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RESUMO

A cachaca é a bebida fermentada e destilada obtida a partir do caldo de cana, apresentando
caracteristicas sensoriais peculiares. Estima-se que, no Brasil, em 2015, foram produzidos 8
milhGes de litros e a cachaca foi exportada para mais de 60 paises, demonstrando a sua
importancia econdémica. Apesar disto, 0 seu processo de producédo apresenta baixo rendimento
e ainda gera um grande volume de residuos (bagaco e vinhaca). Assim, diversas estratégias
devem ser avaliadas visando ndo apenas a otimizacdo das fermentacfes, mas também a
obtencdo de cachacas com perfil quimico distinto contribuindo para a incrementagdo de
atributos sensoriais e agregando maior valor de mercado. Dentre as estratégias se destacam: o
pré tratamento do caldo de cana; a utilizagdo de microrganismos ndo convencionais e a
incorporacdo de compostos bioativos. Com isso, este trabalho teve por objetivo a producgéo de
enzimas lignoliticas por Streptomyces thermocerradoensis 13 em farelo de trigo e em farinhas
de rizomas de dois vegetais extraidos do solo do Cerrado: Cochlospermum regium e Jatropha
elliptica, visando obter extrato enzimatico para posterior aplicacdo no pré-tratamento do caldo
de cana para obtencdo de cachacgas. Observou-se que dos meios testados o farelo de trigo se
mostrou o melhor, e que os extratos produzidos foram capazes de promover a hidrolise das
farinhas, o que promoveu o aumento da concentracdo de aclcares redutores e compostos
fendlicos totais, sugerindo o uso desse extrato para sacarificacdo em farinhas, promovendo
maior acesso a estes compostos. Na segunda etapa do estudo, o objetivo foi a utilizagdo do
enzimatico obtido do Streptomyces sp. 17 no pré tratamento do caldo de cana, para posterior
fermentacao deste caldo utilizando trés microrganismos diferentes: Saccharomyces cerevisiae;
levedura para producdo de cerveja Belgian Ale (M27) e por Gltimo, um microrganismo isolado
de caldo de cana a partir da fermentacdo espontanea. Verificou-se que independente do
microrganismo utilizado na etapa de fermentacdo, o pré tratamento com o extrato enzimatico
promoveu aumento da producdo de etanol. Além disto, o pré tratamento enzimatico gerou
cachagas com perfis quimicos distintos comprovados por anélises de ressonancia magnética
nuclear. Por fim, foi avaliada a utilizagdo do extrato enzimético associada ao ultrassom de baixa
frequéncia para incorporacdo de compostos fendlicos extraidos do Zingiber officinale Roscoe
em cachaca adquirida em mercado local. Foi constatado que o método empregado favoreceu a
extracdo de acucares redutores e compostos fenolicos, com destaque para o acido gélico e
caféico. O consumo de bebidas alcoolicas com maior teor de compostos fendlicos quando
comparada ao consumo de bebidas sem estes componentes poderia trazer beneficios a satde
dos consumidores.

Palavras-chave: Sacarificacdo enzimatica; Pré tratamento enzimatico; Streptomyces sp.;
Celulases; Xilanases



ABSTRACT

Cachaga is the fermented and distilled beverage obtained from sugarcane juice, with peculiar
sensory characteristics. It is estimated that in Brazil, in 2015, 8 million liters were produced,
and cachaca was exported to more than 60 countries, showing its economic importance. Despite
this, its production process has a low yield and still generates a large volume of waste (bagasse
and stillage). Thus, several strategies must be evaluated aiming not only to optimize
fermentation but also to obtain cachacas with a different chemical profile, contributing to the
increase of sensory attributes and adding greater market value. Among the strategies, the
following stand out: pre-treatment of sugarcane juice; the use of non-conventional
microorganisms, and the incorporation of bioactive compounds. Thus, this work aimed to
produce ligninolytic enzymes by Streptomyces thermocerradoensis I3 in wheat bran and
rhizome flours from two vegetables extracted from the Cerrado soil: Cochlospermum regium
and Jatropha elliptica, to obtain enzymatic extract for later application in the pre-treatment of
sugarcane juice to obtain cachaga. It was observed that the wheat bran proved to be the best of
the tested medium and that the extracts produced were able to promote the hydrolysis of the
flours, which promoted an increase in the concentration of reducing sugars and total phenolic
compounds, suggesting the use of this extract for saccharification in flours, promoting greater
access to these compounds. In the second stage of the study, the objective was to use the enzyme
obtained from Streptomyces sp. 17 in the pre-treatment of the sugarcane juice, for subsequent
fermentation of this juice using three different microorganisms: Saccharomyces cerevisiae;
yeast to produce Belgian Ale beer (M27), and finally a microorganism isolated from sugarcane
juice from spontaneous fermentation. It was found that regardless of the microorganism used
in the fermentation step, the pre-treatment with the enzymatic extract promoted an increase in
ethanol production. Also, the enzymatic pretreatment generated cachagas with distinct chemical
profiles proven by nuclear magnetic resonance analysis. Finally, the use of enzymatic extract
associated with low-frequency ultrasound for the incorporation of phenolic compounds
extracted from Zingiber officinale Roscoe in cachaca acquired in the local market was
evaluated. It was found that the method employed favored the extraction of reducing sugars and
phenolic compounds, with emphasis on gallic and caffeic acids. The consumption of alcoholic
beverages with a higher content of phenolic compounds, when compared to the consumption
of beverages without these components, could bring benefits to the health of consumers

Keywords: Enzymatic saccharification; Enzymatic pretreatment; Streptomyces sp.; Cellulases;
Xylanases

Xi



SUMARIO

-------- 1\
AGRADECIMENTOS ----mmmm o m oo viil
EPIGRAFE ix
RESUMO X
ABSTRACT Xi
SUMARIO 12
CAPITULO 1 16
1.INTRODUCAO 16
2.REVISAO DA LITERATURA 18
2.1 Cachaca, composicao quimica e contaminantes -------=-=-=-===zmmmmmmmmmmmmmmmeeeoe 18
2.2 Enzimas e suas aplicagdes ---23
2.3 Celulases 24
2.4 Xilanases 26
2.5 Fermentacdo semissolida (FSS) 27
2.6 Streptomyces sp 28
2.7 Métodos de extracdo de compostos fendlicos e ultrassom 29
2.8 Gengibre 31
3 OBJETIVOS 33
3.1 Objetivo geral 33
3.2 Objetivos eSpecifiCOs --------=-=-m-mmmmm oo 33
4. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 34

CAPITULO 2 47



PRODUCAO DE ENZIMAS LIGNOCELULOLITICAS POR STREPTOMYCES
THERMOCERRADOENSIS I3 E O ENRIQUECIMENTO NUTRICIONAL DAS

FARINHAS DE ALGODAOZINHO DO CAMPO (COCHLOSPERMUM REGIUM) E

BATATA DE TEIU (JATROPHA ELLIPTICA). 47
RESUMO 47
INTRODUCAO 48
MATERIAL E METODOS ------nnmmmmnnmmmmm e e 51
RESULTADO E DISCUSSAO - 54
CONCLUSAO 63
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 64
CAPITULO 3 72

O IMPACTO DO PRE TRATAMENTO COM EXTRATO ENZIMATICO BRUTO DE

STREPTOMYCES SP 17 E NA FERMENTACAO E NO PERFIL QUIMICO DA

CACHACA 72
Resumo 73
1. Introducéo 73
2. Material e metodo 76
3. Resulados € diSCUSSAQ ============m=mmmmmm e oo 80
4. Conclusdo 93
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 93
CAPITULO 4 102

ALTERACOES NA FERMENTACAO E CARACTERIZACAO DO PERFIL QUIMICO DE
CACHACA PRODUZIDA COM PRE TRATAMENTO COM EXTRATO ENZIMATICO

BRUTO DE STREPTOMYCES SP I7 E LEVEDURA PARA CERVEJA BELGIAN ALE

13



Resumo 103

Introducéo 103
Material e métodos 107
Resultados € diSCUSSAQ --------=-=====mmmm oo oo e 110
Conclusao 120
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 120
CAPITULO 5 130

O EFEITO DA SACARIFICACAO E FERMENTACAO SIMULTANEA DO CALDO DE

CANA COM EXTRATO ENZIMATICO BRUTO ISOLADO DE STREPTOMYCES SP. I7

NO PERFIL QUIMICO DA CACHACA ARTESANAL. 130
Resumo: 130
INTRODUCAO 131
MATERIAL E METODOS —--134
RESULTADOS E DISCUSSAO 138
CONCLUSAO 148
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 148
CAPITULO 6 157

APLICACAO DO EXTRATO ENZIMATICO OBTIDO DO STREPTOMYCES SP 17 E

ULTRASSOM PARA EXTRACAO E DE COMPOSTOS FENOLICOS DE ZENGIBER

OFFICINALE ROSCOE =--=====n=nsmmme e oo e e e e e e e e e oo oo e e e e e 157
Introducéo 158
Material e Métodos 161
Resultados & DiSCUSSA0-============nmmmmm e e e e e e 165
Conclusao 177
Referéncias Bibliograficas -------=-=====mmmm e 178

14



186

Apéndice A

Apéndice B

187

CONSIDERACOES FINAIS

--188

15



CAPITULO 1

1.INTRODUCAO

Anteriormente considerada como um produto de baixo valor e associada ao consumo
pela populacdo com menor poder aquisitivo, a cachaca apresenta enorme potencial econémico
e insercdo no mercado externo, sendo, em alguns casos, uma bebida que sinaliza um alto status
social ao consumidor (BRAGA; KIYOTANI, 2015). A cachaca é exportada para mais de 60
paises, distribuidos entre todos os continentes, e movimentou , em 2015, US$ 13,32 milhdes
com a comercializacdo de 7,77 milhGes de litros (PAIVA et al., 2017).

Cachaca é a denominacdo tipica e exclusiva do destilado produzido a partir da
fermentacdo do caldo de cana produzidos, com teor alcoolico variando entre 38 a 48% a 20 °C,
com caracteristicas sensoriais peculiares (BRASIL, 2003).

A cachaca apresenta em uma matriz etanol/agua uma grande diversidade de outros
compostos minoritarios conhecidos como congéneres ou compostos secundarios, podendo
ainda apresentar compostos contaminantes. A producdo destes compostos esta diretamente
relacionada com as etapas envolvidas no processo de producdo de cachaca e influenciam
diretamente nas caracteristicas fisico-quimicas, sensoriais e nos atributos de qualidade. Dentre
estas etapas podemos citar: a fermentacéo, a destilacéo e o envelhecimento Alguns compostos
secundarios, como alcoois superiores, ésteres etilicos, aldeidos, cetonas e acidos organicos, sdo
responsaveis por seu aroma e sabor distinto (AMORIM; SCHWAN; DUARTE, 2016;
GRANATO et al., 2014).

