quantidade expressiva de residuos e coprodutos, onde em cadeias de producéo de polpa de acai
e jucara, os subprodutos correspondem a mais de 80% do volume total de entrada (BUFALINO
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et al., 2018; BICUDO et al., 2014), a reinser¢do dessa matéria em cadeias produtivas surge
como uma alternativa economicamente favoravel e que promove o desenvolvimento
sustentavel, onde pode-se obter produtos de valor agregado, reduzindo dados ambientais e
urbanos, causado pelo acimulo de subprodutos de processos agroindustriais.

Esses coprodutos possuem em sua maioria uma mesma gama de metabdlitos,
diferenciando em seus teores, como a celulose, um homopolissacarideos de glicose e o
composto mais abundante em plantas, a lignina, uma macromolécula de origem fendlica, e
hemiceluloses, heteropolissacarideos ramificados, que variam entre espécies (KASCHUK,
2019). Além disso, existem os coprodutos ndo celuldsicos, que ndo se enquadram na
classificacdo de lignoceluloliticos, ndo possuindo a glicose como agucar principal, como graos
de café, sementes de tamara, acai e de jucara. Esses apresentam altos percentuais de
polissacarideos de reserva, como a manana, onde a manose € identificado como o principal
acucar (RAMBO, SCHMIDT e FERREIRA, 2015; MONTEIRO et al., 2019; COSTA et al., de
MELLO, ROSA e SIMOES, 2022).

3.1.1. Mananas

As mananas desempenham uma ampla gama de funcdes, apresentando maior deposi¢ao
como polisscarideos de reserva de parede celular em algumas sementes de espécies de plantas,
conferindo protecdo contra impactos mecanicos, proporcionando dureza e resisténcia, pois €
um polissacarideo de alto grau de compactacdo (MONTEIRO et al., 2019). A cadeia de manana
linear, ou manana pura (figura 5), é caracterizada por liga¢des intramoleculares [3-(1,4) entre 0s
monossacarideos de manose, o que favorece a conformacéo linear. Ademais, pode haver a
formacdo de uma estrutura supramolecular de manana pura, onde devido a formacao de diversas
ligacGes intermoleculares de hidrogénio, se tem a diminuigdo entropica do sistema, sendo
favoravel termodinamicamente, o que resulta numa estrutura cristalina e de dificil solubilizacéo
(VAN ZYL et al., 2010). Contudo, o grau de polimerizacdo da manana, entre 15 e 200,
comparado ao grau de polimerizagdo da celulose, entre 300 e 3000, é baixo (NATTORP et al.,
1999; VAN ZYL et al., 2010).

O baixo grau de substituicdo de d-galactose, por ligacdo a-1,6, resulta em duas formas
de mananas: (i) cadeias lineares com grau de polimerizacdo (DP) de cerca de 15, que se
compactam em estruturas densas e cristalinas (chamadas de manana I ou A), e (ii) microfibrilas
menos cristalinas com um DP maior, em torno de 80 (chamadas de manana Il ou B) (VAN ZYL

etal., 2010). Ambas séo insoluveis e fornecem rigidez e protecdo ao endosperma. Com um grau
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de polimerizacdo mais baixo, as cadeias poliméricas podem se alinhar e se empacotar de
maneira mais ordenada, o que permite uma formacédo de arranjos mais regulares e compactos,
resultando em estruturas cristalinas mais densas. Enquanto em cadeias mais longas, as
interacdes intermoleculares sdo mais variadas e mais desordenadas, o que reduz a formacéo de

padrdes cristalinos regulares.

H H HoCOH H H HoCOH
HO H |H o - H |H O_H
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Figura 5 - Estrutura quimica da manana linear, ou manana pura, onde “M” sdo unidades de manose ligadas pelos

carbonos C1 e C4 por ligagdes do tipo 3-1,4. Adaptado de Holtzapple (2003).

Além disso, outro importante subgrupo da familia das mananas presente em
endospermas de sementes séo as glucomananas (figura 6), que sdo compostas por cadeias

lineares de manose e glicose, ligadas predominantemente por ligacdes do tipo -1,4.

H H HoCOH HpCOH
HO H |H o H A 9. H
OH OH How  oH 6 OH OH
H o OH
HchH H H H H
L n
B B B
" 4My 4G 1 4M4
L _n

Figura 6 - Estrutura quimica da glucomanana, onde “M” sdo unidades de manose e “G” sdo unidades de glicose,

ligadas pelos carbonos C1 e C4 por ligagdes do tipo B-1,4. Adaptado de Holtzapple (2003).

E, ainda, uma cadeia principal de glucomanana com ramificacGes de galactose ligadas
por o-1,6 em residuos de d-glicosil ou d-manosil com uma propor¢do, geralmente, de

manose:glicose:galactose de 3:1:1 é denominada como galactomanana (figura 7). Os grupos
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laterais de galactose presentes nas galactomananas evitam a associacao estreita entre polimeros
adjacentes, resultando em uma estrutura mais amorfa que retém agua e contribui para sua
solubilidade em &gua, e essa capacidade de reter 4gua € especialmente crucial para a
sobrevivéncia a longo prazo de sementes, ja que durante a germinacéo, esses polissacarideos

podem ser mobilizados como polissacarideos de reserva (VAN ZYL et al., 2010).

HoCOH
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H H H H HpCOH H -

HO H H 0] o H H 0] o OH

oH on X 1K "o on WOH oM A 5 KHow  w yOH  OH

H H H H H H
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H H H OH

HoCOH H2COH
- in

Figura 7 - Estrutura quimica da galactomanana, onde “M” sdo unidades de manose e “G” sdo unidades de
glicose, ligadas pelos carbonos C1 e C4 por ligagdes do tipo f-1,4, e “L” sdo unidades de galactose, ligadas por

carbonos C1 e C6 por ligagdes do tipo a-1,6. Adaptado de Holtzapple (2003).

O grau dessa ramificacdo define as relacGes estrutura-funcdo, de forma que quanto
menos ramificado, maior a indicacdo de que a funcdo bioldgica esta relacionada com a dureza
e protecdo do embrido contra danos mecanicos e flutuacdes na disponibilidade de &gua, e quanto
mais ramificado, mais soltvel o polissacarideo se torna e maior a fungdo como relagdes hidricas
(HOLTZAPPLE, 2003; VAN ZYL et al., 2010). Portanto, moléculas de mananas lineares e
galactomananas estdo envolvidas no desenvolvimento de sementes e vao desempenhar funcdes

durante fases distintas nesse processo.

3.2. ENZIMAS

O estudo da bioquimica se inicia com a acdo enzimatica e a percep¢do da catélise,
reconhecida pela primeira vez no final dos anos 1700 com a digestdo da carne (NELSON e
COX, 2013). Em 1850, Louis Pasteur identificou a conversdo de acucar em alcool como

catalisada por "fermentos”. Em 1926, James Sumner isolou e cristalizou a urease, aprofundando
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0 entendimento das enzimas. John Haldane, entéo, propds a ligagéo entre enzimas e substratos,
estabelecendo a nocédo de catalise enziméatica (NELSON e COX, 2013).

Todos 0s processos bioquimicos sdo regidos por enzimas, as quais atuam de forma
sequencial e estritamente organizadas, catalisando reacfes especificas, degradando as
moléculas dos nutrientes, conservando e transformando energia quimica, além de atuar na
edificacdo de macromoléculas, partindo de precursores elementares.

E também importante salientar que a atividade catalitica da enzima atua na velocidade
das reacgdes, proporcionando a rota com menor energia de ativacdo. Numa reacdo, as moléculas
necessitam atingir um nivel de energia mais alto (barreira de energia) para que se chegue ao
produto. O ponto de mais alta energia € onde se tem o estado de transi¢do, o qual ndo deve ser
confundido com os intermediarios de uma reacdo, mas sim é um estado com a mesma
probabilidade do estado S (substrato) e P (produto), € um evento que envolve a quebra de
ligacéo, formacao de ligacdo ou formagdo de carga. Portanto, a energia de ativagio (4G?) é a
diferenca energética entre o estado basal (energia do substrato) e o estado de transi¢do. E um
parametro que afeta diretamente a velocidade da reacdo, tendo uma relacdo inversamente
proporcional com o mesmo. Outros parametros, como temperatura e pressao, também afetam
essa velocidade pois aumentam a energia do sistema, suplantando a barreira de energia. A
atividade catalitica da enzima é um fator que afeta a velocidade, pela diminui¢do da energia de

ativagdo, assim como apresentado na figura 8.

Estado de transicao ()

1
nao catalisada

Energia livre, G

Coordenada da reacao

Figura 8 - Diagrama da coordenada da reagdo S — P, comparando a reagéo catalisada por enzima (em azul) e

ndo catalisada. Retirado de Nelson e Cox (2013).

As enzimas sdo classificadas a partir de cada tipo de reacdo catalisada, como
apresentado na tabela 1.
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Tabela 1 - Classificacdo de enzimas

Classe | Nome da classe | Tipo de reacéo catalisada

1 Oxidorredutases | Transferéncia de elétrons (ions hidrido ou atomos de H)

2 Transferases Reacdes de transferéncia de grupos

3 Hidrolases Reac0es de hidrdlise (transferéncia de grupos funcionais para
a agua)

4 Lipases Clivagem de C-C, C-O, C-N ou outras ligacGes por

eliminacdo, rompimento de ligagdes duplas ou anéis, ou
adicdo de grupos a ligacdes duplas.

5 Isomerases Transferéncia de grupos dentro de uma mesma molécula
produzindo formas isoméricas

6 Ligases Formacao de ligagdes C-C, C-S, C-O e C-N por reacOes de
condensacéo acopladas a hidrélise de ATP ou cofatores
similares

7 Translocases Catalisam o movimento de ions ou moléculas através das

membranas ou sua separacdo dentro das membranas.

As enzimas podem ser derivadas de fontes vegetais, animais e microbianas, e
desempenham um papel crucial em diversos processos industriais, abrangendo setores como
téxtil, farmacéutico, alimenticio, papel e celulose (MONTEIRO e SILVA, 2009; BORIN et al.,
2015; DUARTE et al., 2019). Neste cenario, observa-se um aumento global no uso de enzimas
industriais, no entanto, o Brasil ainda é majoritariamente dependente de importacdes desses
compostos e apresenta um uso relativamente limitado de enzimas em suas operagdes industriais,
em comparacao com outros paises (MONTEIRO e SILVA, 2009). Portanto, € crucial a busca
pela consolidagdo do Brasil como um produtor de tecnologia enzimatica, visando a autonomia

e 0 avango em seu desenvolvimento industrial.

3.2.1. Mananases

As enzimas envolvidas na hidrdlise das mananas sdo classificadas como mananases
(figura 9), as quais pertencem a classe das glicosil hidrolases (GH) (EC 3.2.1.-). S&o enzimas
hidroliticas que atuam na quebra da ligacao glicosidica entre dois ou mais carboidratos, ou entre
um carboidrato e uma por¢do nio carboidrato (COUTURIER et al., 2022; ORTIZ-RAMIREZ
et al., 2023). O agrupamento em classes de glicosil hidrolases dessas enzimas é baseado na

sequéncia de aminoacidos, similaridade estrutural e mecanismo de atuacdo, seguindo a
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classificacao disponivel pela plataforma CAZy, em vez da classificacédo por atividade catalitica,
conforme nomenclatura da comisséo de enzimas (CE, do inglés “Enzyme Comission”) (ORTIZ-
RAMIREZ et al., 2023). As endo-B-1,4-mananases microbianas estdo agrupadas dentro das
familias GHS, GH26, GH45, GH113 e GH134 de glicosil hidrolases, e ainda, as -mananases
produzidas por fungos sdo predominantemente pertencentes a familia GH5, com algumas

representacdes na familia GH26.

(A)
M { ( M K M _I P
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(-manosidases \\ -mananases Jn
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aM aM; 4V 4, 4G —(— M
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L

Figura 9 - Estruturas quimicas de diferentes mananas e enzimas necessarias nas suas hidrdlises. Estrutura (A):
cadeia de manana linear, onde se tem uma B-manosidade, que atua nas extremidades para liberar o
monossacarideo manose, e uma -mananase que atua no meio de cadeias de glucomananas rompendo em
oligossacarideos de glucomanose, como na estrutura (C). Estrutura (B): cadeia de glucomanana, onde se tem
uma B-glicosidade, que atua nas extremidades contendo ligagdes de glicose e manose por p-1-4, rompendo em
seus respectivos mondmeros. Estrutura (C): Cadeia de galactomanana, onde se tem uma a-galactosidade atuando

nas ramificacGes de galactose, produzindo o monossacarideo galactose. Adaptado de Holtzapple (2003).

As principais enzimas envolvidas no processo de hidrolise das cadeias de mananas
lineares ou glucomananas séo 1,4-B-d-manana-mananohidrolases, onde se tem [-mananases

(EC 3.2.1.78), que é uma endo-hidrolase, que hidrolisa as cadeias de manana linear ou
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glucomanana internamente, liberando cadeias de B-1,4-mananoligossacarideos mais curtas.
Também se tem a atuagdo das B-manosidases (EC 3.2.1.25), que sdo exo-hidrolases, ou seja,
liberam o mondmero manose das cadeias de mananas, atacando as ligacGes terminais nas
extremidades ndo redutoras, e, também, clivando mananobioses (dissacarideos 2-a-
mananobiose) em unidades monoméricas de manose. Outra principal enzima que atua nesse
processo e a B-glicosidase (EC 3.2.1.21), que atua na hidrdlise de terminais ndo redutores de
cadeias oligoméricas derivadas da degradacdo de glucomananas ou galactoglucomananas,
liberando grupos 1,4-glucopiranose. Existem, também, as a-galactosidases (EC 3.2.1.22), que
atuam na remocao dos grupos laterais de galactomananas, liberando unidades monoméricas de
galactose. Ainda, pode-se ter a atuacdo da enzima acetilmanana esterase (EC 3.1.1.6), no caso
da presenca do grupo lateral acetil em cadeias de galactomananas (HOLTZAPPLE, 2003;
COUTURIER et al., 2022; ORTIZ-RAMIREZ et al., 2023).

A estrutura cristalina dessas f-mananases indica um sitio ativo em forma de fenda aberta
com residuos de glutamato cataliticos (acido/base e nucleofilicos) (VAN ZYL et al., 2010). O
seu mecanismo de acdo envolve inicialmente um ataque nucleofilico ao carbono anomeérico,
com um deslocamento geral catalisado por um acido do grupo de saida, deixando uma enzima
glicosil covalente intermediéria (figura 10 A-B), e entdo, a agua ataca o centro anomérico do
intermediario no processo catalisado por uma base formando o produto e liberando a enzima
em seu estado original (figura 10 C-D). Além disso, dependendo das condi¢fes do meio, é
possivel que o ataque da &gua seja substituido por um ataque reativo de moléculas doadoras,
como derivados de fldor ou altas concentracfes de oligossacarideos, ocorrendo, entdo, uma
transglicosilacéo (figura 10 E-F) (VAN ZYL et al., 2010).
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Figura 10 - Mecanismo de agdo hidrolitica da f-mananase. A primeira etapa de glicosilacdo resulta na formagéo
de uma enzima oligossacaridica complexada (A + B). Dependendo das condi¢des do meio, uma molécula de
agua (C + D) pode atacar o oligossacarideo para liberar o oligossacarideo ou um novo monossacarideo. O
oligossacarideo (E + F) pode se ligar para liberar uma espécie de oligossacarideo recém-formada. O produto
deixa a enzima em seu estagio de protonacao original e uma nova reacdo de hidrélise ou transglicosilagdo pode
ser catalisada. Adapatado de Van Zyl et al. (2010)

3.2.2. Producdo industrial de enzimas e aplica¢Oes

As enzimas estdo sendo cada vez mais empregadas em diversos processos industriais,
uma vez que a globalizacdo e o aumento das atividades de pesquisa e desenvolvimento dentro

do mercado de enzimas aumentam o seu crescimento, onde o setor industrial representa cerca
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de 60% deste mercado. Além disso, apds o0s antibidticos, as enzimas constituem os produtos
microbianos mais explorados na industria biotecnolégica (MONTEIRO e ROBERTO, 2009).

O mercado de empresas fabricantes de enzimas é segmentado por classes de enzimas
(carboidrases, proteases, lipases, etc.), areas de aplicacdo, como processamento de alimentos,
racdo animal, salde, téxteis, processamento de couro, detergentes e produtos de limpeza,
biocombustiveis, cosméticos, entre outras, e também por localizaco geografica (Asia-Pacifico,
América do Norte, Europa, América do Sul e Oriente Médio e Africa). Espera-se um
crescimento no mercado de mais de 6% anualmente, visto que a médio prazo, fatores como a
diversidade de aplicagdo de enzimas, aumento das normas e regulamentagdes ambientais
relativas ao uso de produtos quimicos provavelmente impulsionaré o crescimento do mercado
de enzimas industriais (figura 11) (MORDOR INTELLIGENCE RESEARCH & ADVISORY,
2023).

Industrial Enzymes Market Periodo de Estudo 2019 -2029
Market Size Ano Base Para Estimativa 2023
CAGR >6%
CAGR >6.00%
Mercado de Crescimento Asia-Pacifico
Mais Rapido
Maior Mercado América do Norte
Concentragdo de Mercado Alto

Jogadores principais

novozymes

O-BASF
< UUPUNT' We create chemistry ° DSM

2024 2029

\‘l *|sencdo de responsabilidade: Principais participantes classificados em nenhuma ordem

especifica

Figura 11 - Cenario mundial do mercado enzimas industriais. Retirado de Mordor Intelligence Research &
Advisory (2023)

O Brasil se destaca como o pais lider no mercado de enzimas da América do Sul, com
a Argentina em segundo lugar. Isso se deve ao amplo setor industrial, forte na agricultura,
agropecuaria, biotecnologia, producdo de bioetanol e outros setores que demandam o uso
intensivo de enzimas (MORDOR INTELLIGENCE RESEARCH & ADVISORY, 2023). Além
da presenca de grandes empresas internacionais no territorio, o crescimento na pesquisa e

desenvolvimento na area de biotecnologia do pais.
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Com relagdo ao mercado das mananases, existem duas importantes aplicacdes

comerciais nos setores de detergentes e racdo animal. Na industria de detergentes, a enzima

Mannaway (Novozymes) (XIE, CAO e ZHOU, 2019), é utilizada por marcas renomadas como
Tide, pertencente a holding Procter & Gamble, e Omo, da holding Unilever (SCHAFER et al.,

2005). Além dessa, sdo também utilizadas na formulacdo de detergentes, incluindo
Mannastar® (Dupont) (ENZYME SOLUTIONS, 2024) e Purabrite™ Mannanase (Dupont)
(XIE, CAO, ZHOU, 2019). No ambito da producao de racdo animal, existe uma variedade de

produtos baseados em mananases disponiveis no mercado, como CTCzyme®, Nutrizyme®,
DigeGrain M e Mannazyme XP® (DAWOOD e MA, 2020). Ademais, tem-se a Hemicell®

(Elanco) sendo recomendado especialmente para racdes que contém farelo de soja, por sua

riqgueza em mananas (ELANCO, 2024). Outras mananases comerciais podem ser observadas

no quadro 1.

Quadro 1 - Principais produtos comerciais contendo mananases, bem como as empresas detentoras das marcas e

aplicagOes. Adaptado de Dawood e Ma (2020)

Embresa Pais Fonte da Marca Aplicacio Referéncia
P mananase |registrada plicag bibliografica
Elanco Estados Paenibacillus o icoll@  Racdo Animal [ELANCO, 2024
Unidos lentus
. . Bacillus x .
CTC Bio Inc |Coreia do Sul lentus CTCzyme® |Ragdo Animal CTC BIO, 2024
. Bacillus . N .
Sunson China lentus Nutrizyme® [Ragdo Animal SUNSON, 2024
Detergente / VAN PEE, VAN
Novo Nordisk [Dinamarca A_sperglllus Gamanase® [Controle de SPEYBROECK e
niger lodo VAN POELE,
1996
Advanced o . . « . ADVANCED
Enzymes India N. | DigeGrain M |Racdo Animal ENZYMES, 2024
. Talaromyces XIE, CAOe
Novozymes |[Dinamarca leycettanus Mannaway  [Detergente ZHOU, 2019
Aumgene : Mannazyme AUMGENE
umg India N. 1. y Racdo Animal BIOSCIENCES,
Biosciences XP®
2024
PhvlloZvme Estados Trichoderma Cp-mannanase Detergente/ | KUMARI etal.,
ylozy Unidos reesei P Téxtil 2019
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Genencgr ESt?dOS N. I. MannaStarTM Detergente Fadevarer, 2007
International [Unidos

Industrias de

alimentos e

Aspergillus |- racao, MEGAZYME,

Megazyme Irlanda niger E-BMANN biocombustive 2024

is e producéo

de papel

Estados Fungal p- : XIE, CAO e

Dupont Unidos mannanase Purabrite™  |Detergente ZHOU, 2019

N.I.: Nao identificado

As enzimas sdo muito utilizadas na formulacdo de detergentes, visto que a sua acao
especifica promove a lise dos residuos alimentares nos tecidos, sem a danificacdo dos mesmaos.
Também, na industria de racdo animal para tratar os coprodutos agroindustriais que compdem
a formulacdo das ragdes, visto que ndo teriam uma digestdo eficaz no organismo do animal,
utilizando-se enzimas para deixar 0s compostos biodisponiveis. Além dessas, existem outras
aplicacBes industriais das mananases, como na industria petroquimica, onde a fraturacdo de
po¢os é um procedimento comum na extracdo de petroleo e gas. Esse processo envolve a
necessidade de quebrar o fluido injetado de maneira controlada ap6s a fratura das formacdes
rochosas, para facilitar a liberacdo e recuperacdo do 6leo ou gas aprisionado, fazendo a
aplicacdo de beta mananases durante a perfuracdo, algo vantajoso. Atualmente, para otimizar a
extracdo, utiliza-se uma combinagdo de goma guar e areia para preencher o pogo, seguida pela
pressurizacdo até a fratura das rochas (THOMBARE et al., 2016). Para promover um
escoamento eficiente do produto extraido, é essencial diluir a solu¢ao polimérica, assim, as f3-
mananases, que efetivamente hidrolisam a goma guar em temperaturas superiores a 80°C, sdo
adequadas para essa finalidade. Um exemplo dessa aplicacdo é a utilizagdo mananases
comerciais produzidas pela empresa Diversa (EUA), conhecidas pelo desempenho excepcional
nesses tipos de operacbes. Sdo comercializadas como Pyrolasel60 e Pyrolase 200, sdo
produzidas pelo fungo Thermotoga sp e possuem uma elevada termoestabilidade (DAWOOQOD
e MA, 2020).

Além disso, outras enzimas provindas de fungos sdo excelentes candidatas para a
aplicacdo de perfuragdo de pocos. Na literatura, destaca-se o uso de uma [B-mananase
(DtManB), provinda do fungo Dictyoglomus thermophilum, que possui alta estabilidade e
atividade na temperatura exigida (HU et al., 2014), como também, a enzima TtMan5A, uma [3-
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mananase termoestavel derivada do fungo Talaromyces trachyspermus tem uma temperatura
ideal de 85°C e boa atividade catalitica em uma ampla faixa de pH (ICHINOSE et al., 2017).

Ademais, com o aumento da preferéncia por consumo de produtos naturais, tem-se a
maior procura por sucos de frutas. Contudo, o suco natural é tipicamente viscoso e turvo,
tendendo a sedimentar durante o armazenamento (NAGAR et al., 2012). Para que possa ser
comercializado, é necessario primeiro clarifica-lo. A viscosidade e a turbidez sdo causadas
principalmente pela presenca de pectina, amido e compostos celuldsicos e hemicelulésicos,
assim, o uso de enzimas microbianas para processar esses polissacarideos resulta em uma
hidrélise eficiente, tornando o suco mais agradavel ao paladar e estavel para armazenamento
(DAWOOD e MA, 2020). Logo, a p-mananase atua na fracdo da manana da hemicelulose, o
que reduz a viscosidade do suco e libera a agua retida, provocando um aumento no volume do
suco, também. Mananases produzidas por Lactobacillus plantarum e por Bacillus pumilus séo
descritas em processos de clarificagdo de sucos de péssego, laranja e maca (SRIVASTAVA e
KAPOOR, 2017).

A mananase também participa da industria do café, atuando na hidrdlise do extrato. O
principal residuo produzido durante a producdo do café soltvel é o café moido que consiste
principalmente de polissacarideos como galactomanana e celulose, e esses polissacarideos ndo
sdo solubilizados durante o processo de extracdo e, portanto, sdo deixados como sélidos
insoluveis (DAWWOD e MA, 2020). Portanto, a aplica¢do de f-mananase é considerada eficaz
na hidroélise e solubilizacdo dos solidos residuais, aumentando o rendimento dos sollveis em
café instantdneo. Ao utilizar a B-mananase (Manl) em conjunto com outras enzimas, foi
observado um efeito aditivo, e ndo sinérgico, sugerindo que a f-mananase desempenha um
papel chave no aumento do rendimento de solidos sollveis. Este rendimento é ainda mais
elevado, com um aumento de 56%, quando um coquetel comercial de celulase é combinado
com a B-mananase, destacando o potencial para melhorar o processamento do café soltvel
(DAWOOD e MA, 2020).

Na industria de biocombustivel, a manana também possui importante papel, onde a
producdo de bioetanol é dividida em dois grupos: de primeira de segunda geracao. O etanol de
primeira geracdo é produzido através da fermentacdo de biomassa alimentar, semelhante ao
processo usado na fabricacdo de vinho e cerveja. O etanol de segunda geracdo, por outro lado,
é feito a partir da fermentacdo de biomassa lignoceluldsica, que inclui partes mais fibrosas das
plantas. No entanto, para fermentar esses materiais, € necessario um pré-tratamento para
quebrar as paredes celulares resistentes das plantas, através de enzimas de microrganismos que
decomp&em os polissacarideos das paredes celulares em actcares simples. Como a manana é
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um dos componentes da biomassa lignocelulésica, a adicdo de mananases no processo é de
extrema importancia, gerando manose, um acucar que depois pode ser fermentado por leveduras
para gerar etanol de segunda geracdo (DAWOOD e MA, 2020).

O processo de producdo ecoldgico, a reducdo de residuos, a economia de energia e 0
aumento da demanda industrial estdo impulsionando o mercado de enzimas no Brasil. O
aproveitamento de coprodutos agroindustriais para a producdo de enzimas é vantajoso devido
a sua riqueza em carbono, nitrogénio, vitaminas e minerais, sendo uma fonte de energia
renovavel, limpa, abundante e de baixo custo, além de reduzir impactos ambientais (REIS,
2022). A producdo de mananases estd especialmente ligada ao tratamento de coprodutos
agroindustriais, pois as mananas, presentes em plantas e algumas algas, sdo essenciais na
inducdo de enzimas por microrganismos, especialmente fungos (MOREIRA e FILHO, 2008).
Essas enzimas facilitam a conversao de residuos vegetais em agucares simples, que podem ser
usados em processos biotecnoldgicos, como a producdo de biocombustiveis e produtos
quimicos de valor agregado (DAWOOD e MA, 2020). Assim, as mananases ajudam a reduzir
a poluicdo e a gestdo de residuos, promovendo a eficiéncia econémica e contribuindo para a

economia circular e a sustentabilidade ambiental.
3.3. ACAI

3.3.1. Mercado e producéo

O acai (Euterpe oleracea Martius) ¢ um fruto de grande importancia na socio
biodiversidade amazonica, estando profundamente ligado aos estilos de vida das comunidades
extrativistas e aos habitos culturais dos estados do delta do Amazonas (DE OLIVEIRA,
TRUGILHO e DE OLIVEIRA, 2022). Além disso, o fruto é de suma importancia na nutricdo
diéria de populages ribeirinhas e na composi¢do da renda de milhares familias dessas regides.
Apenas no ano de 2022, o Brasil produziu 1,9 milhdes de toneladas do fruto de acai (IBGE,
2022). Na Amazonia, a agroindustria do acai € responsavel por aproximadamente 93% da
producdo extrativista vegetal ndo madeireira do Brasil, onde o estado do Para é o principal
produtor nacional (IBGE, 2022).