Apesar de congéneres terem um papel importante nas caracteristicas quimico-sensoriais
da bebida, em altas concentracdes, estdo relacionados a odor e sabor desagradaveis, podendo

gerar de intoxicacdo. Os limites para a presenca destes compostos séo estabelecidos pela

16



Instrucdo Normativa n° 13/2005 (BRASIL, 2003) e Instrucdo Normativa n° 28/2014(BRASIL,
2014).

Visando a reducgédo da producgéo de contaminantes e congéneres com impacto negativo,
a harmonizagdo de congéneres presentes formando o “bouquet” aromatico associado a maior
qualidade do produto ou ainda, o aumento do rendimento do processo fermentativo foram
propostos alguns tipos de tratamento do caldo de cana como: 0 aquecimento; aquecimento
combinado a adi¢do de hidroxido de sodio; tratamento por micro-ondas; aquecimento associado
a fosfatacdo e sulfitacdo (ALVES et al., 2018; DOS SANTOS NUNES; FINZER, 2019;
RIBEIRO, 2016; RODRIGUES, 2017; SILVA; ASSUNQAO; SOUSA FILHO, 2018). Porém,
ndo foram encontrado na literatura relatos da utilizacdo de extratos enzimaticos no pré
tratamento do caldo de cana visando a producdo de cachaca.

A fim de promover processos industriais sustentaveis e economicamente competitivos
em relacdo aos custos de producdo ha uma demanda crescente pela indentificacdo de novos
microrganismos capazes de produzir enzimas com caracteristicas como maior
termoestabilidade e capacidade de atuar em condicdes diversas de catalise (amplas faixas de
pH), com menor exigéncia quanto ao armazenamento e ainda com menor custo de producéao
(PATEL; SINGHANIA; PANDEY, 2016; WU et al., 2019).

Muitos microrganismos tem sido isolados em material lignocelulésico e residuos
agricolas, como bagaco de cana-de-agUcar visando a producdo de enzimas (COUTURIER et
al.,, 2016; GUPTA et al., 2016). Dentre estes microorganismos, tem destaque o género
Streptomyces por serem produtores de enzimas extraceulares como celulases, xilanases,
quitinases e outras. Estas enzimas tém demonstrado um papel importante biodegradacéo de
residuos lignoceluldsicos e promovem a substitui¢do de produtos quimicos em formulagdes na
industria de panificacdo vinhos e bioetanol (KUMAR et al., 2020; MIRA; TEIXEIRA; SA-

CORREIA, 2010).
17



Diante do exposto, este trabalho teve como objetivos: avaliar a producdo de enzimas
lignoliticas em meios ndo convencionais e sua aplicacdo na hidrdlise de farinhas de rizomas de
plantas do Cerrado; a utilizagdo de extratos enziméaticos no pré tratamento do caldo de cana
para a producgdo de cachacas, utilizando microorganismos diversos, avaliar o perfil quimico das
cachagas produzidas e sua aplicagdo em processos biotecnoldgicos associada ao ultrassom de

baixa frequéncia para promover a incorporagdo de compostos fenélicos do gengibre.

2.REVISAO DA LITERATURA

2.1 Cachaca, composicdo quimica e contaminantes

A Instrucdo Normativa n° 13/2005 (BRASIL, 2003) e Instrugdo Normativa n° 28/2014
(BRASIL, 2014) tém como objetivo principal padronizar a composi¢do quimica da cachaca e
aguardente e desta forma reduzir o risco de contaminagdo dos consumidores ao estabelecer os
limites de componentes volateis ndo alcoolicos, contaminantes organicos e inorganicos que
podem estar presentes em cachagas.

Séo classificados como congéneres os componentes volateis "nao alcool” como o acido
acetico e outros acidos que representam a acidez volatil; o acetaldeido e outros aldeidos, acetato
de etila e outros ésteres; outros alcoois conhecidos como alcoois superiores (expressos pela
soma do alcool n-propilico, é&lcool isobutilico e é&lcoois isoamilicos) e
furfural/hidrometilfurfural.

Durante a sua producdo, diversos fatores podem interferir na qualidade da cachaca.
Dentre estes fatores destacamos: o microrganismo utilizado, as condi¢Oes do processo
fermentativo e também o processo de destilacdo (SERAFIM; LANCAS, 2019). Durante a
destilacdo, os produtos sdo divididos em trés fases denominadas: cabeca, coracdo e cauda. A

fracdo “cabega” , obtida na fase inicial da destilacdo, contém substancias mais volateis que o
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etanol (metanol, certos aldeidos e ésteres), assim como em outros compostos menos volateis,
mas que se encontram envolvidos por moléculas de gua e etanol, perdendo assim o seu ponto
de ebulicdo caracteristico (alcoois superiores).A segunda fracdo, denominada coracao é o corte
principal do destilado, é concentrado em etanol e corresponde ao produto destinado ao
consumo. A ultima fracdo, denominada cauda, geralmente usada para recuperar o etanol
residual no vinho, apresenta grande quantidade de ésteres de &cidos graxos, acido acético e
furfural (RUSSELL; BAMFORTH; STEWART, 2014; SCANAVINI; CERIANI;
MEIRELLES, 2012) .

A acidez volétil elevada € uma consequéncia da contaminacdo bacteriana durante o
processo de producdo. A definicdo do ponto de corte ideal da fracdo "cauda™ do destilado
contribui para reduzir a acidez volatil (ALCARDE et al., 2010; BRANCO DE MIRANDA et
al., 2008). Os &cidos organicos volateis contribuem para o aroma das bebidas destiladas, devido
ao seu aroma caracteristico e sdo fixadores de varios compostos aromaticos, além de conferir
corpo as bebidas destiladas (LEAUTE, 1990).

Dentre os possiveis ésteres presentes, os ésteres etilicos de acidos graxos e acetatos séo
considerados importantes pois contribuem para a formagdo do “bouquet”. O principal éster
encontrado na cachaca é o acetato de etila que incorpora um aroma agradavel de frutas; no
entanto, em grandes quantidades, confere a cachaca um sabor indesejavel e enjoativo
(CANUTO, 2013). Esteres sdo sintetizados através de reacdes enzimaticas da levedura durante
a fermentacdo e destilados junto com o etanol. Estas ocorrem, pois, 0 etanol pode reagir com
acidos derivados do &cido piravico, como acido lactico e acético, bem como acidos organicos
de cadeias curtas (butirico, caproico, caprilico, caprico e laurico). Alguns dos fatores que
influenciam a formacgdo de ésteres sdo: tipo e quantidade de levedura, a temperatura de

fermentacdo, a aeracgéo, a agitacéo e a qualidade do mosto (JANZANTTI, 2004)
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O Acetaldeido e outros aldeidos (férmico, butirico, isobutirico, valérico, e caproico) tém
sido encontrados nas bebidas destiladas, geralmente presentes nas fracbes mais volateis, sendo
0 acetaldeido usualmente o composto predominante possuindo odor pungente e aumentando o
sabor picante das bebidas (NYKANEN; NYKANEN, 1991). O acetaldeido é formado durante
a fermentacéo, pela reducéo do etanol, e apresenta efeitos tdxicos associados a sintomas como
nauseas, sudorese, pulso rapido e dor de cabeca e vomitos. E também conhecido como
composto cancerigeno (PFLAUM et al., 2016). Acetaldeido e outros aldeidos alifaticos de
cadeia curta tém odor pungente, rango e gorduroso, o que pode aumentar o sabor das bebidas
destiladas. Em geral, aldeidos com cadeias menores do que oito atomos de carbono tém odores
penetrantes, geralmente enojados, que sdo considerados indesejaveis. Os aldeidos de cadeia
longa sdo caracterizados por aroma agradavel (ALCARDE; SOUZA; BELLUCO, 2011;
LOPEZ-VAZQUEZ et al., 2012).

Em bebidas alcodlicas o carbamato de etila resulta principalmente da reacdo de etanol e
compostos contendo nitrogénio, como uréia, carbamilofosfato e cianeto (CHEN et al., 2017).
Estes compostos precursores do carbamato de etila sdo comumente gerados pelo metabolismo
da arginina por Saccharomyces cerevisiae ou pela presenca de outros microorganismos durante
a fermentacdo como por exemplo, bactérias 4cido laticas (NOBREGA et al., 2015). Trata-se de
um composto carcinogénico e genotdxicos em muitas espécies, incluindo, ratos, hamsters,
macacos e humanos (VAZQUEZ et al., 2017).

Alcoois superiores ou 6leo fusel, possuem mais de dois atomos de carbono e séo
expressos pela soma dos alcoois 1-propanol, isobutanol e isoamilicos. Sua biossintese depende
da cepa utilizada na fermentacdo, da atividade da levedura, do nivel de contaminacéo
bacteriana, das condicdes de fermentacdo como o pH, a temperatura, 0 teor compostos
nitrogenados e teor alcodlico do vinho, do intervalo de tempo entre a fermentacéo e destilacéo

e do tipo de destilagdo empregada (SOUZA et al., 2013). Contribuem para a formacdo do
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"bouquet” aromatico, destacando os &lcoois amilico e propilico e seus isémeros, porém o
excesso de alcoois superiores interferem negativamente no valor comercial e na qualidade do
destilado (CARDOSO, 2006).

O furfural e o hidroximetilfurfural sdo aldeidos aromaticos resultantes da decomposicao
quimica de carboidratos, podendo resultar da pirélise da folhagem durante a colheita o que
acarreta a desidratacdo parcial de uma pequena fracdo de agUcares presentes. A desidratacéo
parcial das pentoses leva a formacéo de furfural (2-furfuraldeido) e a desidratagdo das hexoses
a hidroximetilfurfural (5-hidroximetil-2-furfuraldeido). O furfural também pode ser originado
durante o processo de destilacdo pela pirogenacdo de matéria organica depositada no fundo dos
alambiques. Nas aguardentes envelhecidas, o furfural pode ser oriundo da acéo de &cidos sobre
as pentoses e seus polimeros (hemiceluloses), provenientes da madeira usada na construgdo de
tonéis (CRUZ; CANAS; BELCHIOR, 2012; YOKOYA, 1995). O Furfural apresenta
toxicidade para humanos induzindo dor, dor de garganta, diarreia, vomitos e dor de cabeca
(COLDEA etal., 2011; J ROHSENOW; HOWLAND, 2010).

Segundo BRASIL (2003) os contaminantes em cachaca séo divididos em dois grupos:
Contaminantes Organicos e inorganicos. Os contaminantes organicos sdo constituidos por:
alcool metilico; carbamato de etila; acroleina (2-propenal); Alcool sec-butilico (2-butanol);
alcool n-butilico (1-butanol). Dentre os contaminantes inorganicos destacamos o Cobre (Cu),
Chumbo (Pb) e Arsénio (As).

O metanol é o segundo composto encontrado em destilados de frutas apds o etanol. O
metanol é um alcool indesejavel na bebida, devido a sua alta toxidez. Origina-se da degradacéo
da pectina, um polissacarideo presente na cana-de-aglcar, durante o processo de fermentacao
(ZACARONI et al., 2011). Devido aos numerosos surtos de intoxicacdo alcodlica, as vezes
levando consumidores a 6bito, os niveis de metanol em destilados se tornaram uma preocupacéo

de salde puablica. Os sintomas comuns de intoxicacdo aguda por metanol s&o aqueles
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relacionados a ressaca - dor de cabeca, vertigem e vomitos, mas também podem causar dor
abdominal severa, visdo turva ou dor nas costas. A metabolizagdo do metanol gera ainda
produtos téxicos como o formaldeido e &cido férmico (J ROHSENOW; HOWLAND, 2010).

A acroleina (2-propenal), é uma substancia carcinogénica oriunda do processo de
fermentacdo, podendo ser formada pela desidratagdo do glicerol ou por contaminagdo bac-
teriana. Apresenta elevada toxicidade por todas as vias de administracdo e tem mostrado
caracteristicas mutagénicas, além de provocar irritacdo no trato respiratorio de animais e
humanos. Os vapores de acroleina sdo lacrimogénios, muito irritantes aos olhos, nariz e
garganta, podendo associar sua presenca ao aroma de pimenta das bebidas (ZACARONI et al.,
2011).

A contaminagdo por cobre, geralmente esta relacionada com o uso deste material para a
construcdo dos alambiques. Durante o processo de destilacdo da bebida, os vapores acidos
arrastam o carbonato de cobre béasico [Cu(OH)2COs], formado nas paredes internas dos
alambiques, assim levando a contaminacéo do produto. Outro fator que pode contribuir para a
contaminacdo pelo metal é o corte incorreto das fracfes (DUARTE et al., 2017).

O chumbo é conhecido por causar toxicidade e envenenamento em individuos expostos
através do consumo de bebidas. A intoxicacdo por chumbo apresenta diversos sintomas como
a anemia, convulsdo, distdrbios do sistema nervoso central, anorexia, dor de cabeca, mal-estar,
diarreia, paralisia de chumbo, encefalopatia, insdnia, , hipertensdo arterial, anemia e fraqueza
nos dedos, pulsos ou tornozelos, perda de cabelo, fibrose pulmonar e alergias cutaneas (IZAH;
CHAKRABARTY; SRIVASTAYV, 2016; IZAH et al., 2016; TECH, 2013). A presenca de
chumbo em bebidas destiladas esta relacionada com a qualidade da agua utilizada que pode
conter pesticidas utilizados na agricultura que permaneceram na agua. Quando se faz necessario

ajustar o teor alcodlico de bebidas, geralmente nenhuma analise da agua utilizada é realizada,
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e como consequéncia, a agua pode se tornar uma fonte de contaminacdo (BONIC et al., 2013;
COLDEA; MUDURA,; SOCACIU, 2017).

Os compostos inorgénicos de arsénio podem causar cancer de o pulméo, a pele e a
bexiga urinéria. Foi observada associacdo entre a exposi¢cdo ao arsénico e compostos
inorgénicos de arsénio e cancer de figado, rim e préstata. A longo prazo, exposi¢cdo a doses
baixas a compostos inorganicos de arsénio aumenta a mutagénese por indugdo rapida de dano
oxidativo do DNA e inibi¢do do reparo do DNA, como bem como mudangas mais lentas nos
padrdes de metilagdo do DNA, aneuploidia e amplificacdo de genes, que levam a alteracdes

expressdao (HUMANS, 2012).

2.2 Enzimas e suas aplicacoes

As enzimas sdo catalisadores que facilitam a conversao de substratos em produtos. A
hidrolise enzimatica ou biocatalise € considerado um processo ecologicamente viavel ao
permitir a reducdo do uso de produtos quimicos, oferecendo muitos beneficios ambientais e
econbmicos em uma variedade de ambientes industriais (ALEXANDER et al.,, 2017;
SHELDON, 2017).

A producao de alimentos sempre utilizou microorganismos e enzimas. Exemplos tipicos
incluem a fabricacdo de cerveja, pao, queijo ou vinho, onde as enzimas foram utilizadas mesmo
gue sem nenhum conhecimento sobre seus mecanismos por milhares de anos. Atualmente, as
enzimas, obtidas por fermentacdo microbiana ou extraidas de plantas ou animais, sao utilizadas
para producdo ou processamento de alimentos, promovendo a melhora destes ou gerando
produtos inovadores ou aprimorados . Entretanto, a utilizacdo de enzimas ainda esbarra no seu

alto custo de producdo e isolamento. Atualmente, o segmento de alimentos e bebidas domina o
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mercado de enzimas industriais e deve atingir um valor de US $ 2,3 bilhdes até 2020 (ADRIO;
DEMAIN, 2014; CHERRY; FIDANTSEF, 2003; SINGH et al., 2016)

Dentre as enzimas com ampla aplicacdo industrial destacam-se as celulases e as
xilanases. Estas séo enzimas de grande importancia em bioprocessos industriais, principalmente
na producdo de papel, téxtil, e industrias de racdo animal. Estas enzimas sdo amplamente
utilizadas na industria de alimentos, principalmente, panificagdo, cervejaria, vinicola e
producdo de suco de frutas e vegetais (LI; CHANG,; LIU, 2018).

As celulases e xilanases, ao degradarem a celulose e lignina, aumentariam a
concentracdo de agucares redutores como a glicose e xilose sendo estes acucares utilizados por
Saccharomyces cerevisiae para a producdo de etanol (ABO-STATE et al., 2013).
MOLAVERDI et al. (2019) demonstraram maior eficiéncia da fermentacdo alcodlica e

concentracdo de etanol ao realizar o pré-tratamento com celulases e xilanases.

2.3 Celulases

As celulases sdo enzimas que irdo converter os 1, 4-D-glucanos presentes na celulose
para produzir glicose, celobiose e oligossacarideos. Este processo envolve um complexo
enzimatico composto por endoglucanases (endo-1,4-p-D-glucanase, EC 3.2.1.4), exo-
glucanase (1,4-pB-D-glucano-celobiohidrolase, EC 3.2 .1.91) e B-glicosidase (B-D-glucésido
glucanoidrolase, cellobiase, EC 3.2.1.21) (BRIJWANI; OBEROI; VADLANI, 2010).

As celulases apresentam diversas aplicacdes industriais, como por exemplo na indUstria
de detergentes, industria téxtil, industria de processamento de papel, industria de racdo animal
e industria de suco de frutas. Embora existam vérias aplica¢fes industriais potenciais de
celulases a sua utilizacdo tem sido empregada na degradacdo de material lignoceluldsico para

a producdo de bioteanol (PATEL et al., 2019; YUE; YUAN; JIAN, 2017).
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Celulases termofilicas sdo desejaveis em tais aplicages, uma vez que sua atividade em
temperaturas mais altas oferecem varios beneficios, como tempos de hidrélise reduzidos, menor
risco de contaminac&o, facilitando a recuperacéao de substancias volateis como etanol e menores
custos de resfriamento ap0ds pre-tratamento termico (ABDEL-BANAT et al., 2010; TURNER;
MAMO; KARLSSON, 2007; VAISHNAYV et al., 2018; VIIKARI et al., 2007)

A acdo sinérgica das endoglucanases, exoglucanases ¢ B-glucosidases é necessaria para
a despolimerizacdo da celulose em acucares fermentesciveis favorecendo a fermentacdo
alcodlica (SHARMA et al., 2016).

Na industria de sucos, as celulases sdo aplicadas em associagao com outras enzimas para
aumentar o desempenho e o rendimento do processo, melhorando os métodos de extracéo,
clarificacdo e estabilizacdo de sucos. Celulases também foram utilizadas para reduzir a
viscosidade do néctar e do puré de frutas como damasco, manga, ameixa, mamdo, péra e
péssego e sdo utilizados para a extracdo de flavondides de flores e sementes (RAVEENDRAN
et al., 2018). As celulases demosntraram a capacidade de utilizacdo na extracdo de compostos
fenolicos de bagaco de uva (KABIR; SULTANA; KURNIANTA, 2015). O uso de
betaglicosidades em combinacdo com pectinase promoveram altera¢des na estrutura, sabor e 0
aroma das frutas e legumes (HUMPF; SCHREIER, 1991).

Na producao de vinho, as celulases foram usadas em combinacdo com outras enzimas
para aumentar o rendimento da fermentacdo e o teor de antocianinas (BAMFORTH, 2009).
Dentre as vantagens do uso de celulases destaca-se a maceracdo aprimorada, melhor
desenvolvimento da cor, clarificacdo do mosto e, finalmente, estabilidade e qualidade do vinho
(GALANTE; DE CONTI; MONTEVERDI, 1998). O aroma dos vinhos pode ser melhorado
pelas B-glucosidases através de modifica¢Oes de precursores glicosilados e ainda podem reduzir

significativamente a viscosidade do mosto (OKSANEN; AHVENAINEN; HOME, 1985).
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2.4 Xilanases

As xilanases sdo hidrolases que promovem a despolimerizacdo de moléculas da xilana,
presentes na hemicelulose que em associagdo com a celulose formam a parede celular vegetal.
Por isto tem despertaado grande interesse comercial (UDAY et al., 2016).

A hemicelulose é um hetero-polimero ramificado formado por pentoses (d-xilose e d-
arabinose) e hexoses (d-manose, d-glicose e d-galactose), onde a xilose é mais abundante. A
hemicelulose é a segunda biomassa renovavel mais abundante na natureza depois da celulose,
responsavel por 25 a 35% da biomassa lignocelul6sica (SAHA, 2003).

As xilanases encontram aplicagbes em uma ampla gama de processos industriais. Elas
sdo usadas principalmente nas industrias de alimentos, ragdes, celulose e papel (YEGIN, 2017).