O principal produto da cadeia do agai € o fruto, que passa por um processamento
mecanico com agua para separar 0 epicarpo (parte de interesse comercial) do mesocarpo e
endocarpo, conhecidos como caro¢co ou semente, que sao tratados como residuos (DE
OLIVEIRA, TRUGILHO e DE OLIVEIRA, 2022). Em muitas areas rurais e urbanas da

Amazonia, as sementes sdo lavadas, ensacadas e descartadas nos pontos de venda, onde,
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geralmente, essas sementes sdo recolhidas pelo servico de limpeza publica ou por empresas
terceirizadas (DE OLIVEIRA, TRUGILHO e DE OLIVEIRA, 2022). As sementes representam

até aproximadamente 85% da massa total do fruto, gerando uma grande quantidade de residuos.

3.3.2. Descricdo botanica

Segundo Nogueira et al. (2006), em termos morfol6gicos, essa espécie apresenta um
caule do tipo estipe, geralmente multicaule na fase adulta (figura 12), com até 45 estipes por
touceira. O caule é cilindrico, anelado, ereto, fibroso e sem ramificacGes, podendo atingir até

30 metros de altura e um diametro de 12 a 18 cm.

Figura 12 - Palmeira de agai (Euterpe oleracea) - Fonte: palmeira-acai

O fruto é uma drupa globosa, pesando entre 0,8 g e 2,3 g, com diametro de 1 a 2 cm,
verde brilhante quando imaturo e violaceo ou verde quando maduro, dependendo do tipo. O
epicarpo e fino, com 1 a 2 mm de espessura, e a parte comestivel varia de 5% a 20% do fruto,
apresentando variacdes acentuadas, principalmente, devido ao gendtipo da planta. A maior
parte do fruto é representada pela semente, a qual possui um envoltério mesocarpico fibroso,
endocarpo duro, embrido diminuto e endosperma abundante e ruminado, sendo recalcitrante
(NOGUEIRA et al., 2006).
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Figura 13 - Aspectos estruturais do fruto acai: 1) Diagrama da segdo transversal do fruto, se tem respectivas

estruturas indicadas; 2) Visdo geral do pericarpo da fruta por microscopia. Adaptado de Pessoa et al. (2010)

Na figura

13, tem-se um detalhamento do mesocarpo e endocarpo do fruto do acai. De

acordo com Pessoa et al. (2010), a epiderme e o parénquima antocianinico, ou externo, do fruto
do acai sdo ricos em antocianinas. O parénquima € um tipo de tecido fundamental em plantas,
composto por células vivas e paredes celulares finas. Essas células sdo bastante versateis e
desempenham varias fungdes essenciais, dependendo de sua localizacéo e especializacdo dentro
da planta e seiva elaborada. Ainda, na figura 13, tem-se 0 parénquima de armazenamento (4),
o qual contém lipidios, e o0 parénquima interno que suporta 0s monoestelos, que séo estruturas
compostas por um Unico feixe vascular central onde encontram-se os tecidos vasculares

responsaveis pelo transporte de dgua e nutrientes.
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O endocarpo forma filamentos no endosperma, que sdo marrons no estado fresco e
vermelhos escuros nas se¢fes (PESSOA et al., 2010). O parénquima interno é a parte interna
do mesocarpo, e 0 endocarpo possui parénquima rico em compostos fendélicos e esclerénquima,
que é um tipo de tecido vegetal especializado em fornecer suporte mecanico e resisténcia as
plantas. As células do esclerénquima sdo extremamente rigidas e duras devido a deposi¢do de

lignina nas paredes celulares.

3.3.3. Semente de agai

O processo tecnoldgico empregado para comercializacdo da polpa do fruto do agai,
acaba gerando um volume de residuo 4,25 vezes maior do que a polpa obtida, sendo
caracterizado pela semente, principalmente, mas também por fibras e solidos retidos no
processo de peneiramento, constituidos de partes da polpa do fruto. Considerando em torno de
5% de fibras, 4% de solidos retidos e 70-85% da semente (PESSOA et al., 2010; MONTEIRO
etal., 2019).

A semente de acai possui um alto teor de carboidratos, sendo seu principal componente
a manana. Entretanto, é possivel encontrar na literatura diversos artigos que indicaram a
celulose como principal polissacarideo das sementes de acai (ALTMAN, 1956, OLIVEIRA,
KOMESU e FILHO, 2014; OLIVEIRA, KOMESU e FILHO, 2015; RODRIGUEZ-ZUNIGA
et al., 2008). Monteiro e colaboradores (2019) sugeriram que tais informacgdes contraditorias
poderiam ser consequéncia do uso de métodos de caracterizacdo quimica inespecificos, que
levaram a conclusao que o contetido de manana seria equivalente a celulose. 1sso porque alguns
métodos utilizados medem o teor de fibra total por gravimetria, ao invés de realizar a
identificacdo dos agtcares monoméricos por cromatografia. Como, a manana das sementes de
acai é bastante resistente a hidrolise acida diluida, devido a sua alta recalcitrancia, € provavel
que tenha sido classificada por celulose por métodos gravimétricos, uma vez que todo o residuo
obtido apo6s a hidrolise com acido diluido é considerado celulignina e o percentual de
hemicelulose é obtido por diferenca. (MONTEIRO et al., 2019).

Considerando os fatos supracitados, as caracterizagGes do fruto do acai descritas por
Monteiro et al. (2019) e Rambo, Schmidt e Ferreira (2015) mostram resultados coerentes entre
si e a manana como polissacarideo principal, variando cerca de 47 a 53%, além da presenca de
outros polissacarideos como glucana, xilana, galactana e arabinana, respectivamente da maior

concentragdo para a menor.
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Tabela 2 - Dados da literatura de caracterizacdo da semente de acai.

Semente + fibra -

Semente + fibra -

Material Semente Lote 1 Lote 2
Extrativos 9,50 + 0,04 15,45+0,95 9,89+2,09
Cinzas 0,69 +0,04 0,61 +0,09 0,44 +0,02
Lignina 17,30+ 0,33 18,34 £ 0,64 19,54 £1,56
Manose anidra 53,60 + 0,05 47,09+ 1,42 52,46+1,51
Glicose anidra 8,66 = 0,03 6,09+ 0,67 8,40+0,52
Arabinose anidra | 0,69 £ 0,10 0,40 +0,02 0,63 +0,03
Xilose anidra 3,18 £ 0,40 1,83 +0,33 2,05+0,22
Galactose anidra | 1,43 +£0,03 1,79+0,21 1,51+0,27
Total 95,05 91,6 94,92
Protocolo de
caracterizacio NREL/TP-510-42618
Rambo, Schmidt e . )
Fonte Ferreira, 2015 Monteiro et al; 2019
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Figura 14 - Perfis de DRX das amostras moidas de (a) semente inteira de acai; (b) caroco da semente de acai e
(c) fibras da semente de acai. Retirado de Monteiro et al. (2019)

De forma a reiterar os valores indicados pela caracterizacdo descrita na tabela 2, foi
descrito no trabalho de Monteiro et al. (2019) o perfil de difragéo de raio x (DRX) de amostras
de sementes inteiras (figura 14- a), carogo da semente (figura 14- b) e fibras de acai (figura 14-
c), onde as fibras da semente apresentaram padrdo de difracdo tipico da celulose I com dois
picos em 2 6 iguais a 16,0 e 22,0, que correspondem aos planos cristalinos da celulose 110 ¢
200, respectivamente, 0 que € coerente com 0 seu teor de glucana. J& as sementes ndo
apresentaram pico de difracdo correspondente a celulose, o que confirma que a celulose ndo é
seu principal polissacarideo.

Adicionalmente, o perfil fenolico da semente de acai € extremamente rico em
procianidinas, que fazem parte da familia dos flavonoides (BARROS et al., 2015; MELO et al.,
2016; RODRIGUES et al., 2006; MARTINS et al., 2020). Esses compostos fenélicos possuem
uma capacidade antioxidante particularmente alta, ajudando a proteger as sementes contra
danos oxidativos durante 0 armazenamento e a germinacdo. Além disso, contribuem para a
estabilidade das sementes, prolongando sua viabilidade, assim, aumentam a capacidade de
germinacdo mesmo ap6s longos periodos de armazenamento (DIXON e SARNALA, 2020;
NETO et al., 2023). A figura 15 apresenta a distribuicdo de procianidinas nas sementes, obtida
por imageamento por espectrometria de massas, indicando a localizacdo das procianidinas.
Como o tecido da semente é dividido em embrido, endocarpo e tegumento, as imagens sugerem
que as procianidinas estdo presentes apenas no tegumento irregularmente desenvolvido dentro
do endosperma (MARTINS et al., 2020).

As sementes de agai apresentam diversos tipos de procianidinas, incluindo monémeros
de procianidina (flavan-3-ols-(+)-catequina e (-)-epicatequina) e oligbmeros com grau medio
de polimerizacéo de cerca de 10 (MARTINS et al., 2020).
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Figura 15 - Identificacdo e distribui¢do espacial de procianidinas em sementes de acai pelo MALDI-MSI. A:;
imagem histolégica; B — D: sobreposi¢des de pico de procianidina tipo B; Sobreposi¢des de pico de procianidina
tipo A com uma ligacao interflavan e sobreposicdes de pico de procianidina tipo A com duas ligagdes

interflavan. Retirado de Martins et al. (2020).
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3.4. JUCARA (Euterpe edulis)

3.4.1. Mercado e producao

Desde a década de 1960, a palmeira de jucara (Euterpe edulis Martius) tem sido
amplamente utilizada para a produgéo de palmito, sendo um dos mais importantes produtos
florestais ndo madeireiros (PFNMs) brasileiros por sua qualidade e sabor superiores aos das
demais espécies do género Euterpe (DE MELLO, ROSA e SIMOES, 2022). Porém, a palmeira
jucara € uma espécie monocaule (figura 16), ou seja, para a producdo de palmito € necessario
sacrificar a palmeira inteira. Dessa forma, a exploracdo desenfreada levou a espécie a ser
incluida na lista brasileira de espécies ameacgadas de extin¢do na categoria vulneravel (BRASIL,
2008, 2014) e por isso a sua exploracdo desde 2008 ficou proibida. Entretanto, essa espécie

ainda sofre a extracdo ilegal devido ao valor agregado ao seu palmito.
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Figura 16 - Palmeira de jucara com frutos. Retirado de EMBRAPA (2022)

Em vista disso, na ultima década, foi iniciado um grande incentivo a exploracéo da
producdo de sua polpa, provocando uma mudanca no uso econdmico da espécie e
revolucionando o papel socioecondmico e ecoldgico dessa palmeira. Assim, tem-se estimulo
ao plantio da palmeira e colheita de frutos, e entdo, a espécie passa de um quadro de quase
extin¢do para um forte potencial de manejo sustentavel. A palmeira de jucara € encontrada em
florestas das regiGes Sul e Sudeste do Brasil, com producdo expressiva no Estado de Santa

Catarina. Um exemplo € a producdo de jucara no Vale do Itajai, no Estado de Santa Catarina,
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majoritariamente conduzido por empreendimentos de agricultura familiar, favorecendo a parte
socioecondmica da producéo do fruto (TROIAN, 2014).

O Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) néo realiza levantamento de
dados de producdo do fruto da jucara, mas segundo dados do CONAB (2021), em ordem
decrescente de producdo do fruto de jucara, tem-se, os Estados de Santa Catarina, S&o Paulo,
Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro e Espirito Santo. Segundo a Empresa de Pesquisa
Agropecuéria e Extensdo Rural de SC (Epagri), estima-se que sejam processadas anualmente
de 150 a 200 mil kg de frutos de jucara (equivalentes a 500-600 mil tigelas de acai de 300 g).
No Vale do Ribeira (SP), a estimativa de producdo anual é de 665 a 1.746 kg de polpa de jucara
(CONAB, 2021). No litoral do Rio Grande do Sul (Maquiné, Carad e Trés Cachoeiras) a
producdo estimada é de 28,5 mil kg de polpa.

A demanda pela polpa dos frutos da jucara para a preparacdo de diversos produtos tem
aumentado devido ao seu alto potencial energético e sabor distinto. Seu processo de obtencao
da polpa é o mesmo passado pela polpa de acai e suas caracteristicas nutricionais também sdo
comparaveis (TROIAN, 2014).

3.4.2. Descricdo botanica

A palmeira jucara (Euterpe edulis Martius) ocorre no dominio morfocliméatico da
Floresta Atlantica do Brasil e areas subjacentes, em altitudes entre o nivel do mar e 100 m, nos
estados do Rio Grande do Norte, Paraiba, Alagoas, Pernambuco, Sergipe, Bahia, Distrito
Federal, Goias, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro, S&o Paulo, Parang, Santa Catarina
e Rio Grande do Sul, alcangando, também, o nordeste da Argentina e o sudeste do Paraguai
(EMBRAPA, 2022).

O individuo adulto de E. edulis possui um estipe solitario (caule Unico), ou raramente
em touceiras, ereto, com 5 a 12 metros de altura. Tem entre 8 e 15 folhas que medem de 0,8 a
1,4 metros de comprimento, variando em coloragdo de verde oliva a verde escuro, as vezes com
manchas avermelhadas ou alaranjadas. As inflorescéncias infrafoliares (figura 17) tém cerca de
1 metro de comprimento e ficam em uma posi¢do medianamente horizontal durante a fase de
abertura dos botdes florais (antese), com pedunculos (hastes que sustentam as flores, e
posteriormente os frutos, de uma inflorescéncia) de 4 a 8,5 cm de comprimento (EMBRAPA,
2022).
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Folha nova ainda
: fechada

Folha pinada

Coroa ou Copa

Inflorescéncia ainda
envolvida pela espata

Palmito
Inflorescéncia

Estirpe ou tronco

Cicatriz foliar

Raiz fasciculata

Figura 17 - Nomenclatura de uma palmeira. Adaptado de Sodré (2005)

Os frutos de E. edulis tém entre 1 e 1,4 cm de didmetro e se formam em infrutescéncias
(cachos de frutos) derivadas das inflorescéncias. Sdo esféricos, sem pelos, e de cor quase preta
ou negro-brilhante quando maduros (figura 18). O pericarpo envolve a semente de forma
continua, apresentando um formato de anel na periferia do fruto em corte transversal. O
epicarpo é membranaceo e 0 mesocarpo € carnoso e muito fino, composto por tecido

parenquimatico rico em Gleos e pigmentos, sendo um alimento muito apreciado pela fauna
(EMBRAPA, 2022).