A utilizacdo de xilanases promoveu alteracdes nas propriedades reoldgicas da massa de
pdo produzidas apos a hidrélise enzimatica de polissacarideos ndo amilaceos (LIU et al., 2017;
MARTINEZ-ANAYA; JIMENEZ, 1997). A utilizacio de xilanase produzida por expressio
heter6loga em Pichia pastoris promoveu a diminuicdo na firmeza, rigidez e consisténcia em
pdo. Promoveu ainda aumento no volume especifico e reducéoo teor de agulcares livres (DE
QUEIROZ BRITO CUNHA et al., 2018).

A xilanase é usada para melhorar a textura, o sabor e a palatabilidade dos biscoitos. A
utilizagdo de xilanases associadas a outras enzimas promovem a melhoria no rendimento
durante a producao de sucos e 0 aumento da recuperacgdo de aromas, 6leos essenciais, vitaminas,
sais minerais, pigmentos, etc. . Nas industrias de fabricagdo de cerveja, as xilanases sdo usadas
para hidrolisar a parede celular da cevada. A hidrélise leva a liberagdo de arabinoxilanos e
oligossacarideos inferiores, 0 que reduz a aparéncia enlameada e a viscosidade da cerveja
(BALA; SINGH, 2017; DERVILLY, 2002; PASHA; ANURADHA; SUBBARAO, 2013;

POLIZELI et al., 2005).
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2.5 Fermentacao semissoélida (FSS)

A FSS pode ser definida como um processo de cultivo de microrganismos na presenca
de uma fase liquida com méxima concentracdo de substrato em suportes na auséncia de
movimento. Na FSS ha auséncia ou quase auséncia de &gua livre. A &gua presente nesses
sistemas encontra-se complexada com a matriz sélida de substrato ou como uma fina camada
absorvida pela superficie das particulas (PANDEY, 2003; TRY et al., 2018).

O uso de fermentagdo semissélida tem sido utilizada para a producdo de enzimas
celuloliticas atraves do reaproveitamento de residuos agroindustriais, fibras ou outros materiais
apresentando baixos custos e reducdo de impacto ambiental pela reducdo do consumo de
energia para producdo, geracdo de aguas residuais, reducdo da contaminacao bacteriana, maior
facilidade para recuperacao de produtos e menor investimento de capital (PANDEY; SOCCOL;
MITCHELL, 2000; RAGHAVARAO; RANGANATHAN; KARANTH, 2003).

Durante a FSS, o conteudo de umidade nas fibras desempenha um papel fundamental,
uma vez que afeta diretamente o processo de fermentacdo. Sabe-se que um maior teor de
umidade pode preencher o vazio do substrato, limitando assim a transferéncia de massa gasosa
dos microrganismos. No caso de menor teor de umidade, o crescimento do microrganismo
também é limitado (SUKUMARAN et al., 2009).

Apesar da importancia da umidade durante o processo FSS, outros fatores, como
temperatura, pH, o tipo de biomassa e caracteristicas como diametro de particula, area de
superficie e vazio de particulas também podem ser importantes para uma fermentacao
produtiva. Portanto, tém sido utilizado diversos materiais como substrato para a fermentacao
como o bagaco de cana, farelo de trigo, casca de coco e outros (GONCALVES et al., 2014;

GUILHERME et al., 2015) .
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2.6 Streptomyces sp

A familia Streptomycetaceae engloba trés géneros, Streptomyces spp, Kitasatospora e
Streptoverticillium, dentro da familia o Streptomyces € o género representado por um grande
nimero de espécies produtoras de antibidticos e enzimas extracelulares moléculas com
atividade antimicrobiana, antitumoral e imunossupressora (BENTLEY et al., 2002; SINGH;
CHHATPAR, 2010).

As bactérias Streptomyces sdo abundantes no solo, onde interagem com uma grande
diversidade de outros microorganismos. Os Streptomyces sdo conhecidos por conferir ao solo
odor caracteristico através da sintese de composto volatil: a geosmina . Além da geosmina, as
espécies de Streptomyces produzem uma infinidade de metabdlitos especializados, com funcdes
que variam desde a aquisicdo de nutrientes (por exemplo, sider6foros para absorcdo de
ferro),enzimas e a inibi¢do do crescimento de organismos concorrentes como antibiéticos e
compostos antifangicos (JONES; ELLIOT, 2017)

Streptomicetos sdo bactérias aerObias estritas que apresentam como caracteristica o
crescimento macroscépico em colénias arredondadas, formacdo de grumos quando cultivado
em meio de cultura liquido. Possuem filamentos finos semelhantes as hifas fangicas com
didmetro entre 0,5 a 2,0 um, formando micélios. A reproducdo dos Streptomyces sp. Se da
através de fragmentos de hifas ou por producdo de esporos feita em areas especializadas do
micélio (LECHEVALIER, 1989).

Os Streptomyces spp. Apresentam como principal habitat o solo, podendo ainda ser
encontrados em mares, em associa¢do com liquens, em tecidos animais e vegetais. A maioria
dos Streptomyces tem crescimento em pH neutro ou levemente basico, no entanto, ha relatos de
crescimento de algumas cepas de Streptomyces sp. em pH acido (3,5) ou alcalino (pH 8 a 11,5)

(GONZALEZ et al., 2005; ZHI-QI et al., 2006).
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Dentre as enzimas produzidas por Streptomyces sp. destacam-se as hidrolases com
capacidade de degradacao de polimeros, incluindo hemicelulose, pectina, queratina e quitina.
Alguns streptomicetos atuam sobre a lignina e a celulose promovendo a degradagdo destes
componentes presentes na parede celular das plantas (GOODFELLOW; WILLIAMS, 1983).

O Streptomyces termocerradoensis I3 apresentou grande capacidade de producdo de
celulases e xilanases. Estudos de BRITO-CUNHA et al. (2015) verificaram a producdo de

celulases e xilanases termoestaveis e atuando em amplas faixas de pH.

2.7 Métodos de extracdo de compostos fenolicos e ultrassom

Os polifendis representam um grupo de pelo menos 10.000 compostos diferentes que
tém como caracteristica quimica a presenca de um ou mais anéis aromaticos com um ou mais
grupos hidroxila ligados. Estes compostos sdo produtos do metabilsmo secundario de vegetais
e sdo abundantes na maioria das frutas e legumes. Nos vegetais, 0s polifenois sdo geralmente
envolvidos na defesa contra diferentes tipos de estresse, oferencendo protecdo contra espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio, luz UV, patdgenos, parasitas e predadores. Além disto, eles
contribuem substancialmente para as propriedades organolépticas de vegetais, alimentos e
cosméticos. Atualmente, diversos estudos tem demontrado a sua importancia para a saude
através de suas atividades antioxidantes, efeitos anti-inflamatérios e outros efeitos biologicos
prevenindo varias patologias, incluindo doencas cardiovasculares e cancer (DAI; MUMPER,
2010; Ll etal., 2014).

Compostos fenolicos estdo glicosidicamente ligados a microfibrilas celuldsicas e
hemiceluldsicas e ndo lixiviam durante a extracdo simples de solvente ou em ebulicdo &gua ,
sendo chamados de fendlicos insoliveis (ACOSTA-ESTRADA; GUTIERREZ-URIBE;
SERNA-SALDIVAR, 2014). Por este motivo, 0s métodos convencionais de extra¢do (extracéo

liquido-liquido e liquido-sélido) apresentam baixo rendimento na extracdo, baixa seletividade
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para compostos especificos. Outras desvantagens sdo o uso de solventes potencialmente toxicos
ou ainda a presenca destes no produto final podendo ser ncessérias etapas adicionais para a sua
extracdo (BELWAL et al., 2018).

Dainte do exposto, diversas técnicas tém sido empregadas visando a reducdo dos
problemas apontados pela extragdo convencional. Microondas sdo utilizadas desde 1950 para a
extracdo de compostos presentes no llpulo para a producdo de cerveja (SPECHT,;
SCHULTEIS, 1957). A aplicagdo de pulsos elétricos é uma tecnologia ndo térmica baseada na
promogdo da perda de seletividade de transporte de influxo e efluxo, aumentando a
permeabilidade e promovendo melhor transferéncia de massa. Sua utilizagdo aumentou a
extracdo de licopeno em 68% em comparacdo com amostras ndo tratadas (GACHOVSKA et
al., 2013; MAHNIC-KALAMIZA; VOROBIEV; MIKLAVCIC, 2014).

O ultrassom é definido como uma onda mecénica acustica que se propaga em um meio
e possuem frequéncia acima do nivel audivel pelo ouvido humano (20 Hz a 20 kHz). Séo
divididas em dois grandes grupos, dependendo da sua frequéncia e intensidade: Alta frequéncia
(2 a 20mHz) e baixa intensidade (<1Wcm) e baixa frequéncia (20 a 100kHz) e maiores niveis
de intensidade (10 a 1000Wcm™?)(CARCEL et al., 2012). O primeiro grupo é composto
ultrassons de baixa energia, que ndo sdo destrutivos tendo emprego, na area de ciéncia de
alimentos em técnicas analiticas para promover informacdes sobre propriedades fisico-
quimicas, composicao, estrutura e estado fisico de alimentos. O segundo grupo com energia
suficiente para romper liga¢des intermoleculares da origem ao fenbmeno da cavitacéo capaz de
modificar algumas propriedades fisicas e favorecer reacdes quimicas (ALVES et al., 2013;
OLIVEIRA; ASCHERI; CARVALHO, 2016).

O uso de ondas de baixa frequéncia e alta intensidade geram um fenédmeno denominado
cavitacdo. O fendmeno de cavitagdo leva a altas forcas de cisalhamento na matriz. A implosao

de bolhas de cavitacdo na superficie de um produto resulta em micro jatos que geram Varios
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efeitos, tais como a descamacao superficial, a erosdo e a degradacédo das particulas. Além disso,
a implos&o de bolhas de cavitagdo em um meio liquido leva a macro turbuléncias e a uma micro
mistura (CHEMAT et al., 2017).

Ao ser utilizado na industria de alimentos, o ultrassom pode tanto substituir algumas
técnicas tradicionais de processamento (corte, emulsificagdo, homogeneizagdo, esterilizagéo,
pasteurizacdo e desgaseificacdo) quanto para aperfeicoar ou acelerar técnicas convencionais de
extracdo, salga, oxidacdo, filtragdo, secagem ou desidratacdo (ASHOKKUMAR, 2015;
CHEMAT etal., 2017).

Os beneficios do uso de ultrassom incluem o aumento na vida Util das bebidas atraves
da redugdo de microrganismos contaminantes. Beneficios nutricionais devido ao aumento dos
teores de antioxidantes e compostos bioativos como flavonoides e flavondis (AADIL et al.,
2013; BEVILACQUA et al., 2016; CRUZ-CANSINO NDEL et al., 2016; JIANG et al., 2015).

A utilizacdo de métodos combinados de extracdo tém demosntrado grande potencial de
utilizacdo. A combinacdo de métodos fisicos (mecanico) e quimico/enzimatico (ndo mecanico)
ao favorecer o rompimento celular por mecanismos distintos e resultam em rendimentos mais
altos com maior seletividade em relacdo aos compostos alvo (TAVANANDI;

RAGHAVARAO, 2020).

2.8 Gengibre

O Gengibre (Zingiber officinale Roscoe), também pertence a familia Zingiberaceae, é
uma planta comestivel e medicinal, tem sido cultivada em varios areas tropicais e subtropicais
do sul da Asia, incluindo a China, que é um dos principais produtores (PANG et al., 2017). O
gengibre é amplamente utilizado em alimentos e bebidas por sua caracteristica pungéncia e

sabor picante e em medicamentos chineses, ayurvédicos, unani e remédios caseiros desde a
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antiguidade para muitas doencas, incluindo dor, inflamacdo e distarbios gastrointestinais
(SRINIVASAN, 2017).

Compostos fendlicos ndo volateis, como o gingerol, sdo bem conhecidos para dar ao
gengibre sabor pungente, enquanto o seu aroma caracteristico € proporcionado por 06leos
essenciais descritos como picantes (ARCTANDER, 2017).

Dentre as propriedades farmacoldgicas do gengibre destaca-se a acao anti-inflamatoria
mediada pela inibicdo da 5-lipoxigenase, 0 que reduz a biossintese de prostaglandinas,
leucotrienos e citocinas pro-inflamatdrias tais como Interleucina (IL) -1, IL-8; fator de necrose
tumoral (TNF-a), e fator nuclear kB. Assim, demonstrou-se a reducdo de citocinas pré
inflamatorias em pacientes com osteoartrite (KUBRA; RAO, 2012; MOZAFFARI-
KHOSRAVI et al., 2016). A atividade antioxidante do extrato de Z. officinale demonstrou
capacidade in vitro de inibir radicais hidroxila e inibir a peroxidacéo lipidica (MANCINI et
al., 2017). A atividade antioxidante foi confirmada em estudos com animais através da acéo da
glutationa sérica e outras enzimas responsaveis pela detoxificacdo (MASHHADI et al., 2013).

Efeitos semelhantes foram atribuidos a outros bioativos presentes no gengibre como o
6-gingerol, 8-gingerol, 10-gingerol e 6-shogaol(SI et al., 2018).

Diante de consumidores cada vez mais conscientes do vinculo entre dieta e satde tem
se a necessidade da busca de ingredientes naturais como suplementos alimentares e
conservantes. Desta forma, o consumo de alimentos com alto teor de fendlicos e
consequentemente propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias acima mencionadas pode
contribuir preventivamente em uma infinidade de doencas crénico-degenerativas incluindo

cancer, disturbios cardiovasculares e diabetes.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a producdo e a utilizacdo de enzimas produzidas por Streptomyces

thermocerradoensis 13 e Streptomyces sp. 17 em diferentes processos fermentativos, seus

impactos no perfil quimico dos destilados produzidos e ainda a sua utilizacdo como ferramenta

para favorecer a incorporacdo de compostos fendlicos do gengibre (Zengiber officinale) em

cachaca.

3.2 Objetivos especificos

Promover a fermentacdo semissolida para a producdo dos extratos enzimaticos em
diversos pHs.

Avaliar a utilizacdo das farinhas de Cochlospermum regium e Jatropha elliptica como
meios para a fermentacdo semissolida e a producdo de enzimas.

Extrair e determinar as atividades celulolitica e xilanolitica dos extratos obtidos;
Identificar o pH ideial para a producdo de celulases e xilanases;

Testar as farinhas de Cochlospermum regium e Jatropha elliptica como meios
produtores de enzimas lignoliticas:

Avaliar o potencial de hidrélise dos extratos obtidos em farinhas de Cochlospermum
regium e Jatropha elliptica;

Utilizar o extrato obtido com maior atividade de celulases para promover a sacarficacdo

como pré tratamento no processo fermentativo;
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Produzir cachacas utilizando o pré tratamento enzimatico utilizando Saccharomyces
cerevisiae; levedura para producdo de cerveja Belgian Ale (M27) e por fim a
fermentacao espontanea;

Acompanhar a variacdo do pH, Brix, acUcares totais e polifendis durante os processos
fermentativos;

Avaliar o teor alcoodlico e a concentracdo de etanol nas fermentacdes;

Avaliar o impacto do tratamento do mosto na producéo de congéneres e comparar com
0 processo de producéo tradicional utilizando a cromatografia liquida e a ressonancia
magnética nuclear;

Verificar o efeito da extracdo de bioativos do gengibre utilizando o extrato enzimético
no perfil de compostos fendlicos através da HPLC;

Através da andlise de superficie de resposta identificar os principais fatores que

contribuiram para a extracdo dos compostos fenolicos.
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CAPITULO 2

PRODUCAO DE ENZIMAS LIGNOCELULOLITICAS POR STREPTOMYCES
THERMOCERRADOENSIS I3 E O ENRIQUECIMENTO NUTRICIONAL DAS
FARINHAS DE ALGODAOZINHO DO CAMPO (COCHLOSPERMUM REGIUM) E

BATATA DE TEIU (JATROPHA ELLIPTICA).
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L Universidade Federal de Goias, Escola de Agronomia, Departamento de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos— UFG, CP 131, CEP 74690-900, Goiania, Goias, Brasil.

2 Universidade Federal de Goias, Instituto de Ciéncias Bioldgicas — UFG, CP 131, CEP
74690-900, Goiania, Goiés, Brasil.

RESUMO

Apesar da ampla utilizagdo, as enzimas apresentam alguns fatores limitantes e custos
elevados de producédo. Diante disto, este trabalho objetivou contribuir no estudo da produgéo
de enzimas lignoceluloliticas por Streptomyces thermocerradoensis I3 através da fermentacao
semissolida usando farelo de trigo (FT) e as farinhas de Cochlospermum regium (CR) e
Jatropha elliptica (JE) como substrato. Também foi avaliada a influéncia do pH do meio na
producdo das enzimas e o efeito do tratamento enzimatico das farinhas. A atividade de CMCase
detectada foi 6,07 + 0,13 Ul/mL e 4,18 £ 0,23 Ul/mL utilizando FT e JE, respectivamente. A
CMCase néo foi detectada em CR. A atividade da xilanase foi 4,14 + 0,10 Ul/mL em FT e 2,13
+ 0,14 no CR e néo detectada em JE. Verificou-se maior atividade de CMCase foi obtida
utilizando meio de cultura ajustado pra pH 7,5 (13,22 Ul/mL + 0,26) enquanto para Xilanase

ficou em pH 7,0 (4,03 + 0,20). A maior produgdo de enzimas foi obtida utilizando farelo de
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trigo, pH 7,5 para CMCases e pH 7,0 para xilanases. O tratamento das farinhas de CR e JE com
0 extrato enzimatico obtido promoveu o aumento nos niveis de agUcares totais, proteinas
sollveis totais, aglcares redutores e compostos fendlicos. As farinhas modificadas pela
utilizacdo do extrato enzimatico obtido podem ser aplicadas no desenvolvimento de novos
produtos alimenticios com maior teor de compostos bioativos (polifendis), alta atividade
antioxidante e maior contetido de proteinas sollveis.

Palavras-chave: Celulase; Xilanase; farinhas; compostos fendlicos; proteinas soltveis.

INTRODUCAO

Enzimas obtidas de microrganismos apresentam ampla utilizacdo nas industrias
agroalimentar, quimica e farmacéutica. Sdo utilizadas para catalisar etapas especificas em uma
variedade de bioprocessos, com estimativa de movimentacéo de 5,6 bilhdes de dolares em 2018.
Deste total, as enzimas xilanase, pectinase e celulase foram responsaveis por aproximadamente
20% do mercado mundial de enzimas (CHAPMAN; ISMAIL; DINU, 2018; PATEL,;
SINGHANIA; PANDEY, 2017; SHARMA; SHARMA; MAHAJAN, 2019; SINGH; SINGH,;
SACHAN, 2019; TOPAKAS; PANAGIOTOU; CHRISTAKOPOULOS, 2013). Enzimas
também sdo empregadas na modificacdo de matérias primas agroindustriais, como por exemplo
farinhas. Tal utilizacdo visa agregar propriedades funcionais com a liberacdo de compostos
folicos (TSOPMO et al., 2010; XU et al., 2016).

Apesar do grande potencial no emprego de enzimas, elas apresentam alguns fatores
limitantes, como vida Util, estrutura quimicamente instavel e custos elevados de purificacdo
(VAGHARI et al., 2016). A pesquisa por novos microrganismos, meios de cultura, processos
com maior rendimento, enzimas termoestaveis, enzimas com atividade em ampla faixa de pH,
menores custos de producdo e/ou purificacdo, sdo focos de interesse (ATALAH et al., 2019;

PRAJAPATI et al., 2018).
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A producdo de enzimas por alguns microrganismos merece destaque pelo alto
rendimento e menor custo de producdo de enzimas quando comparadas a outros
microrganismos. As bactérias do género Streptomyces apresentam grande potencial. Essas
bactérias sdo encontradas em muitos ambientes, sendo o solo um habitat rico nessas espécies.
Algumas espécies de Streptomyces isolados a partir do solo do Cerrado, demosntraram
capacidade de produzir diferentes enzimas, dentre elas celulases, xilanases, f-glucosidase,
ligninase e N-acetilglucosaminidase (PEIXOTO; SILVA; KRUGER, 2017; SOBRINHO et al.,
2005). Estudos utilizando Streptomyces thermocerradoensis 13 mostrou a presenca de celulases
termofilicas, termoestaveis e com capacidade de atuacdo em uma ampla faixa de pH, além da
producdo de xilanases, avicelase e Fpase (BOOK et al., 2014; BRITO-CUNHA et al., 2013;
BRITO-CUNHA et al., 2015; GAMA et al., 2019; PEIXOTO; SILVA; KRUGER, 2017;
SOBRINHO et al., 2005). Foi ainda constatado por GAMA et al. (2020) que, ao degradar
residuos agroindustriais por meio da fermentacdo submersa, o S. thermocerradoensis 13
produziu quatro xilanases diferentes, uma delas também apresentou atividade de CMCase,
permitindo sua classificacdo como uma enzima bifuncional.