Figura 18 - Semente de jucara inteira. Autoria prépria.
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3.4.3. Semente de jucara

Apos o0 processamento da retirada de polpa de jucara (figura 19), a maior parte dos
solidos residuais € a semente, assim como o0 agai, uma vez que correspondem a parte majoritaria
do fruto (cerca de 80%). Assim como para 0 agai, considerando em torno de 5% de fibras, 4%
de solidos retidos e 70-85% da semente, o presente trabalho tratara o residuo provindo do

processamento do fruto de jucara como semente, por sua porcentagem majoritéria e seu

processamento sem distin¢ao das outras partes.

Figura 19 - Despolpamento do fruto de jucara. Retirado de Embrapa (2022)

As principais reservas no endosperma de jucara sdo lipidios, proteinas e hemiceluloses,
onde lipidios e proteinas estdo no citoplasma como corpos proteicos e lipidicos, e as
hemiceluloses, principalmente mananas, formam as paredes celulares espessadas. A manana é
a principal reserva presente na parede celular, confere dureza e protecdo ao embrido em
formacdo. No entanto, essa resisténcia mecanica exercida pela manana resulta em um longo
periodo de germinacdo, pois requer esforcos consideraveis de crescimento por parte do embrido
(BUCKERIDGE, 2010; MOURA et al., 2019; DE MELLO, 2022).

As sementes de jucara, assim como as de acai, sdo classificadas como recalcitrantes. A
recalcitrancia esta ligada a alta umidade relativa de uma semente, onde possuem
necessariamente um teor de &gua elevado, precisando manter a hidratacdo para manter a sua
viabilidade e germinacdo (DE MELLO, 2022). A recalcitrancia se relaciona com a presenca de
carboidratos insoltveis. No caso de sementes, esses carboidratos geralmente podem ser

armazenados em formas que ndo se movem facilmente dentro da célula, e a estrutura
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proporcionada pelos mesmos contribuem para uma alta resisténcia fisica da semente,
protegendo-a contra estresses mecanicos e desidratagdo. Assim, em ambientes onde existe uma
variacdo expressiva de umidade, os carboidratos insolUveis ajudam a manter a forma da
semente.

A maior parte do perfil fendlico da semente de jugara é encontrado na forma insoluvel
ligado aos carboidratos (89% dos compostos totais da semente). Diferentemente da sua polpa,
o0 principal composto fendlico da semente é o0 &cido 4-hidroxibenzoico, representando 79% do
teor total de compostos fenolicos (INADA et al., 2015). O contetdo fendlico total da semente
é em torno de 47 mg/ 100 g de massa seca. No entanto, vale ressaltar que ndo existem muitos

dados sobre a composi¢éo fenolica de semente de jucara na literatura.

3.5. BIOPROCESSO SUBMERSO

Um bioprocesso € um conjunto de técnicas em que se utiliza de organismos vivos ou
produtos formados por eles, como enzimas, para produzir substancias ou realizar
transformacgdes bioquimicas. Esses processos sdo essenciais em varias industrias, como
farmacéutica, alimenticia, de bebidas, biocombustiveis e produtos quimicos (TAKAHASHI et
al., 2017).

Os bioprocessos podem ser divididos em varias etapas principais, como a preparacao do
meio de cultura, na qual se consiste em preparar 0 ambiente no qual os organismos irdo crescer,
fornecendo nutrientes essenciais, etapa de inoculacdo, que é a introdu¢do dos organismos ou
células no meio de cultura preparado, fermentacdo ou bioconversdo, etapas onde ocorre a
producdo do produto desejado por meio da atividade metabolica dos organismos, podendo
ocorrer em condicGes aerobicas ou anaerobicas, dependendo do tipo de processo
(RODRIGUEZ-ZUNIGA et al., 2008; KASCHUK, 2019; VELEZ-MERCADO et al., 2021).
Além da recuperacdo e purificagdo do produto final desejado, como também a analise e controle
do processo € essencial para obtencdo de condigdes 6timas e produto final de qualidade.
Ademais, sdo processos que proporcionam meétodos sustentaveis e eficientes.

A fermentacdo submersa (FS) ou bioconversdo submersa é muito utilizada para a
produco de enzimas, incluindo as mananases (BORIN et al., 2015). E um modo especifico de
producdo onde 0s microrganismos crescem em um meio liquido, que contém nutrientes
dissolvidos. Esse tipo de processo oferece vantagens como a facilidade de controle dos

parametros operacionais, como agitacdo, aeracdo, pH, temperatura, concentracdo de oxigénio
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dissolvido, entre outros fatores (DA SILVA, 2023). Além da facilidade de escalonamento para

producdo em larga escala, tornando-a industrialmente mais viavel.

3.6. FUNGOS FILAMENTOSOS

Os fungos filamentosos sdo um grupo de fungos que crescem formando filamentos, ou
seja, formando as hifas. Essas hifas se entrelacam para formar uma estrutura chamada micélio,
que é visivel a olho nu. Eles séo diferentes dos fungos unicelulares, como as leveduras, por sua
estrutura multicelular e modo de crescimento.

Diversos microrganismos produzem mananases, incluindo bactérias, leveduras e
fungos. Entre as bactérias, as mananases s&o comuns em bactérias Gram-positivas, como vérias
espécies de Bacillus (VAN ZYL et al., 2010). Nos fungos, as mananases foram isoladas de
espécies como Aspergillus, Trichoderma e Penicillium, os quais possuem niveis de atividades
de mananases que variam significativamente entre si (MARCUS, 2014; BLIBECH et al., 2010;
FRANCO et al., 2004).

Dentre os fungos do género Aspergillus, a espécie Aspergillus niger foi identificada
como a melhor produtora de mananases extracelulares (ALSARRANI, 2011; NUNES, 2019).
E é reconhecida como uma das espécies de microrganismos mais importantes utilizados na
biotecnologia, sendo utilizada ha algumas décadas para a producdo de enzimas extracelulares e
acido citrico, os quais sdo considerados substancias seguras pela Food and Drug Administration
dos Estados Unidos. Também é popular pela utilizacdo em biotransformagdes e tratamentos de
residuos (SCHUSTER, 2002).

3.6.1. Aspergillus niger

O nome A. niger foi preservado por razdes econémicas e de recuperagdo de
informagdes, apesar de nomes mais antigos. Consensos taxondmicos baseados em dados
moleculares identificam A. tubingensis como a Unica outra especie comum intimamente
relacionada na serie Aspergillus nigri. A. niger cresce na poeira domeéstica, no solo e em mateéria
vegetal em decomposicéo, incluindo alimentos estragados. Como outros fungos filamentosos,
deve ser manuseado com cuidado para evitar a formacdo de po de esporos e ser inalado,
contudo, ndo traz problema significativo de alergia ou micopatologia comparado a outros
fungos filamentosos (SCHUSTER, 2002).

Na figura 20, € possivel observar o corpo frutifero do fungo Aspergillus niger, na ponta
de um conidiéforo, onde as pequenas esferas sdo 0s esporos, suas células reprodutivas. E ao

fundo, é possivel observar as hifas, que sdo uma rede de filamentos vegetativos.
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Figura 20 - Micrografia eletrdnica de varredura colorida (MEV) de corpo frutifero do fungo Aspergillus niger, na
ponta de um conidi6foro. Retirado de SCIENCE PHOTO (2024)

O A. niger é reconhecido por secretar extracelularmente uma variedade de enzimas
capazes de catalisar a hidrélise de coprodutos vegetais em aglcares. Ademais, muitas enzimas
produzidas pelo A. niger séo classificadas como GRAS (Generally Recognized as Safe, termo
em inglés) pela FDA (Food and Drug Administration) dos Estados Unidos, ou seja, sdo
consideradas seguras desde que cepas ndo patogénicas e nao toxigénicas sejam utilizadas e que
boas praticas de fabricacéo sejam seguidas (SCHUSTER et al., 2002).

Com relagdo a producdo de mananases a partir de um coproduto agroindustrial rico em
manana, 0 metabolismo do Aspergillus niger envolve uma série de processos biogquimicos
complexos e altamente regulados. A producéo de enzimas é regulada geneticamente, onde a
presenca de manana no meio induz a expressao de genes que codificam para mananases, assim,
reguladores transcricionais especificos reconhecem a presenca de manana ou seus produtos de
degradacéo e ativam a transcrigdo desses genes. As enzimas sdo secretadas extracelularmente,
onde a eficiéncia da produgdo enzimatica pode ser influenciada por vérios fatores ambientais,
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como pH, temperatura e, principalmente, disponibilidade de nutrientes e concentragdo de
oxigénio. O ajuste 6timo desses fatores pode maximizar a producao de enzimas.

4. METODOLOGIA

4.1. Sementes de jucara e acai

As sementes de jucara e agai foram cedidas pelas empresas Silo - Arte e Latitude Rural
(Serra da Mantiqueira, Brasil) e Acai Amazonas Ltd (Obidos, Para, Brasil), respectivamente.
As sementes foram pré-tratadas em moinho de facas modelo P19 — (Fritsch, EUA) (figura 21)
de modo a preparar e selecionar particulas menores do que 2 e 1,5 mm, respectivamente. Essas
granulacGes foram utilizadas na extracdo a partir de solventes organicos e na producgéo
enzimatica. Além disso, foram secos a temperatura ambiente até a umidade atingir valores

proximos ou abaixo de 10%, para caracteriza¢do quimica.

#l \\

Figura 21 - Moinho de facas (Fritsch - P19), localizado no Laboratorio de Bioetanol na UFRJ.

4.2. Caracterizacao do coproduto agroindustrial

O procedimento de caracterizacdo foi realizado de acordo com os trabalhos realizados
por Moore e Johnson (1967), pelo protocolo ASTM E1758-01 (2003) e Milne et al. (1992).
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4.2.1 Andlise do teor de extrativos

Inicialmente, o coproduto foi sujeito & analise do teor de extrativos, onde uma amostra
solida de aproximadamente 5,0 g foi tratada com solvente em duas fases distintas por meio de
um extrator Soxhlet contendo cartuchos de celulose, aguecido em manta de aquecimento. A
primeira fase de extracéo foi a partir da utilizagdo de agua por um periodo de 8 horas e a segunda
fase consistiu no uso de etanol 96% (p/v) durante 8 horas. A quantidade de substancias
extraiveis foi determinada por diferenca de massa, em relacdo a massa inicial, apds a secagem
do material na estufa a vacuo a 35°C durante 48 horas, seguindo os procedimentos analiticos
padrdo para a determinacdo de substancias extraiveis em biomassas, conforme adotado pelo
National Renewable Energy Laboratory (NREL) (SLUITER et al., 2008). O calculo para a

determinacdo do percentual de extrativos (%E) é representado pela equacéo 1.

%umidade
(Mfittro+am—Mfiltro)*(1— 100

%E = 100 — ( Mfiltro+am sem ext. M filtro > Eq. 1

No qual myiiro representa a massa do filtro de celulose vazio, miiro+am representa a massa
do filtro de celulose somado a massa de amostra adicionada, %umidade representa o percentual
de umidade da amostra que foi adicionada ao filtro de celulose e, finalmente Mfiitro+am sem ext
representa a massa do filtro somada a massa de amostra sem extrativo que pode ser obtida apos
a secagem do conjunto a vacuo.

Ap0s o processo de secagem do material, a composicdo de carboidratos e lignina do
material sélido foi determinada seguindo os procedimentos analiticos recomendados pelo
NREL (SLUITER et al., 2008).

4.2.2 Hidrdlise acida do coproduto agroindustrial para caracterizagdo quimica

Para realizar a hidrdlise acida, inicialmente foram utilizados 0,3 g da amostra e 3,0 mL
de &cido sulfurico 72% (p/p) a uma temperatura de 30 °C por 1 hora para a etapa de hidrélise
acida. Em seguida, a mistura foi diluida com 84,0 mL de agua ultrapura, resultando em uma
concentracédo de acido de 4% (p/p), e esta solucdo diluida foi autoclavada a 121°C por 1 hora
na seguinte etapa da hidrolise &cida. Apos o resfriamento, a mistura foi filtrada a vacuo. Apos
as duas etapas de hidrdlise acida, a fracdo soltvel foi neutralizada usando carbonato de célcio
(Merck) até o pH atingir valores entre 6 e 7. A fracdo sélida foi separada por filtragdo com
cadinhos filtrantes por bomba a vacuo. A fracdo liquida foi filtrada em filtro de membrana de
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PTFE para ser analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Nesta fracéo

foram quantificadas as concentragdes de aglcares monoméricos presente na amostra.

4.2.3 Andlise do teor de solidos insolUveis

O sdlido obtido durante a hidrdlise acida é utilizado na determinacdo da quantidade de
lignina insoltvel utilizando técnica de gravimetria. O s6lido remanescente é desidratado em um
forno a 105 °C durante 24 horas. Para calcular a propor¢do de lignina insolivel em acido, €
essencial levar em conta a por¢do solida restante, composta pela soma do percentual de lignina

insoltvel em &cido e pelo contetdo total de cinzas do material, como mostra na equacao 2.

%Residuo soldio = % Lignina,serawer + % Cinzas Eq. 2

O teor de cinzas totais foi determinado pela calcinacdo de 1 g de amostra extraida em
um forno mufla a 575 + 25 °C durante 6 h, de acordo com o procedimento adotado pelo NREL
(SLUITER et al., 2005). Todas as amostras foram quantificadas em triplicata. As equactes
usadas para determinar o percentual de lignina insoltvel e cinzas totais foram calculadas pelas

equac0es 3 e 4 respectivamente.

. . Mcad+residuo —Mcad .
%Lignina;,corqper = ( = ) — %Cinzas
oLtg insoluvel massa da amostrasecq 0

Eq.3

m i -m
cad+residuo cad Eq 4

%Cinzas =
massa da amostrageca

O termo mcad, Se refere a massa do cadinho vazio e seco, Mcad+residuo reEpresenta a massa
do cadinho seco contendo o residuo apds secagem € 0 termo Mecad+cinzas S€ refere a massa do

cadinho somada as cinzas obtidas apds a calcinagéo.