Considerando a biodiversidade do Cerrado brasileiro e sua possibilidade de utilizacéo
em processos biotecnoldgicos, ainda merece destaque a sua vegetacao. Varias espécies vegetais
podem ser utilizadas para diferentes fins, na producdo alimentos. Este bioma, ainda oferece
muitas espécies de vegetais capazes de produzir compostos farmacologicamente ativos, 0s
quais tém sido utilizados na medicina popular e podem contribuir para o desenvolvimento de
fitoterapicos ou ainda serem utilizados como meios de cultura para a producdo de enzimas
assim, como residuos agroindustriais (CAVALHEIRO; GUARIM-NETO, 2018; RIBEIRO et
al., 2016).

Diversos residuos agorindustriais e fontes ndo convencionais de nutrientes tém sido

investigados, por meio de diferentes estratégias de fermentacdo, para a produgdo de enzimas
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objetivando a redugéo dos custos de producédo e obtencdo de novas enzimas. Alguns exemplos
desses sdo cascas de banana, cascas de manga, graos de cervejaria, farelo de trigo umedecido,
bagaco de uva, bagaco de maca cascas de meldo e cascas de aveld que foram testados para
producéo de celulases e xilanases (RAVINDRAN et al., 2018; VARNAI et al., 2014).

Algumas espécies vegetais como Cochlospermum regium (CR) e Jatropha elliptica
(Pohl)(JE) sdo utilizados na medicina popular, apresentam altos niveis de compostos fendlicos
e atividade antioxidante. Os rizomas destes vegetais apresentam alta concentracdo de amido e
por este motivo sdo utilizados para a producdo de farinhas (SABANDAR et al., 2013).

Jatropha elliptica (Pohl) Muell Arg é uma planta herbécea subarbustiva popularmente
utilizada para tratar coceiras, sifilis e picadas de serpentes graves. Geralmente uma infusdo de
seus rizomas em bebidas hidroalcodlicas é utilizada. Essa infusdo é administrada por via oral.
As propriedades farmacoldgicas dos produtos utilizando Jatropha apresentaram atividade
antioxidante e atividades enzimaticas e contra veneno de Bothrops em ensaios in vitro e in vivo
(FERREIRA-RODRIGUES et al., 2016; POTT; POTT, 1994).

Cochlospermum, um género tropical nativo do sudoeste dos Estados Unidos, México,
América Central e do Sul, Africa, Indias Ocidentais e Australia, tem sido descrito na medicina
popular para tratamento de vérias condi¢bes clinicas (SOLON et al., 2012). No Brasil,
Cochlospermum regium (Mart. Et. Schr.) Pilger é popularmente conhecido como ‘algodéo-do-
campo' ou ‘'algoddozinho' sendo amplamente utilizada para fins medicinais (SOLON;
BRANDAO; SIQUEIRA, 2009). Os rizomas deste vegetal tipico do Cerrado brasileiro tém sido
tradicionalmente utilizadas como hepatoprotetor, analgésico, anti-hipertensivo e anti-
inflamatdrio no tratamento de reumatismo, artrite e acne (CARVALHO et al., 2018).

O presente trabalho objetivou contribuir no estudo da producdo de enzimas

lignoceluloliticas por S. thermocerradoensis 13 através da fermentagdo semissolida utilizando
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diferentes meios de cultura, os impactos do pH inicial do meio na producdo destas enzimas e

ainda o efeito do tratamento enzimatico sobre as farinhas de rizomas de plantas do Cerrado.

MATERIAL E METODOS

Materiais

O isolado microbiano utilizado pertence ao banco de microrganismos do Laboratério de
Bioquimica e engenharia genética da Universidade Federal de Goias e foi isolado conforme
BRITO-CUNHA et al. (2013).

Producéo da farinhas

As raizes de Cochlospermum regium e Jatrhofa eliptica foram coletadas no municipio
de Uruacu-GO (-14.264977, -48,973811), em uma regido de floresta nativa do Cerrado, em
julho de 2016. As raizes foram armazenadas em embalagens de polietileno de baixa densidade
e mantidas em refrigeracdo (6 + 1 °C) durante o transporte e armazenamento até o
processamento ocorrer.

Foi utilizado farelo de trigo adquirido no comércio local. Por apresentar altos niveis de
acucares redutores o farelo passou por processo de lavagem e posterior secagem a fim de reduzir
0s teores destes agucares

As raizes de Cochlospermum regium e Jatrhofa eliptica foram lavadas e sanitizadas
com solucdo de hipoclorito de s6dio a 200 ppm por 15 min, descascadas e fatiadas
manualmente, e deixadas secar em estufa de circulacdo de ar a 35 °C por 48 horas, até atingir
umidade menor do que 10%. O material desidratado foi moido com moinho tipo faca "Croton"
(Marconi, MA580, Piracicaba, Brasil), com peneira de 2,0 mm de diametro para obter a farinha.
Obtengdo de extrato enzimético

Uma suspensdo contendo aproximadamente 10° esporos (contados em cémara de

Neubauer) de S. thermocerradoensis I3 foi inoculada em Erlenmeyer de 500 mL contendo trés
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diferentes meios de cultura para realizacao de fermentacao semisélida Cada Erlenmeyer
continha 15 mL de meio minimo previamente autoclavado (Na;HPOs - 7.0 g-L™%; K2HPO4 - 3.0
g-L" 1 NaCl - 0.5 g-L; NH4CI - 1.0 g-L" 1) e uma fonte de carbono diferente. Foram utilizadas
5 g de farelo de trigo (FT); 5 g de farinha de Jatrhofa eliptica (JE); 5 g de farinha de
Cochlospermum regium (CR). A incubacdo foi realizada shaker de bancada com agitacédo
orbital e controle de temperatura (SOLAB, SL 222, Piracicaba, Brasil) por de 5 diasa 37 £ 1
°C. Ao término da incubacdo foram adicionados 50 mL de &gua e 50 mL de Tween-80 0,1%.
O material foi centrifugado (Eppendorf, 5804R, Hamburgo e Alemanha) a 7.500 G durante 15
minutos a 4° C. O sobrenadante foi coletado e armazenado (-20° C) até realizacdo dos ensaios
Ensaios enzimaticos

O sobrenadante foi avaliado quanto a atividade enzimaética da xilanase e da CMCase
(carboximetilcelulose). A atividade da CMCase foi avaliada medindo-se a liberag&o de agucares
redutores em uma solucéo de 1,0 mL da enzima e 1,0 mL da solugdo de CMC a 2% (p/v) em
tampdo de citrato de s6dio 50 mM (pH 4,8) incubado a 50 °C, por um periodo de 10 min,
seguida pela quantificacdo de agUcares redutores pelo método ADNS de acordo com RAMADA
et al. (2010). A atividade enzimética da xilanase foi determinada usando solucdes de xilana
bechwood a 1% (p/v) (Sigma®) como substrato. A atividade foi determinada por microensaio,
adicionando-se 10 pL de amostra e 90 uL da solugdo a 1% de xilana. A solugéo foi incubada a
50 °C por 5 min, seguida pela quantificacdo de acucares redutores pelo método ADNS
(MILLER, 1959). A curva xilose padrdo foi determinada com concentracdes de 0,3 a 4,2
mg.mL"1. Uma unidade de atividade (UI) corresponde a 1 pumol de glicose e xilose liberada por
minuto para CMCase e xilanase, respectivamente.

Avaliacao do pH do meio de cultura na producéo de celulases e xilanases
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Apo6s determinagdo do meio de cultura associado a maior produgdo de celulase e
xilanase, o pH deste meio de cultura foi ajustado em potenciometro (TECNAL, TEC-2,
Piracicaba, Brasil) para os valores de 6,5; 7,0 e 7,5 conforme BRITO-CUNHA et al. (2015).
Determinacdo dos compostos fendlicos totais e atividade antioxidante nas farinhas CR e
JE

Apb6s o processamento, as farinhas de CR e JE foram submetidas a extracdo de
compostos fendlicos utilizando uma solucdo metandlica (80:20). O mesmo extrato foi utilizado
para determinagdo da atividade antioxidante. O contetdo total de compostos fendlicos foi
determinado usando o reagente de Folin-Ciocalteau e um espectrofotdmetro a 740 nm. Os dados
foram expressos em miliequivalentes de &cido galico por 100g de amostra (WATERHOUSE,
2002). A capacidade antioxidante do extrato de farinha foi determinada pelo método DPPH
(BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995), baseado na captura do radical DPPH
(2,2-difenil-1-picril-hidrazil) por antioxidantes, produzindo uma diminui¢do na absorvancia a
517 nm.

Tratamento das farinhas de Jatrhofa eliptica e Cochlospermum regium com extrato
enzimatico.

Nos ensaios de hidrélise enzimatica, solucbes de 1% (p/v) da farinha a pH 6,0 (tampéo
fosfato pH 6,0) foram adicionadas com 0,1 mL de extrato enzimatico (3 Ul.mL™ para CMCase
e 9 Ul.mL* para xilanase) produzido previamente a partir da fermentagéo semissolida do farelo
de trigo com a bactéria S. thermocerradoensis 13. As amostras foram incubadas sob agitacdo a
50 °C por periodos de 4, 24 e 48 h. Como controle, solu¢cbes de farinha foram utilizadas sem a
adicdo do extrato enzimatico.

As solucbes hidrolisadas foram avaliadas quanto a acUcares redutores e totais pelo
método proposto por MILLER (1959), compostos fendlicos segundo SINGLETON;

ORTHOFER , LAMUELA-RAVENTOS (1999) e teor de proteina. Ensaios para a
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determinacdo do conteudo total de proteinas foram realizados de acordo com BRADFORD
(1976). A quantidade de proteina total foi determinada pela leitura da absorbancia em um
espectrofotometro (Bel Photonic, SP2000UV, Piracicaba, Brasil) a 595 nm. A curva de
calibracéo foi determinada usando Albumina de Soro Bovino (BSASigma®).

Anélise estatistica

Os dados sdo expressos como a média + desvio padrdo de trés repeti¢cbes. Diferencas
significativas entre as médias foram calculadas atraves da andlise de variancia (ANOVA)

usando o software Graph pad prism 5®.

RESULTADO E DISCUSSAO

Avaliacao de extratos enzimaticos

Neste trabalho as maiores atividades enziméticas foram obtidas utilizando o farelo de
trigo como fonte de carbono, CMCase (6,07 + 0,13 Ul-mL™) e xilanases (4,14 + 0,10 Ul.mL™)
(figura 1). Esses dados corroboram os dados de BRITO-CUNHA et al. (2013) onde a melhor
fonte de carbono foi o farelo de trigo.