4.2.4 Andlise da composicéo de carboidratos por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Na determinacdo da concentracdo dos acglcares monomeéricos (monossacarideos
soluveis), celobiose, acglcares totais (monossacarideos e oligossacarideos) proveniente de
procedimentos de hidrdlise acida e enzimatica, foram identificados e quantificados por meio de
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HPLC. No estudo foi utilizado um HPLC ULTIMATE 3000, Thermo Scientific - E.U.A,
apresentada na figura 11, equipada com um detector de indice de refracdo, RefractorMax, com
software Chromeleon 7.1 (Dionex Ltd., Canada). O software utilizado foi o Chromeleon 7.1.
As colunas utilizadas consistem em uma pré-coluna deashing (4.6 mm 1.D. x 30 mm, BioRad,
EUA), uma pré-coluna Aminex Carbo P (4.6 mm I.D. x 30 mm, BioRad, EUA), e uma coluna
analitica Aminex HPX-87P (7.8 mm I.D. x 300 mm, BioRad, EUA). Os parametros
cromatograficos adotados aguas deionizadas (Milli-Q) grau reagente tipo | (18 MQ-cm de
resistividade), filtrada em filtro de 0,2 pm com um fluxo de 0,6 mL por minuto; temperatura do
forno (apenas para coluna analitica): 80°C; temperatura do Post-Column Cooler: 45 °C;
temperatura do amostrador automatico: 15 °C; temperatura do detector: 45 °C e tempo de
corrida: 25 min.

Para a correcdo de possiveis perdas de carboidratos durante as etapas de autoclavacéo
durante a hidrélise &cida, foram feitos padrdes de recuperacdo, onde a correcdo foi calculada

pelo percentual de recuperacdo de agucares, descrito pela equagéo 5.

Conc.detectada pelo HPLC
Conc.conhecida antes da hidroélise

Eq.5

* 100

%Recagﬁcares =

Como na biomassa os carboidratos estdo presentes em sua forma polimérica, torna-se
necessario aplicar um fator de correcdo para que haja correspondéncia entre as formas
monomeéricas e poliméricas. Este fator ¢é igual a 0,88 (ou 132/150) para acUcares de 5 carbonos
ou 0,90 para acucares de 6 carbonos. O calculo deste fator se baseia na perda de uma molécula

de &gua para cada ligacdo. Sendo assim, pela equacdo 6, tem se:

Canidaro = Cxactcar * fator de correcdo Eq. 6

Para o calculo do percentual de cada agucar nas amostras foi utilizada a equagéo 7.

100—%Extrativos)

0, J . =0 ] .
/()Agucarsem extrativo — /()A(f‘ucarsem extrativo * ( 100

Eq. 7
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4.3. Extracao a partir de solventes organicos

Para a extracdo exaustiva, foram realizadas 6 extracdes sequenciais a partir do mesmo
coproduto. Todas as extracdes foram realizadas com 12,5% de sélidos (m/v) em um shaker
aclimatado a 55°C, sob agitacdo orbital a 120 rpm, durante 60 minutos. As cinco primeiras
extragdes foram realizadas utilizando etanol 65% (v/v) como solvente, enquanto a Ultima foi
realizada com acetona 70% (v/v). Apos cada extracdo, o material foi filtrado a vacuo em
membrana de fibra de vidro. O material vegetal foi lavado, recuperado e utilizado na extracéo
seguinte. Apos as extracdes, o material foi seco a temperatura ambiente.

As fragBes liquidas resultantes da primeira extragdo etanodlica de ambas as sementes
foram concentradas em rotavapor Buchi® Rotavapor® RII, de modo a se obter 3 concentragdes
diferentes a partir de cada extrativo. Para o extrato etandlico de acai foi obtido um extrato 1 vez
concentrado, 2 vezes e 4 vezes. Para o extrato etanolico de jucara foi obtido um extrato 1 vez

concentrado, 4 vezes e 5,7 vezes.

4.4. Manutencao e propagacéo de esporos de Aspergillus niger

A suspensdo de esporos dos fungos Aspergillus niger 1234 e 205 (CFAM/Fiocruz -
colecdo de fungos da Amazo6nia) foram obtidos a partir de esporos armazenados em meio
Castellani, apds o cultivo em placas de Petri com meio solido PDA (Agar Potato Dextrose) a
30°C por 9 dias. A suspensédo de esporos foi preparada a partir de uma raspagem das placas
com alcas estéreis e solucdo salina esterilizada (NaCl 0,9%). Em seguida, foi centrifugada a
6000 rpm por 10 minutos, a fase liquida foi descartada e os esporos foram acondicionados em
solucédo glicerol 20%, na proporc¢do de 1mL de suspensdo de esporos para 5 mL de solucdo de
glicerol e armazenados em tubos criogénicos a -20°C.

A contagem de esporos foi realizada na cdmara de Neubauer através de microscopia

Optica.

4.5. Bioprocesso submerso

O pré-inoculo foi cultivado em 2 dias com 1% (v/v) de suspenséo de esporos (acima de
107 conidios/mL) como indculos a 30 °C, sob agitagdo de 200 rpm. Apés esse periodo as
enzimas foram produzidas em Erlenmeyer de 250 mL, contendo 100 mL de meio de cultivo
com 40 g/L da fonte de carbono e 5 g/L do extrato de levedura com 10% (v/v) de pré-inculo
durante 7-10 dias, nas mesmas condicdes de temperatura e agitacdo do pré-indculo (NUNES,
2019).
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A cada 24 horas foram retiradas aliquotas dos meios de produgdo enzimatica e por
centrifugagéo a 6000 rpm por 10 minutos, foram separados o extrato bruto do meio da biomassa
fangica e coproduto. Em seguida, o sobrenadante foi acondicionado em -20°C para posterior

determinacéo da atividade enzimatica de mananases.

4.6. Dosagem atividade enzimatica

A dosagem de mananases foi quantificada por meio da liberacdo de aglcares redutores
totais utilizando o reagente de DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico) que consiste na reacéo
equimolar dos acUcares redutores liberados da hidrolise do substrato pelas mananases com o
DNS (cor amarelo), que é reduzido a um composto colorido avermelhado, o &cido 3-amino-5-
nitrosalicilico, oxidando o monossacarideo redutor (MALDONADE et al., 2013).

Na dosagem de atividade enzimatica foi utilizado LBG (Locust bean gum) (Sigma
Aldrich) a 0,5% (m/v) como substrato em tampao citrato 50 mM com um pH 4,8. O substrato
ficou sob agitacdo a 100 rpm a 50°C durante 2 horas, ap0s esse periodo manteve-se em agitacdo
overnight a temperatura ambiente. Em seguida, o substrato foi centrifugado durante 10 minutos
a 5000 rpm para remover a parte insoltvel presente e em seguida ele foi acondicionado a -5°C.
Os extratos brutos da producéo foram incubados a 50°C com o substrato na razdo 1:1 durante
10 minutos, no final desse tempo foi coletado um ponto de 0,5 mL da mistura reacional. Em
cada ponto foi adicionado 0,5 ml de reagente de DNS e em seguida foi levado para aquecimento
a 100°C por 5 minutos. Ap6s ser aquecido foi adicionado 6,5 ml de &gua para a leitura da
absorbancia a 540nm no espectrofotdmetro (STALBRAND et al., 1993, ALSARRANI et al.,
2011).

A concentracdo de acucares redutores totais liberados foi calculada pelo fator de
conversdo obtido na curva padrdo de manose e a determinacdo da atividade enzimatica de
mananases foi calculada de acordo com a equagédo 8, onde uma unidade internacional (Ul)

corresponde a 1umol de produto gerado por minuto, em condic¢des de velocidade inicial.

AE [ UI] D*A*Vr(mL)

E = abs .
fc(”mol_mL)*t(an)*Ve(mL)

Eq. 8
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4.7. Determinacdo da inibicdo em placa de 97 pogos

A concentragdo inibitéria minima dos extratos brutos de acai e jugara contra o
Aspergillus niger 1234 foi obtida usando o método de microdiluicdo seriada CLSI (M27-
A3/M27-S3) com alteracdes (SILVA et al., 2018). Inicialmente, foi realizado o crescimento do
fungo filamentoso em placa de Petri com meio PDA a 25 °C por 7 dias. Entdo, apos o
crescimento e esporulacéo efetiva, foi preparado uma suspensdo de esporos em agua destilada
estéril, que foi filtrada em tecido Miracloth® e teve sua concentragdo corrigida para 10*
conidios/mL por contagem em camara de Neubauer.

Em uma microplaca de 96 pocos, foram adicionados 50 puL de caldo batata dextrose
(BD), 100 pL da suspensdo de esporos e 50 uLL da amostra, sendo a absorvancia em 600 nm
lida nos tempos inicial e final dos ensaios. As microplacas foram incubadas 25 °C por 48 horas.
Cada concentracdo dos extratos brutos de acai (1x, 2x e 4x) e jucara (1X, 4x e 5,7x) foram
avaliadas em octoplicata, sendo usados controles de meio de cultivo ndo inoculado e do fungo.
A indicacédo do extrato bruto concentrado inibidor é considerada a menor concentracdo em que
ndo se detecta crescimento fungico por turbidez do poco inoculado e/ou que ndo se tenha
diferenca estatistica entre a absorvancia inicial e final do experimento. Foram lidas as
absorvancias em 0 horas, 24 e 48 horas.

Apos as 48 horas, foram retiradas aliquotas dos pogos e passadas para placas de Petri
com meio PDA, sendo mantidas em temperatura ambiente até 7 dias, de modo a avaliar o

crescimento dos pocos controles e inoculados com 0s extratos.

4.8. Teste de inibicdo em pogos em placas de PDA

Foi avaliada a atividade inibitoria dos extratos de agai e jucara por perfuragdo em meio
de PDA em placas de Petri. Inicialmente, foi realizada a remocao do meio de cultura sélido com
auxilio de um objeto cilindrico estéril de 5-6 mm de didmetro para a formacéo de pogos, nos
quais foram preenchidos com os extratos de acai e jugara em suas respectivas concentraces
(MOOQDY et al., 2004). Como controle negativo foi adicionado agua estéril em um dos pocos.
A disposicdo dos pocos é demonstrada na figura 22. As placas foram inoculadas com

Aspergillus niger 1234.
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Figura 22 - Placas de Petri com meio PDA com perfuracdes preenchidas por extratos de acai e jucara,

respectivamente, e com &gua estéril como branco, inoculadas com Aspergillus niger 1234,

4.9. Acompanhamento de crescimento de biomassa

Para a determinacdo da massa de biomassa fungica obtida na producdo enzimatica foram
utilizados fracos de Erlenmeyers de sacrificio, ou seja, cada dia foi um ambiente (nico de
producéo. Para tanto, os béqueres foram secos a 105°C por 24 horas e ap0s esse periodo foram
pesados em balanca analitica. Em seguida, foram transferidos os volumes totais do meio, no
caso, 50 mL de cada frasco de Erlenmeyer, para dois tubos Falcon de 50 mL cada, e
centrifugados em 6000 rpm por 20 minutos. O sobrenadante foi estocado para analises de
atividade enzimatica e pH, e o precipitado foi lavado com agua destilada e centrifugado
novamente. O processo de lavagem foi realizado em triplicata.

Em seguida, a biomassa lavada foi transferida para os béqueres previamente secos e
pesados e levadas para secagem na mufla a 105°C por 24 horas. Apds esse tempo, 0s béqueres
contendo biomassa (valor de biomassa do fungo + massa da fonte de carbono) foram pesados
em balanca analitica. Foi realizada a digestdo acida da biomassa do fungo utilizando a solucéo
de Acido acético (80%) + Acido nitrico (100%) na proporcdo de 10:1 (7,5 mL de solucéo para
50 mL de amostra) em banho maria a 100°C por 30 minutos, dentro da capela de exaustdo. O
tempo de degradacdo do fungo foi contado a partir do momento em que foi atingido a
temperatura de 100 °C. A amostra digerida foi transferida para tubos Falcon de 50 mL e
centrifugadas nas mesmas condi¢des supracitadas. O sobrenadante foi desprezado e o corpo de
fundo foi lavado com agua destilada e centrifugar novamente, onde esse processo foi realizado

em triplicata.
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A massa resultante foi transferida novamente para os béqueres e secas na mufla a 105°C
por 24 horas. Apés a secagem os béqueres foram pesados para quantificacdo da massa seca
(massa da fonte de carbono). A determinacdo da massa seca de fungo (DWF - Dry Weight of

Fungus, termo em inglés) é calculada pela diferenca de peso, como mostra a equacao 9.

Mbiomassa = (mbéquer + biomassa + coproduto mbéquer) - (mbéquer + coproduto mbéquer)

Eq. 9

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo da semente de jucara e acai

No inicio deste trabalho, ndo se tinha na literatura dados da caracterizacdo para a
semente de jucara. Entdo, inicialmente, foi realizada a caracterizacdo da composicdo quimica
da semente de jucara com a finalidade de analisar a sua adequacdo como fonte de carbono para
a inducdo da produgdo mananases. Para a semente de acai, foram utilizados os dados de
caracterizacdo apresentados na tabela 2 da secdo 3.3.3, de um trabalho recente do grupo
(MONTEIRO et al., 2019).

Analisando macroscopicamente as sementes, foi observado que a semente de jucara é
envolta por uma camada de fibra (figura 23-a) onde sua massa média € de 0,77 g + 0,25, as
amostras variaram de 0,31 a 1,12 g. Para as sementes inteiras de acgai (figura 24-a) os valores
reportados sdo de 0,78 g = 0,12 (MONTEIRO et al., 2019), de modo que pelas semelhancas
boténicas ¢é esperado a similaridade entre os valores. O percentual de massa de fibra de acai
(figura 24-c) em relacdo a semente inteira (figura 24-a) é equivalente a 5,97% =+ 1,45
(MONTEIRO et al., 2019). Para todas as metodologias empregadas, as sementes de jucara e
acai passaram por moinho de facas apresentando a granulagéo indicada na figura 23-d e 24-d,

respectivamente.
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Figura 23 - Amostras de sementes de jucara: (a) semente inteira; (b) camada de fibra da que envolve a semente;
(c) semente partida ao meio, apds remocao das fibras externas; (d) sementes moidas ap6s a remocdo das fibras

externas. Fonte: Autoria propria.
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Figura 24 - Amostras de sementes de acai: () semente inteira; (b) semente ap6s remocao das fibras externas; (c)

camada de fibra da que envolve a semente; (d) sementes inteiras moidas. Retirado de Monteiro et al. (2019).