Segundo ROMERO-RODRIGUEZ et al. (2017) tanto em Streptomyces quanto nos
demais microrganismos, a fonte de carbono disponivel no meio de cultura influencia a
expressao génica dos microrganismos. Assim, estes microrganismos produzirdo enzimas para
catabolizar as fontes de carbono rapidamente assimiladas, enquanto as enzimas envolvidas na
utilizacdo de outros substratos sdo reprimidas até que o substrato primario se esgote. Neste
momento 0 microrganismo procura utilizar outros substratos disponiveis. Embora essa
repressao génica seja geralmente exercida pela glicose, em diferentes microorganismos outras
fontes de carbono rapidamente metabolizadas também podem causar repressado e, inclusive,

podem reprimir o catabolismo da glicose (SHAPIRO, 1989).
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A figura 1 demonstra, ainda, que a utilizacao de farelo de trigo resultou na deteccéo de
ambas as enzimas estudadas, enquanto a farinha de CR e JE resultou na inibicdo de uma das
atividades estudadas. A farinha de CR levou a producéo de xilanase, enquanto a farinha de JE
levou a producdo de CMCase. Entretanto as atividades observadas foram menores que as
obtidas utilizando farelo de trigo.

Os dados sugerem a possibilidade de produgdo de apenas uma enzima avaliada
conforme o meio utilizado e desta forma excluir etapas posteriores de purificagéo. A purificagéo
de enzimas é um processo multietapas e esté relacionado com o alto custo de producdo. Desta
forma a possibiliade de producdo de celulases ou xilanases de maneira isolada pode ser
vantajosa para eliminar ou diminuir a necessidade da purificacao, consequentemente reduzindo

0 custo de producédo (VIJAYARAGHAVAN; RAJ; VINCENT, 2016).

a b

CMCase Ul/mL
Xylanase Ul/mL

T CR FT CR JE

Figura 1. Atividades enzimaticas de celulases (a) e xilanases (b) obtidas de Streptomyces
thermocerradoensis 13 utilizando substrato de farelo de trigo (FT), Cochlospermum regium
(CR) e Jatrhofa elliptica (JE) apds cinco dias de incubacdo, a 37 °C.

As diferencas observadas nos extratos enzimaticos produzidos utilizando FT, CR e JE

podem estar relacionadas a alta disponibilidade de amido presentes em CR (70 g.100g™?) e JE

(44 ¢.100gY) (BENTO, 2018) e FT (10 g.100g) (NANDINI; SALIMATH, 2001). Altos teores
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de amido se mostraram potentes inibidores de celulases e xilanases produzidos por Penicillium

decumbens (SUN et al., 2008).

Contetdo de fendlicos totais e atividade antioxidante em CR e JE

A farinha de JE (extrato metandlico) apresentou um conteldo de compostos fenolicos
de 11,47 + 0,87 mg eq de &cido galico.g?, enquanto a farinha de CR apresentou 8,32 + 0,45 mg
eq de acido galico.g-1 (Tabela 1). O farelo de trigo (FT) apresenta uma concentracdo de
compostos fendlicos de 1,26 mg eq de acido galico. g (VAHER et al., 2010), valores bem
menores aos encontrados nas farinhas de CE e JE. Estudos relacionam a presenca de compostos
fendlicos no meio de cultivo a inibicdo do crescimento e/ou alteracdes na expressdo génica de
microrganismos, uma vez que alguns compostos fenolicos podem se ligar as proteinas e podem
desativar as enzimas celuloliticas durante a hidrélise da celulose (GONZALEZ-BAUTISTA et
al., 2017; KIM et al., 2015; XIMENES et al., 2010). O teor dos compostos fenolicos, bem como
o perfil de compostos fendlicos possivelmente distintos entre FT, CR e JE podem ter
influenciado o desenvolvimento do S. thermocerradoensis 13, e consequentemente, na producao
de enzimas por esse microrganismo, resultando em maior producéo de enzimas com FT como
substrato, quando comparado com ao CR e JE. O trabalho de MATEO ANSON et al. (2012)
relatou que o FT possui uma camada de aleurona composta principalmente por arabinoxilana
com niveis elevados de mondmeros de acido fertlico. Eles demonstraram ainda que as
atividades de B-glicosidase e celobiohidrolase de C. Cubensis foram inibidas apenas nas
concentragfes mais altas de compostos fendlicos monomeéricos, como o &cido ferulico.

A presenca destes compostos, bem como um maior contetdo de amido e proteinas em

CR e JE podem estar relacionadas a menor atividade enzimatica nos extratos obtidos.
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Tabela 1. Compostos fendlicos e atividade antioxidante das farinhas de Jatropha elliptica e
Cochlospermum regium (base umida).
Média Desvio padrdo  Coeficiente de variagédo (%)

Jatropha elliptica
Atividade antioxidante* 87.23 0.58 0.66
Compostos fendlicos (ME) 11.47 0.87 7.58
Cochlospermum regium
Atividade antioxidante* 90.36 0.94 1.04

Compostos fendlicos (ME) 8.32 0.45 5.40

“ mg eq écido galico (g matéria seca) *!; ME extrato metandlico

As farinhas de JE e CR apresentaram atividades antioxidante similares aos relatados por
BENTO et al. (2019) que avaliou a viabilidade dessas farinhas para uso na industria alimenticia.

O consumo de produtos com alto teor de compostos fendlicos e consequentemente alta
atividade antioxidante estd relacionada com a prevencdo de diversas doencas de carater
inflamatorio devido a producdo excessiva de radicais livres de oxigénio/nitrogénio (TOHMA
etal., 2017).

As farinhas analisadas neste trabalho apresentam altos teores de compostos bioativos.
A farinha de CR contém taninos, mucilagens, saponinas, esteroides, tri terpenos e flavondides,
incluindo  kaempferol, naringenina, aromadendrina e  dihidrokaempferol-3-O-f-
glucopirandsido, acido gélico e &cido elagico (MIRANDA PEDROSO et al., 2019; SOLON,
2009). A presenca desses compostos ou as suas concentragdes podem justificar a alta atividade
antioxidante presente na farinha de CR. Enquanto a farinha de JE demonstrou algumas
atividades bioldgicas relacionadas a presenca de fatores anti-nutricionais como taninos,
saponinas, fitatos, nitratos, tripsina e amilase (BENTO et al., 2019).

Apesar da presenca e a alta concentracdo dos compostos fenolicos, o que poderia trazer

inimeros beneficios ao consumidor tem sido observado que os compostos fendlicos afetam a
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atividade das enzimas celuloliticas em diferentes graus, e altas concentracbes de certos
mondmeros fendlicos podem levar & morte do microrganismo produtor das enzimas. Foi
demonstrado ainda que as atividades de celulase e xilanase apresentam suscetibilidade diferente

para compostos fendlicos (GONZALEZ-BAUTISTA et al., 2017).

Influéncia do pH do meio de cultura na producéo das enzimas testadas

O extrato enzimatico com menor atividade de CMCase ocorreu em pH 6,5 (1,95 + 0,07
Ul. mLY), enquanto o maior valor foi obtido em pH 7,5 (13,22 + 0,26 Ul. mL™?) (Figura 2). Os
dados observados evidenciam que a produgdo de uma de enzima por um microrganismo pode
ser afetada por varios parametros fisicos e quimicos, dentre os quais o pH é um dos fatores mais
importantes, pois pode afetar a sintese e secrecdo de proteinas, bem como a producdo de
metabdlitos de fermentacdo (Prasetyo et al., 2010).

Estes resultados entdo de acordo com os encontrados por ZHANG et al. (2016), que ao
avaliar a producdo de celulases e xilanases por Streptomyces griseorubens JSD-1. Eles
constataram que o pH 8,0 levou a um aumento de 47.9, 29.5, e 113.6 % na producéo de celulase,

xilanase e FPase respectivamente.

CMCase Ul/mL

L1

pH65 pH7,0 PpH75

Figura 2 - Atividade enzimatica da endoglucanase (CMCase) obtida por fermentagédo
semissolida a partir de substrato de farelo de trigo em trés diferentes valores de pH, ap6s cinco
dias de incubacéo, a 37 °C.
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A maior atividade de xilanase foi obtida no pH 7,0 e a menor atividade foi encontrada

em pH 7,5. (Figura 3).
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pH65 PpH7,0 PpH75

Figura 3 - Atividade enzimatica da xilanase obtida por fermentacdo semissolida utilizando
Streptomyces thermocerradoensis 13 a partir de substrato de farelo de trigo em trés diferentes
valores de pH, ap6s cinco dias de incubacdo, a 37 °C.

Relatos de diversos autores indicam que o pH préximo a neutralidade € ideal para a
producdo de compostos bioativos em culturas de Streptomyces (GOGOI et al., 2008; OSKAY,
2011; SINGH et al., 2009). Resultado semelhante foi relatado ao avaliar a influéncia do pH na
atividade de xilanases isoladas de Streptomyces sp. CS428.(G.C et al., 2013) Os estudos de
BUNDALE et al. (2015) também relatam que o pH neutro foi o ideal tanto para o crescimento
quanto para a producao de metabdlitos bioativos em quatro cepas diferentes de Streptomyces.
Modificacdo das farinhas CR e JE com tratamento enzimatico

Apesar das farinhas obtidas neste trabalho ndo se mostraram eficientes para obtencéao de
uma maior atividade enzimatica, elas ainda despertam interesse uma vez que sao utilizadas na
medicina popular por apresentar propriedades farmacologicas. A modificacdo de farinhas e
amidos por hidrolise enzimatica é uma alternativa para alterar caracteristicas nutricionais destes
produtos. Farinhas modificadas apresentam caracteristicas fisico-quimicas distintas da farinha
natural (ndo modificada), o que contribui para aplicacbes no desenvolvimento de novos
produtos. Além de alteracOes nas caracteristicas tecnoldgicas (exemplo, capacidade de absorgédo
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de &gua e 6leo, propriedades térmicas e viscoelasticas), farinhas modificadas com tratamento
enzimatico podem apresentar variagbes no contetdo de proteinas, carboidratos (aglUcares) e
fendlicos (LIU et al., 2017; XUE et al., 2017). A hidrolise dos polissacarideos e a liberagdo de
polifendis aumenta a biodisponibilidade destes. Verificou-se que polifen6is monoméricos e
alguns oligoméricos sdo absorvidos enquanto as formas poliméricas sdo mal absorvidas
(GONTHIER et al., 2003; SHOJI et al., 2006).