Com relagdo a caracterizacdo quimica das sementes de jucara, mostra-se na tabela 3 0s
resultados do presente trabalho e uma comparagcdo com os resultados obtidos por Marconi
(2024). E possivel observar o alto teor de manose no contetido hidrolisado, que ocorre por conta
de as paredes secundérias das células do endosperma das sementes conterem pouca celulose,
assim, sdo constituidas principalmente por polissacarideos ndo celulésicos de armazenamento,
como mananas, galactomananas, glucomananas, xiloglucanas e galactanas, os quais sé@o

digeridos durante a o processo de germinacdo (MONTEIRO et al., 2019).

Tabela 3 — Composigdo quimica das sementes inteiras de jucara de dois lotes diferentes, expressas em percentual

de matéria seca.

Material Semente de jucara

Extrativos 13,28 £ 0,43 7,60 + 0,84 8,34 +0,52
Cinzas 0,99 +0,61 1,98 + 0,07 2,00 £0,16
Residuos insolaveis | 15,95 + 0,35 13,14 + 2,15 12,74 + 2,98 7,90+ 1,34
Manose anidra 60,60 + 4,02 61,61 +1,87 66,17+ 3,77 66,70 £ 5,47
Glicose anidra 9,12 +1,37 8,78 £ 0,06 3,79+ 0,05 5,55+ 0,30
Arabinose anidra | 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 +£ 0,00 0,00 + 0,00
Xilose anidra 4,67 +0,69 3,27+ 0,33 1,48+ 0,15 0,35+0,19
Galactose anidra 4,46 + 0,49 2,23 +0,57 1,53+ 0,09 0,00 £0,00
Total 109,07 £ 7,96 | 103,3 + 6,02 95,29 + 7,90 90,84 + 7,98
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Fonte Marconi, 2024 Presente trabalho

E possivel observar diferencas nos percentuais para os diferentes lotes, até mesmo a
diferenca entre as caracterizacGes do mesmo lote, e essa distingdo observada pode ser explicada
por uma diferenga de maturagdo entre as sementes. O desenvolvimento dos frutos de E. edulis
e E. oleracea ocorre em trés fases: aquosa, gelatinosa e solida (DE MELLO et al., 2022), onde
0 amadurecimento € acompanhado por diminuicdo do teor de umidade, aglUcares soluveis,
proteinas e amido, e apresentam uma estrutura subcelular associada a um comportamento
extremamente recalcitrante. Além do papel de reserva de parede celular, as galactomananas
influenciam no fluxo de &gua, devido a sua maior solubilidade, nos primeiros estagios da
maturacdo (BUCKERIDGE et al., 2000). O grau de ramificacdes de galactose em mananas vai
definir as relagGes estrutura-funcdo, uma vez que quanto mais ramificado, mais soltvel o
polissacarideo e maior a participacdo deste em fungbes como as relagdes hidricas, visto que
esse polissacarideo absorve, proporcionalmente, grande quantidade de agua e a distribui ao
redor do embrido. J& quanto menor o grau da ramificacdo, maior a funcéo bioldgica relacionada
a dureza e protecdo do embrido, caracteristica do final do desenvolvimento dos frutos
(BUCKERIDGE et al., 2000).

A alta presenca de manose em comparagao aos outros agucares, assim como para as
caracterizacdes de semente de acai, descritas na tabela 2 da secdo 3.3.3, sugere que 0
polissacarideo majoritario é a manana linear (cadeia linear de manana com mais de 90% de
manose) (MONTEIRO et al., 2019). A qual apresenta alto grau de interatividade
intermolecular, formando cristais na parede celular, o que confere dureza e diminui sua
solubilidade, e por isso sdo associados a um sistema de protecdo do embrido contra danos
mecénicos (BUCKERIDGE et al., 2000).

Além disso, fatores climaticos durante a floracdo influenciam a producao de frutos, e
essa relacdo pode ser estendida & formacéo de metabdlitos nas sementes, por exemplo, a alta
precipitacdo e umidade reduzem a presenca de polinizadores e causam danos as flores,
prejudicando a formacéo de polen e diluindo a concentracao de agtcares no néctar, 0s quais séo
precursores importantes para a sintese de metabdlitos, essenciais para o desenvolvimento
saudavel das sementes (DE MELLO et al., 2022).

Os residuos insoluveis apresentados podem conter percentuais de lignina, porém é
necessario analises mais especificas para determinar o conteldo desses residuos insoliveis
(MONTEIRO et al., 2019).
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A porcentagem de extrativos obtidos para o agai foi reportada entre 9 e 15% (tabela 2,
item 2.3.3.), enquanto para a jucara, o valor ficou entre 7 e 13%. Essa porcentagem, tanto para
0 acai quanto para a jucara, se relaciona com a composicao fenolica, uma vez que possuem uma
parcela solivel em agua e etanol (MONTEIRO et al., 2019; MELO et al., 2016). Entretanto,
existe uma parcela insolivel em solventes organicos, visto que os compostos fenoélicos podem
se ligar aos carboidratos da parede celular formando interagdes de hidrogénio, as quais séo
formadas entre grupos hidroxila de polifendis e &tomos de oxigénio das ligacbes glicosidicas
ou grupos hidroxilas de polissacarideos (MONTEIRO et al., 2019). No caso das procianidinas,
composic¢do fendlica majoritaria do acai, estudos também destacaram o aumento da interacdo
com o aumento do grau de polimerizacdo de procianidinas, e para essas sementes é reportado
uma maior presenca de procianidinas com alto grau de polimerizacdo, portanto, a extracao
desses compostos com solventes organicos ndo é completamente efetiva (MARTINS et al.,
2020). A outra parte do percentual pode ser uma gama de compostos presentes nas sementes e
que possuem solubilidade em agua e etanol.

No caso da jucara, que possui uma composicdo fendlica majoritaria em acido 4-
hidroxibenzoico, também é possivel obter uma parcela do acido fendlico no valor de extracao,
onde considerando as ligacBes covalentes desses acidos com os polissacarideos da parede,
também ndo € representado em sua totalidade dentro do valor de extrativos apresentado. Além
das interagdes entre os compostos, a recalcitrancia, rigidez e propriedades estruturais das
sementes também podem ser fatores importantes para a dificuldade das extracfes organicas
(JAKOBEK, 2015; MARCONI, 2024).

Portanto, ao relacionar os dados da caracterizacdo é possivel deduzir que as sementes
jucara sdo boas indutoras de enzimas mananases, Visto a presenca majoritaria de mananas. A
mesma premissa vale para os dados reportados na literatura para as sementes de acai
(MONTEIRO et al., 2019). No entanto, considerando os dados disponiveis na literatura de
caracterizacdo quimica dos extrativos de ambas, € necessario avaliar o impacto de tais

compostos no cultivo dos fungos.

5.2 Producgdo enzimaética

De forma a avaliar a viabilidade da inducdo de enzimas pelas sementes de agai e jucara,
foram realizadas producdes de mananases com o fungo filamentoso Aspergillus niger.
Inicialmente, optou-se por avaliar dois fungos de colecdo do laboratorio utilizando apenas a

semente de jucara como fonte de carbono, a fim de selecionar o fungo de estudo com esses
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experimentos preliminares. Assim, as figuras 25 e 26 apresentam uma comparacao da produgéo
extracelular de mananases por Aspergillus niger 1234 e A. niger 205 utilizado sementes de
jucara como fonte de carbono, comparadas com diferentes fontes de carbono, incluindo como
referéncia, como a macauba (Acrocomia aculeata), fruto provindo de uma palmeira e que
possui teor de manana significativo (DA SILVA, SILVA e PARENTE, 2009), LBG (locust

bean gum) que é uma galactomanana comercial e a propria semente de jucara.
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Figura 25 - Atividade de mananases em Ul/mL produzidas a partir do Aspergillus niger 1234, utilizando

macauba, jugara e LBG como fontes de carbono.
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Figura 26 - Atividade de mananases em Ul/mL produzidas a partir do Aspergillus niger 205, utilizando macauba,

jucara e LBG como fontes de carbono.

Ao relacionar os resultados obtidos nos graficos 25 e 26 acima, no sétimo dia de
producdo enzimatica, o A. niger 1234 apresentou uma atividade superior em 60%, 450% e 110%
da atividade correspondente as enzimas pelo A. niger 205, para a macauba, jucara e LBG como
fonte de carbono, respectivamente. Portanto, todas as producdes enzimaticas a seguir foram

realizadas apenas com o fungo A. niger 1234, visto sua melhor capacidade de producao.
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Além da produgdo com a semente em sua forma in natura, as sementes passaram por
um processo de extragBes sucessivas com alcool e acetona, a fim de exaurir 0s compostos
fenolicos solGveis em solventes organicos. Dessa forma, ao comparar 0s extratos obtidos apés
a primeira extracao para as sementes de acai e jucara, foi observado uma grande discrepéancia
por andlise visual qualitativa (figura 27). Essa diferenca colorimétrica pode ser explicada pela
presenca majoritaria das procianidinas no extrato da semente de acai, as quais proporcionam a
coloracdo vermelha (MALIEN-AUBERT, DANGLES e AMIOT, 2002; MARTINS et al.,
2020), o que nao é visto no extrato de semente de jucara, que ndo possui procianidinas, sendo
abundante no &cido 4-hidroxibenzoico, que ndo agrega nenhuma coloracdo intensa (INADA et
al., 2015).

Além disso, é importante ressaltar que esses extratos ricos em compostos fenolicos,
como as procianidinas, obtidas a partir de sementes de frutos, sdo de grande importancia no
mercado devido as essas propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias e antimicrobianas
(SILVA et al., 2014; MARTINS et al., 2020; INADA et al., 2015; de Mello et al., 2022). Esses
compostos tém aplicacOes diversas na industria alimenticia, farmacéutica e cosmética, onde sdo
utilizados para melhorar a estabilidade de produtos, prolongar sua vida atil e potencializar
efeitos benéficos a salde, o que amplia seu valor no desenvolvimento de novos produtos
terapéuticos e nutracéuticos. Logo, apesar de ser um possivel problema para a producgéo
enzimatica do presente trabalho, esses extratos possuem aplica¢cdes importantes.

As sementes obtidas ap0s o processo de extracdo foram utilizadas na producédo

enzimatica, a fim de se comparar os efeitos desses compostos extraiveis.

Figura 27 - Extrato hidro-etandlico de semente de jucara (dois primeiros frascos a esquerda) e acai (dois Gltimos

frascos a direita), respectivamente.

As producdes enzimaticas realizadas para comparar as atividades resultam nos dados

mostrados nas figuras 28, 29 e 30. Na figura 28, observa-se que a extracdo das sementes de
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jucara ndo resultou em diferenca estatisticamente significativa na producdo enzimatica. 1sso
pode estar atrelado a uma possivel extracdo de nutrientes essenciais no meio para a producao
de enzimas, de forma que ao passo que extraia a composic¢éo fenolica, que apresenta atividade
antimicrobiana, também s&o podem ser retiradas proteinas importantes para o fungo.

J& no caso das sementes de acai (figura 29), houve um aumento de 180% na atividade
das mananases, indicando que a extragcdo € uma etapa crucial para a produgdo enzimatica, ja
que os resultados entre as producGes com as sementes in natura e ap0s a extracdo sao diferentes
estatisticamente entre si (p<0,05). Além disso, comparando as producdes enzimaticas induzidas
pelas sementes apos a extracdo com a producgdo utilizando o LBG, foram obtidos resultados
semelhantes.
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Figura 28 - Atividade de mananases em Ul/mL produzidas a partir do Aspergillus niger 1234, utilizando jucara
in natura e jugara apds extracdo como fontes de carbono.
Letras minusculas diferentes nas barras indicam diferenca estatistica pelo teste Tukey (p<0,05); Letras iguais ndo

diferem entre si significativamente.
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Figura 29 - Atividade de mananases em Ul/mL produzidas a partir do Aspergillus niger 1234, utilizando acai in
natura e agai ap6s extragdo como fontes de carbono.
Letras minusculas diferentes nas barras indicam diferenca estatistica pelo teste Tukey (p<0,05); Letras iguais ndo

diferem entre si significativamente.
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Figura 30 - Atividade de mananases em Ul/mL produzidas a partir do Aspergillus niger 1234, utilizando jucara e
acai ap6s extragdo, e LBG como fontes de carbono.
Letras minusculas diferentes nas barras indicam diferenca estatistica pelo teste Tukey (p<0,05); Letras iguais ndo

diferem entre si significativamente.

O LBG é uma goma obtida das sementes da alfarrobeira (Ceratonia siliqua), cultivada
abundantemente na regido do Mediterraneo, especialmente na Espanha, Itlia e Chipre. E uma
galactomanana, ou seja, um polissacarideo de alto peso molecular composto por unidades de
galactose e manose, tendo em sua estrutura uma cadeia linear de unidades p-D-manopiranosil
ligadas em 1 — 4, com residuos de a-D-galactopiranosil ligados em (I — 6) como cadeias
laterais (MUDGIL, BARAK e KHATKAR, 2014).

O LBG, sendo uma galactomanana comercial ndo cristalina, &€ mais facilmente
degradado pelos fungos, resultando em uma producdo enzimatica eficiente devido a sua
estrutura acessivel. Em contraste, as sementes de acai e jugara, ricas em mananas com alto grau
de cristalinidade, apresentam uma estrutura mais complexa e resistente a degradagédo
enzimatica. Isso pode resultar em uma taxa de consumo mais lenta e, possivelmente, em uma
menor produgdo de mananases em comparagdo com o LBG. A diferenca na estrutura dessas
fontes de mananas pode influenciar diretamente a eficiéncia do fungo em degrada-las e,
consequentemente, na quantidade de enzimas produzidas, deste modo, os resultados
semelhantes obtidos de atividades enzimaticas quando utilizadas as sementes ou a
galactomanana comercial indicam um resultado significativo de producgéo de enzimas (figura
30), uma vez que as fontes de carbono com maior nivel de dificuldade de acesso pelo fungo
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apresentam resultados semelhantes aquelas mais disponiveis. Além disso, ao analisar os dias de
producdo, o sétimo e o décimo dias apresentaram produgdes enzimaticas estatisticamente
iguais. Portanto, por questfes de custo e tempo, a producdo enzimatica é mais eficiente até o
sétimo dia.

Avaliando dados de atividade de mananases publicados na literatura utilizando fungos
Aspergillus (tabela 4) é possivel observar que ndo existe uma relacdo estreita entre as
metodologias de producdo e dosagem de atividade enzimética de mananases, de modo que €é
observado diferencas entre valores de pH, fontes de carbono escolhidas e sua concentracdo no
cultivo, além do tempo de cultivo e percentual de substrato utilizado para o ensaio de atividade
enzimatica. Por exemplo, alguns trabalhos reportados na tabela 4, utilizaram uma concentragdo
de substrato de 1%, enquanto o presente estudo usou 0,5% de LBG, além de algumas
fermentacdes terem sido realizadas em biorreatores e em temperaturas diferentes, enquanto no
presente trabalho foi realizado em Erlenmeyer acondicionado em shaker. Devido a essas
diferengas metodolégicas, a comparacédo entre os dados de atividade obtidos é dificultada.

Tabela 4 - Comparagdo da atividade enzimética de mananases, em Ul/mL, por diversos fungos, com fontes de

carbono e pH do meio diferentes.

Microorganismo Fonte de pH Atividade Fonte
carbono enzimatica
(Ul/mL)

Aspergillus niger 1234 Torta dczgéraos de 55 23,1 Barros, 2023
Aspergillus niger 1234 LBG 4,8 15,0 Tomaz, 2024
Aspergillus niger 205 LBG 6,5 2,89 Nunes, 2019

Aspergillus niger Copra .

NCH-189 desengordurada 6,5 28,0 Lin e Chen, 2004
Aspergillus niger - 5,0 2,90 Alsarrani, 2011
Aspergillus foetidus casca de soja 55 6,39 Marco, 2014

Aspergillus fumigatus LBG 6.0 19,9 P“rcg%rigt al,

Contudo, trabalhos realizados por Tomaz (2024), Barros (2023) e Nunes (2019) no
Laboratorio Bioetanol da UFRJ, com uma metodologia semelhante ao presente trabalho,
relataram um pico de atividade de 15,0, 23,1 e 2,90 Ul/mL no 7° dia utilizando residuos de café

e LBG como fontes de carbono nos cultivos. Neste trabalho, os cultivos apresentaram o0s
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seguintes picos de atividade no 7° dia de producdo enzimatica: 22,14 + 0,01 Ul/mL para a
semente de jucara in natura, 19,99 + 1,82 Ul/mL para a semente de jugara apos extracao, 6,34
+ 0,25 Ul/mL para sementes de acai in natura e 17,77 + 1,31 UI/mL para sementes de acgai apds
extracdo. Portanto, num panorama geral, os resultados obtidos neste trabalho representam
valores compativeis ou mais elevados se comparados a literatura.

Ainda, foi observada a formag&o de pellets utilizando sementes de agai e jugara como
fontes de carbono no meio de cultivo, o0 que ndo ocorreu com outras fontes de carbono utilizadas
nos experimentos preliminares, como macauba e LBG, nos quais o fungo cresceu e se dispersou
no meio em sua forma filamentosa (figura 31). Pellets sdo agregados de hifas em formato
esférico ou oval, podendo atingir diversos diametros, desde micrdmetros até milimetros, onde
ndo existe um consenso se a sua formacao é benéfica ou ineficiente para bioprocessos, sendo
necessario analisar caso a caso (PIRT, 1966; VEITER RAJAMANICKAM e HERWIG, 2018).
Além disso, é reportado na literatura que alguns pardmetros como agitacao, disponibilidade de
oxigénio e nutrientes, pH, vestigios de metais, entre outros, vao afetar a formacao de pellets. A
partir de uma comparacao visual dos meios de cultivo com as sementes in natura e apos as
extracGes também foi possivel perceber uma diferenca entre as morfologias dos pellets (figura
32), onde a extracao de compostos soltveis promoveu o0 aumento do seu didmetro.

Ravula (2017) reportou o crescimento de pellets de Neurospora intermedia em meios
com a presenca de inibidores como 4&cido citrico, hidroximetilfurfural e furfural, que
promoveram um aumento na producdo de etanol mesmo na presenca de agentes inibidores. Ou
seja, em alguns casos, principalmente em presenca de agentes que causam algum estresse, a
forma de pellets pode trazer beneficios ao bioprocesso. Zhang e Zhang (2016) escrevem que a
formacéo de pellets ¢ influenciada por interaces eletrostaticas, hidrofobicidade e componentes
especificos da parede de esporos, nos quais as interacdes eletrostaticas sdo resultantes de forgas
de Van der Waals e repulsdo de cargas negativas de grupos carboxilicos na estrutura da parede
de esporos. Assim, geralmente, um menor tamanho de pellets estd associado a maiores
rendimentos de processos, visto que ha uma melhora do transporte de nutrientes entre as regides
dos pellets (figura 33).

Essa ultima afirmacéo ndo condiz com a produgdo enzimatica em meio com sementes
de acai como fonte de carbono, uma vez que o maior didmetro de pellets resultou em maior
atividade enzimatica. Uma possivel explicacdo € que as procianidinas de alto grau de
polimerizacgdo (DP), conhecidas por sua alta atividade antimicrobiana (MARTINS et al., 2020),
estdo mais aderidas a parede celular das sementes de acai. A extragdo com solventes organicos
remove esses compostos na forma soltvel, mas ao passo que o fungo consome o residuo solido,
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as procianidinas com maior DP que ndo foram extraidas por solvente séo liberadas, mantendo
um agente antimicrobiano no meio, mas em menores concentracfes, 0 que permite o
crescimento, refletido no aumento do diametro.

A complexidade do assunto vai para além da formacgdo dos pellets em si, sendo
necessario relacionar a outros fatores do meio e compostos. Assim, a formacédo de pellets € um
indicio de algum agente inibidor no meio e/ou mesmo a falta de algum nutriente, esta
influenciando o metabolismo do fungo, aléem da capacidade de resposta de protecdo a esses

fatores.

Figura 31 - Diferentes morfologias de A. niger 1234 em in6culos com diferentes fontes de carbono. Meio com

LBG (locust bean gum) (frasco a esquerda), meio com macaudba in natura (frasco central), meio com jugara in

natura (frasco a direita).
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Figura 32 - Formacéo de pellets de A. niger 1234 em indculos com diferentes fontes de carbono. A. Meio com

jucara in natura; B. Meio com jugara apos extracdo; C. Meio com agai in natura; D. Meio com acai apds

extracao.
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Figura 33 - Pellet de Aspergillus niger 1234 visto em microscopio 10x e 40x, respectivamente. Na primeira
figura existe a regido do nlcleo (parte central, maciga e mais escura do pellet), seguida do corpo e fronteira (na
segunda figura é possivel perceber a regido da fronteira entre o corpo do pellet e a regido peluda), e por fim, a

regido “peluda” onde as hifas se encontram mais dispersas (regido superficial da primeira figura).

Portanto, essas diferencas morfoldgicas observadas e as atividades enzimaticas
apresentadas para as sementes de acai e jucara antes e depois da extracdo podem ser explicadas
por seus conteudos de compostos fendlicos (MONTEIRO et al., 2019). Apesar da extracao da
semente de jucara ndo ter influenciado a producdo de mananases, o cultivo nessa fonte também
resultou em uma resposta ao estresse, com a formacdo de pellets. Assim, os resultados séo
coerentes, visto que os extratos das sementes ricas nesses compostos possuem uma atividade
antimicrobiana ja conhecida e podem provocar mudancas no metabolismo, alterando a
producéo de enzimas (ALEJO-ARMIJO et al., 2018; MARTINS et al., 2020).

5.3 Crescimento da biomassa flngica

Foi realizada uma analise quanto ao crescimento da biomassa fungica durante o
processo de produgédo enzimatica utilizando como fontes de carbono: sementes de agai in natura
e sementes de acai ap0s a extracao, a fim de verificar alguma inibi¢do ou retardamento. Assim,
comparando os resultados do crescimento da biomassa fungica durante o tempo de producgao
no meio com acai in natura (figura 34) e no meio com acai ap6s extracéo (figura 35), observa-
se que a producdo de biomassa foi menor no meio com acai in natura. Além disso, houve menor
variacdo no crescimento ao longo do tempo de producdo, indicando uma estagnacéo ou até
mesmo uma certa inibigdo do crescimento.

74



75

20 6,5
18 6,3
6,1
16

59

pH

14
5,7

) I I I I I I I i
10
1 2 3 - 5 6 7

5

53

Biomassa A. niger 1234 (g/L)

Dia
B Biomassa (g/L) pH

Figura 34 - Acompanhamento do crescimento da biomassa do Aspergillus niger 1234 e pH em meio

fermentativo com semente de agai in natura como fonte de carbono.
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Figura 35 - Acompanhamento do crescimento da biomassa do Aspergillus niger 1234 e pH em meio

fermentativo com semente de agai apds extragdo como fonte de carbono.

Além disso, o pH também n&o apresentou variagdo no meio com acai in natura. Com
0 acai ap6s a extracdo, o pH do meio apresentou uma pequena variacdo, comum de
bioprocessos. E reportado na literatura a producéo de alguns acidos organicos por Aspergillus
niger a partir do consumo de acgucares, onde a principal fonte de geracdo de acidos organicos
em A. niger € através do ciclo do acido citrico, ou ciclo de Krebs, que ¢ a via degradativa no
metabolismo para a geragdo de ATP e fornece intermediarios para a biossintese de aminoacidos
(ANDERSEN, LEHMANN e NIELSEN, 2009; PEREZ e VAZQUEZ, 2023). Portanto, uma
possivel explicacdo para essa completa estabilizacdo é que se tenha uma inibicdo da producédo
de &cidos orgénicos no meio rico em procianidinas, enquanto no meio apos a extracao se tenha

alguma producdo de modo a gerar uma ligeira variagdo no pH, mesmo que em meio tamponado.
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E importante também destacar que uma das dificuldades da técnica utilizada na
quantificacdo da biomassa fungica durante a producéo de enzimas reside no fato de que o fungo
degrada parte dessas sementes ao longo do processo, isso significa que a massa das sementes
consumidas pelo fungo se mistura com a massa total calculada, dificultando a distin¢éo do valor
preciso entre o material original da semente e a biomassa fangica. Como resultado, o valor da
massa das sementes degradadas influencia os resultados, introduzindo uma varidvel que nédo é
diretamente quantificada e, consequentemente, afetando a precisdo das medicdes da biomassa

fangica.

5.4 Concentracdo minima inibitéria (MIC) do extrato bruto e teste de po¢os em PDA

Foram realizados testes de inibicdo com os extratos brutos concentrados a fim de avaliar
0 comportamento do fungo aos compostos presentes nos extratos e uma possivel capacidade
fungicida ou fungistatica. Os resultados mostraram uma turbidez crescente em todos 0s pogos
com o fungo presente com os passar das horas, indicando o crescimento fungico. Ou seja, ndo
houve inibicdo do A. niger 1234 pelos extratos, mesmo 0s mais concentrados.

De forma a se entender melhor o efeito dos extratos no microrganismo, 0s meios dos
pocos foram transferidos para placas de PDA e entdo, foram obtidos os resultados da figura 36.
E possivel observar um aumento na quantidade de células com o aumento da concentragdo dos

extratos de ambas as sementes, comparando com o controle do fungo também.

Controle A. niger 1234 Acal 1x
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Figura 36 - Placas de PDA (potato agar dextrose). Controle A. niger 1234: fungo sem extrato etanolico; Controle
meio: meio sem a presenca do fungo ou extrato etandlico; Acai 1x: fungo com extrato etandlico bruto de
semente de agai sem concentracdo; Acai 2x: fungo com o extrato etanélico de semente de agai duas vezes
concentrado; Acai 4x: fungo com o extrato etanélico de semente de acai quatro vezes concentrado; Jucara 1x:
fungo com extrato etandlico bruto de semente de jugara sem concentracao; Jugara 4x: fungo com o extrato
etandlico de semente de jucara quatro vezes concentrado; Jugara 5,7x: fungo com o extrato etanélico de semente

de jucara aproximadamente seis vezes concentrado.

E percebido no teste de difusdo em placas de PDA com pocos um efeito no aumento da
velocidade da esporulacdo (figura 37). Os pocos preenchidos com 0s extratos mais
concentrados apresentam uma maior esporulagdo, mesmo que para 0 mesmo tempo de
crescimento, enquanto o branco ndo apresentou a inducdo de maior esporulacdo. Nas placas de
inicio de crescimento, € possivel ver bem claramente esse aumento da esporulacéo, quanto mais
concentrado o extrato, maior a area de esporulacdo. Nas placas apresentadas que correspondem
ao tempo do meio do processo de crescimento é possivel observar, ainda, uma zona em volta

dos pocos com extratos mais escurecida, sendo a maior inducdo a esporulacéo.

Figura 37 - Placas de PDA (potato agar dextrose) com pocos. a: pogos preenchidos com extrato etanolico de

semente de acai nos primeiros dias de crescimento; b. jugara: pogos preenchidos com extrato etanolico de
semente de jucara nos primeiros dias de crescimento; ¢ e d. acai: pocos preenchidos com extrato etanélico de
semente de acai no meio do processo de crescimento; e. pogos preenchidos com extrato etandlico de semente de
jucara no meio do processo de crescimento; B. po¢o preenchido com dgua como padrao positivo. Inoculados

com A. niger 1234,
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5.5 Composicéo fenolica, atividade antioxidante e efeitos na producdo enzimatica

Como observado na tabela 5, o contetido fendlico total das sementes de jucara relatado
na literatura varia entre 0,37 e 3,69 mg/g, relativamente menor comparado ao das sementes de
acai, que € acima de 15,08 mg/g. A divergéncia apresentada nos resultados desta tabela pode
ser explicada por diferentes solventes e propor¢des utilizados na extragdo dos compostos
fendlicos, diferentes metodologias de extracdo e de analises dos fendlicos totais e capacidades
antioxidantes. Martins et al. (2021) discute sobre a importancia do estudo das possiveis
limitacBGes dos ensaios de fendlicos totais, as quais podem ser as principais responsaveis pela
discrepancia entre os resultados, reiterando a importancia da etapa de validacdo antes da
quantificacéo propriamente dita. Além disso, ja foi relatado que a origem geogréfica (BORGES
et al., 2011) afeta o teor de compostos fendlicos da jucara, assim como também depende de
fatores abioticos, nutricdo do solo, periodo de coleta de material vegetal e sazonalidade, entre
outros. O estagio de maturacdo também é bastante significativo para a composicao fendlica
(BORGES et al., 2011; MARTINS et al., 2022). Martins et al. (2022) mostra que existe uma
relacdo entre o desenvolvimento da semente e sua capacidade antioxidante, conteudo fendlico

e grau de polimerizacdo (figura 38).

Tabela 5 - Comparagdo entre os compostos fenolicos totais e atividades antioxidantes entre as sementes de agai e

jucara reportados na literatura.

Conteudo fenolico Atividade
Semente total (mg/100g) antioxidante (umol Referéncia
g g Trolox/g)
28,3 - Silva et al. (2014)
61,6 £0,8 642,4 £ 13,1 Soares et al. (2017)
Acai - 3835,44 + 73,50 Martins et al. (2020)
38,4+04 - Martins et al. (2021)
44+0,3 10,00+ 1,00 Inada et al. (2015)
Jucara
3,69 - de Mello et al. (2022)
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DESENVOLVIMENTO DA SEMENTE
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Figura 38 - Estagios de maturacdo da semente de acai e suas relacdes com contetdo fendlico. Adaptado de
Martins et al. (2022)

A baixa concentracdo de compostos fendlicos nas sementes de jucara pode ndo ser
suficiente para causar estresse que prejudique a producdo de enzimas ou o crescimento fangico.
Isso explica a similaridade nos valores de atividade de mananases das sementes de jucara antes
e apos a extracdo, além da auséncia de esporulacdo acentuada nos testes em placas de PDA
(secdo 4.3). No caso das sementes de acai, a alta concentragdo de compostos fendlicos pode
explicar a diferenca na producdo de enzimas apds a extracao parcial desses compostos. A maior
capacidade antioxidante dos compostos fendlicos nas sementes de acai, em comparagdo com as
de jucara, pode ser um fator que corrobora as respostas fungicas observadas, como a maior
esporulacdo e alteracdo no crescimento da biomassa fungica, diminuindo-o (secédo 4.3).

Os efeitos das procianidinas em microrganismos variam dependendo da concentracéo,
da espécie e da fase de crescimento, mas geralmente envolvem modulac¢do do metabolismo ou
atividade antimicrobiana. Estudos mostram que leveduras possuem alta afinidade e capacidade
de adsorcdo para procianidinas extraidas de semente de uva, onde essa adsor¢do ndo € limitada
a superficie externa da parede celular, mas também ocorre dentro da espessura da parede e pode
envolver a passagem de procianidinas atraves dos poros da parede, levando a interagfes com a
membrana plasmatica (NGUELA et al.,, 2015). O mesmo estudo indica 0s principais
mecanismos envolvidos na adsorcao de polifenois, apresentados no quadro 2, juntamente com

outras referéncias da literatura.

Quadro 2 - Mecanismos envolvidos nas intera¢des entre procianidinas e leveduras.

Mecanismo Modo de acdo Referéncia
Porosidade da A estrutura porosa das paredes celulares das Nguela et al.,
parede celular: leveduras permite que os polifendis se difundame | 2015

se acumulem dentro da parede celular, onde podem
interagir com varios componentes celulares.
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Interaces de
hidrogénio:

Os polifendis séo capazes de formar interacdes de
hidrogénio com grupos funcionais presentes na
superficie das leveduras. As procianidinas podem
interagir e formar complexos com proteinas, como
com os grupos hidroxilas das manoproteinas. O que
pode afetar processos celulares importantes, como a
permeabilidade da membrana e a atividade
enzimatica.

Nguela et al.,
2015; Sarnoski,
Boyer e
O’Keefe (2012)

InteracOes acido- | As superficies das leveduras podem ter Nguela et al.,
base de Lewis: propriedades de doador ou aceptor de elétrons, 2015
interagindo com os polifendis.
Reversibilidade da | A forca das interagdes entre os polifendis e as Nguela et al.,
adsorcao: leveduras pode variar, levando a diferentes graus de | 2015
reversibilidade da adsorcao. Alguns polifenois
podem se ligar fortemente as leveduras, enquanto
outros podem ser mais facilmente desadsorvidos.
Relacédo da Células viaveis preferem reter procianidinas de Lietal., 2015

adsorc¢éo e grau de
polimerizagao:

baixa massa molecular.

Alteracdo da
fluidez e fungédo da
membrana:

As procianidinas podem interagir com as
membranas lipidicas e modificar sua fluidez. De
modo a interferir nas funcdes da membrana,
incluindo transporte de nutrientes, sistema
respiratorio, sintese de componentes celulares,
funcionalidade de enzimas associadas @ membrana
e outros processos celulares.

Sarnoski, Boyer
e O’Keefe
(2012)

Interacdo com ions
metalicos:

As procianidinas sdo conhecidas por serem
quelantes de metais de transi¢do. Foi reportada a
suplementacdo do meio de cultura com ferro sendo
capaz de restaurar a taxa maxima de crescimento de
Saccharomyces cerevisiae. Portanto, a inibicdo do
crescimento pode estar relacionada a sua
capacidade de interacdo com ions metalicos,
privando assim as leveduras de nutrientes
essenciais.

Sarnoski, Boyer
e O’Keefe
(2012)

Efeitos sinérgicos
ou aditivos:

A complexidade dos compostos presentes em
extratos obtidos de plantas ou partes dela, ricos em
procianidinas, sugere que a inibi¢cdo do crescimento
de leveduras pode ser resultado de efeitos
sinérgicos ou aditivos de varios compostos em vez
de um unico composto.

Sarnoski, Boyer
e O’Keefe
(2012); Martins
et al., (2020)
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A H+-ATPase é uma enzima essencial na membrana plasméatica de leveduras,
responsavel pela geracdo de um gradiente de prétons que acopla a hidrdlise de ATP ao
transporte transmembrana secundario de solutos e estd envolvida na homeostase do pH. Em
Saccharomyces cerevisiae, as procianidinas demonstram um efeito bifasico, inicialmente
inibindo a atividade da H+-ATPase e o crescimento celular na fase inicial da fermentagéo, e
posteriormente aumentando o metabolismo celular e a atividade enzimatica na fase exponencial
média, reduzindo o tempo total de fermentacdo (LI et al., 2011). Esse efeito adaptativo também
foi observado em outras espécies de leveduras, como Zygosaccharomyces bailii e
Zygosaccharomyces bisporus, onde procianidinas extraidas de cascas de amendoim estenderam
a fase de laténcia do crescimento e inibiram completamente a proliferacdo em altas
concentracdes (SARNOSKI, BOYER e O'KEEFE, 2012).

Li et al. (2015) estuda a influéncia do grau de polimerizacdo de compostos fendlicos,
como procianidinas, na adsorcdo pelas células fungicas, mostrando que um menor grau de
polimerizacdo facilita a adsorcdo por células viaveis. Dessa forma, o grau da polimerizacdo
pode estar envolvido na seletividade na adsorcdo, uma vez que o fungo pode ter uma capacidade
diferente de adsorver procianidinas de diferentes tamanhos. Geralmente, compostos fendlicos
de maior massa molecular podem estar mais presos as sementes de acai, interagindo mais
fortemente as suas paredes, sendo menos sollveis, portanto, menos disponiveis para serem
retirados do meio por extracdo por solventes organicos. Desse modo, o fungo pode adsorver
inicialmente, de forma preferencial, procianidinas de menor massa molecular, que sdo mais
sollveis e acessiveis. No entanto, a medida que a fonte de carbono (sementes de agai) €
consumida pelo microrganismo, a liberacéo de procianidinas mais polimerizadas no meio pode
ocorrer, as quais sdo reportadas atividade antimicrobianas significativas (MARTINS et al.,
2020).

Leveduras e fungos filamentosos compartilham caracteristicas estruturais e funcionais
devido a sua natureza eucariética e fangica. Ambos possuem paredes celulares compostas
principalmente de quitina e glucanos (B-glucanos), além de proteinas estruturais e enzimas, e
compartilham a estrutura das membranas plasmaticas (figura 41 e 42). Mesmo com a existéncia
de diferencas, como a maior complexidade de paredes e membranas em fungos filamentosos
devido a sua natureza multicelular e maior porosidade, reflexo das adaptacdes especificas as
suas condi¢Oes ambientais e modos de crescimento (KUYUCAK e VOLESKY, 1989; DE
FARIA JUNIOR, 2011), as similaridades permitem relacionar o modo de agdo das
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procianidinas na parede celular e membrana plasmaética estudados em leveduras com fungos
filamentosos.

i, 3 VIR

\

Figura 39 — Célula de Cryptococcus neoformans por microscopia eletronica, indicada a sua parede celular, onde
a membrana plasmética pode ser discernida em contato com a superficie interna da parede celular. Adaptado de
Vargas et al. (2024)

MEMBRANA PLASMATICA DO FUNGO
(BICAMADA DE LIPIDES)

BETA - GLUCAN

QUITINA

Figura 40 — Esquema da parede celular e membrana plasmatica de um fungo. Retirado de Vargas et al. (2024)

Adicionalmente, estudos realizados com extratos de sementes de acai ricos em
procianidinas, mostraram atividade antimicrobiana contra bactérias e fungos, como
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e Candida albicans, enquanto catequinas

isoladas ndo apresentaram efeitos significativos, indicando a importancia do conjunto de
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procianidinas presentes em sementes de acgai para a atividade inibitéria (MARTINS et al.,
2020).

Estudos sobre o estresse oxidativo em Aspergillus niger mostram que baixas
concentracdes de agentes tdxicos geram respostas adaptativas, ao invés de causar morte celular,
como ocorre em altas concentragdes, essas respostas incluem inibicdo do crescimento e
producdo de enzimas especificas (KREINER, HARVEY e MCNEIL, 2003; LI, MCNEIL e
HARVEY, 2008; LYU et al., 2023). Além disso, foi observada a formacéo de hifas aderidas,
semelhantes a pellets, sob condicdes de estresse oxidativo, indicando que o estresse também
afeta a morfologia do fungo (KREINER, HARVEY e MCNEIL, 2003). Dessa forma, é
entendido que a presenca de agentes toxicos em concentragfes brandas pode gerar respostas no
crescimento, producéo enzimatica e morfologia de A. niger.

Essa agregacdo de esporos e formacdo de pellets pode fazer parte da estratégia de
adaptacdo de fungos. Agregados de esporos resultam em col6nias maiores em culturas liquidas
do que esporos individuais, e essas coldnias mais pontuais sdo mais resistentes ao calor e ao
estresse do meio. Os conidios sdo muito mais resistentes ao estresse do que as hifas vegetativas
e, portanto, ndo sdo apenas estruturas de dispersdo, mas também estruturas de sobrevivéncia
(LYU et al., 2023). Dessa forma, a formagdo de esporos em detrimento do crescimento
vegetativo € mais viavel em situagdes de estresse.

Além disso, foi relatado que a suplementacdo do meio de crescimento com ions
metalicos mostrou que apenas uma adicao de ions de ferro poderia restaurar a taxa maxima de
crescimento de S. cerevisiae (WAUTERS et al., 2001). Isso sugere que a presenca de certos
ions metalicos pode ser crucial para o crescimento e a atividade enzimatica, complementando
a influéncia dos compostos fendlicos, o que seria uma das formas de causar estresse ao fungo
apresentada no quadro 9 (pagina 85).

Dessa forma, considerando todos os resultados experimentais supracitados e trabalhos
na literatura, sugere-se que as procianidinas presentes em semente de acai, por um conjunto de
fatores como adsorcdo nas paredes celulares, interagdes de hidrogénio com proteinas e
interacbes com a membrana plasmaética, poderia causar uma série de disrrupgdes de fungdes,
como as observadas no presente trabalho: alteracdo na producdo de mananases e no
crescimento; além do que se sugere na literatura como o desbalanceamento de ions, alteracdes
na expressao génica, metabolismo de producdo de enzimas e até mesmo producéo e gestdo de
ATP, de forma que o fungo prevaleca as suas energias para a resposta adaptativa ao estresse
causado. Além disso, a ligacdo com importantes ions no meio de cultura, como ions de ferro
que sdo importantes no crescimento fangico, pode gerar uma deficiéncia nutricional no meio
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significativa. Portanto, as procianidinas podem afetar de forma expressiva 0 metabolismo e a
sobrevivéncia de microrganismos, modulando tanto processos fermentativos quanto respostas
ao estresse. Assim, sugere-se trabalhos mais aprofundados a fim de comprovas as hipoteses

levantadas neste estudo.

6. CONCLUSAO

A semente de jucara se mostrou promissora como fonte de carbono em meio de cultivo para
producdo de mananases por Aspergillus niger. A presenca de compostos fenélicos em sementes
de jucara (Euterpe edulis) ndo provoca alteragfes metabolicas significativas quanto a producgéo
de enzimas mananases, apresentando uma atividade enzimatica de 22,14 + 0,01 UI/mL em seu
sétimo dia de producdo enzimatica na sua forma in natura. Ja as sementes de acai (Euterpe
oleracea), embora ricas em manana, contém compostos fendlicos, como as procianidinas, que
resultaram em um efeito significativo na producgéo de enzimas, afetando-a negativamente, assim
como resultando em outras respostas adaptativas do fungo ao estresse. As producdes
enzimaticas com acai in natura e ap0s a extracao apresentaram atividades de 6,34 = 0,25 Ul/mL
e 17,77 £ 1,31 Ul/mL, respectivamente, no sétimo dia de producéo, indicando a necessidade de
extracdo das procianidinas previamente ao cultivo fangico. Tal cenario € promissor, uma vez
que a producdo de enzimas pode ser combinada a produc¢édo de outro bioinsumo de alto valor, o

extrato de procianidinas, potencialmente favorecendo a viabilidade econémica desse processo.

7. PERSPECTIVAS

Para dar sequéncia a futuros estudos, seguem 0s topicos como perspectivas:

e Realizacao de um pré-tratamento em moinho de bolas das sementes, a fim de descontruir
a recalcitréncia da biomassa e deixar a manana menos cristalina e mais exposta como
fonte de carbono, com a finalidade de verificar se existe falta de acessibilidade a fonte
de carbono e deficiéncia nutricional, analisando sua influéncia na produgéo de enzimas,
além do impacto na formacé&o de pellets;

e Estudar os efeitos dos extratos ricos em compostos fendlicos das sementes em meio de

cultivo apenas com LBG como fonte de carbono, a fim de se verificar os impactos na
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produgdo enzimética e morfologia do fungo. Além de verificar possiveis respostas

adaptativas.
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