O tratamento dessas farinhas com o extrato enziméatico produzido poderia resultar na
liberacdo de uma maior concentracdo de principios ativos, visto que o extrato enzimatico
estudado atua sobre polissacarideos. A hidrdlise parcial ou total de polissacarideos pode resultar
na liberacdo de mais compostos de interesse (LAVECCHIA; ZUORRO, 2016; OLIVEIRA et
al., 2019).

O tratamento das farinhas de CR, JE com extrato enzimatico produzido resultou no
aumento do teor de acucares redutores e de proteinas sollveis (Figura 4 e 5).

OcrR 0OIJE
0.04-

0.034
0.024

0.014

0.00 |-_|.r_I

Aclcares redutores (ug/ul)

™ A S
Tempo (h)
Figura 4 - AcgUcares redutores nos tempos 0, 4, 24 e 48 horas de incubacdo a 50 °C na farinha

de Jatrhofa eliptica (JE) de Cochlospermum regium (CR). Como controle, foram utilizadas
solucBes de farinha sem a adi¢do do extrato enzimatico.
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Nas primeiras quatro horas de hidrélise, houve aumentos de aproximadamente 7 vezes
no contelido de agucares redutores. Em seguida, houve um pequeno aumento na farinha de CR.
Na farinha de JE o incremento na quantidade de acucar redutor continuou elevado.

O aumento do teor de agucar redutores esta relacionado a hidrolise dos polissacarideos
em acucares redutores (KHAWLA et al., 2014). A hidrolise desses polissacarideos resulta na
liberacdo de outros compostos presentes nas farinhas testadas, justificando o aumento no teor
de compostos fenodlicos. A diferenca de composigdo ou concentragcdo de compostos fenolicos
entre as farinhas pode justificar comportamentos diferentes durante o tratamento enzimético

das farinhas de CR e JE, ocasionando menor liberacdo de agUcares redutores.

O] CR ] JE

- 0.59
=
= 041 _ .
0 = =
q>" 0.34 =
=)
o
» 0.2
)
s
E 0.1-
o
D- 0-0 T L] 1
Q ™ q/V bib

Tempo (h)
Figura 5 — Concentracdo de proteinas sollveis nos tempos 0, 4, 24 e 48 horas de incubacédo a
50 °C na farinha de Jatrhofa eliptica (JE) de Cochlospermum regium (CR). Como controle,
foram utilizadas solugdes de farinha sem a adi¢do do extrato enzimatico.
O aumento no teor de proteinas soltveis (Figura 5) também pode ser resultante da
liberacdo de complexos proteicos associados a polissacarideos (DOMINGUEZ-RODRIGUEZ;
MARINA; PLAZA, 2017). O aumento de proteinas sollveis foi da ordem de 2,5 vezes. O

incremento das proteinas soliveis foi semelhante nas duas farinhas, diferentemente do

observado para agucar redutor.
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A hidrdlise enzimética também promoveu o aumento de cerca de 30% dos compostos
fendlicos (Figura 6A). na farinha com 48 h de exposi¢do ao extrato enzimético e agucares

sollveis (Figura 6B) totais

2 O CR O JE ~ O Cr 0= JE
S . S -
2 200 < 400
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¥4 £
S 1501 = 1 = 2 300- = =
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3 >
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Figura 6 - Compostos fendlicos (A) e nivel de agUcares soltveis totais (B) nos tempos
0, 4, 24 e 48 horas de incubacéo a 50 °C na farinha de Jatrhofa eliptica (JE) de Cochlospermum
regium (CR). Como controle, foram utilizadas solugdes de farinha sem a adi¢do do extrato
enzimatico.

Pode-se inferir que 0 aumento dos compostos fendlicos nas farinhas modificadas se deve
a hidrdlise dos polissacarideos e consequente liberagdo dos compostos fendlicos complexados.
Alguns trabalhos também verificaram aumento no contetido de compostos fenolicos decorrente
do tratamento enziméatico (XUE et al., 2017). Estas alteracdes e consequente aumento de
fendlicos livres também foi detectada apds avaliacdo do tratamento enzimatico promovido por
LIU et al. (2017). Quando complexadas com essas macromoléculas, geralmente apresentam
baixo rendimento na extracdo por métodos convencionais de extracdo (extragcao com solventes)
e por este motivo ndo sdo quantificadas na analise quantitativa dos fendlicos, uma vez que
podem ser retidos na matriz dos alimentos e portanto, inacessivel aos solventes devido a

diferentes interag0es com a matriz da planta (CHENG et al., 2014; JAKOBEK, 2015; PEREZ-

JIMENEZ; DIAZ-RUBIO; SAURA-CALIXTO, 2013).
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Por fim, a liberagdo de compostos fenolicos complexados com polissacarideos pode
melhorar a bioacessibilidade e biodisponibilidade de compostos fendlicos, aumentando o valor
nutricional dos alimentos submetidos ao tratamento enzimatico (ANSON et al., 2009; MATEO
ANSON et al., 2011).

A modificacgdo das farinhas de CR e JE com o extrato enzimético resultou no aumento
do conteddo de acUcar redutor, proteinas solUveis e compostos fendlicos. Tais farinhas
modificadas poderiam ser empregadas para a producdo de alimentos como pées e bolos, por
exemplo, conferindo a estes novos produtos um maior aporte em compostos fenolicos, podendo
trazer beneficios a saide dos consumidores. Uma nova etapa deste estudo estd em andamento,

visando aplicacdo dessas farinhas modificadas.

CONCLUSAO

O farelo de trigo mostrou-se o melhor substrato para produzir celulases e xilanases
usando a bactéria Streptomyces thermocerradoensis 13. O pH mais adequado para produzir
extratos enzimaticos contendo celulases e xilanases foi de 7,5 e 7,0, para CMCase e Xxilanase,
respectivamente. Por outro lado, extratos enzimaticos produzidos com farinha de Jatrhofa
eliptica e Cochlospermum regium, como substrato, apresentaram atividade para uma das duas
enzimas estudadas (CMCase ou xilanase, respectivamente). Esse resultado é importante quando
se deseja obter extrato com apenas uma das enzimas, resultando em impacto no custo de
producdo ou purificacdo dessas enzimas. Os resultados obtidos sugerem que o extrato
enzimatico produzido foi capaz de modificar as farinhas de Jatrhofa eliptica e Cochlospermum
regium, proporcionando um aumento no conteddo de polifendis, agucares e de proteinas
soluveis. Logo, as farinhas modificadas pela utilizacdo do extrato enzimatico produzido podem
ser aplicadas no desenvolvimento de novos produtos alimenticios com maior teor de compostos

bioativos (polifendis), alta atividade antioxidante e maior contedo de proteinas soluveis.
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CAPITULO 3
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Resumo

A fermentacdo da cana produz dois produtos importantes: cachaca e bioetanol. A cachaca é
uma bebida destilada apreciada e comercializada em todo o mundo. Este trabalho teve como
objetivo avaliar os efeitos do extrato enzimatico bruto produzido por Streptomyces sp. 17 na
fermentacgdo alcoolica, na producdo de etanol e no perfil quimico das cachagas produzidas. O
extrato bruto apresentou atividades de CMCase e xilanase de 35,47 + 1,22 e 9,18 + 0,28 UI.
mL, respectivamente. A adicdo do extrato enzimatico no caldo de cana promoveu diferencas
entre os tratamentos quanto ao valor de pH, teor de sélidos soluveis, teor total de acUcar e
compostos fenolicos. Em relagdo ao teor de agucar residual, houve redugdo da sacarose (2,76 +
0,3a1,96 + 0,82 g.L); contetido de glicose (61,61 + 0,2 a 17,46 + 0,2 gL !) e frutose (423,69
+1,3a81,48 +0,4 gL™), o teor de alcool e a concentragdo de etanol aumentaram (37,1% para
43,1%) e (292,80 + 0,9 a 340,04 + 1,1 gL ). Além disso, houve reducéo no teor de acidez total,
ésteres totais e carbamato de etila devido ao tratamento com o extrato bruto ativo. As cachagas
produzidas estdo em conformidade com a legislacéo brasileira, destacando a reducdo da acidez
total, ésteres e carbamato de etila devido ao tratamento enzimatico. O pré-tratamento com o
extrato obtido de Streptomyces sp. 17 melhorou o rendimento da fermentacdo alcodlica na
producdo de cachaca e pode ser utilizado em outros processos de fermentacdo visando a
producdo de bioetanol.

Palavras-chave: Celulases, xilanases, hidrélise enzimatica, pré tratamento, fermentacdo

etandlica e biocombustiveis.

1. Introducgéo

O processo de fermentagdo da cana no Brasil gera dois produtos de grande importancia

econdmica: cachaca e bioetanol. A cachaca é a denominacao tipica e exclusiva dos destilados
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produzidos no Brasil, que pode atingir 38 a 48% em teor alcodlico a 20 °C. E obtida pela
destilacdo do mosto fermentado do caldo de cana e possui caracteristicas sensoriais distintas
(BRASIL, 2005). Quimicamente a cachaga é uma matriz etanol/dgua, contendo uma grande
diversidade de compostos, como alcoois superiores, esteres etilicos, aldeidos, cetonas e acidos
organicos, 0s quais sdo responsaveis por seu sabor e aroma distintos (AMORIM; SCHWAN;
DUARTE, 2016). A composi¢do final da cachaca é diretamente influenciada pelas etapas
preparacdo do mosto, fermentagéo, destilacédo e envelhecimento. O conjunto dessas etapas
promovem mudancas sensoriais relacionada aos atributos de qualidade (GRANATO et al.,
2014).

Os compostos presentes em menores concentragdes sao denominados como secundarios
ou congéneres. Esses componentes sdo especialmente importantes porque contribuem para as
caracteristicas sensoriais quimicas da bebida. Alguns congéneres, quando em altas
concentragOes, apresentam risco de toxicidade como por exemplo: 0 metanol, o acetato de etila
Os teores limite para a presenca desses compostos em cachagas sdo estabelecidos pelas
Instrucbes Normativas do Ministério da Agricultura e Pecudria n°® 13/2005 2005 (BRASIL,
2005) e n° 28/2014 (BRASIL, 2014).

Vaérios fatores podem contribuir para a producdo de congéneres, dentre estes fatores
destacam-se as condices do processo de fermentacdo, a espécie de levedura utilizada ou as
condicdes de destilacdo (DE SOUZA et al., 2012; PORTUGAL et al., 2017; VIDAL et al.,
2013a). A producdo de congéneres pode ser reduzida através de pré-tratamento do caldo de
cana, visando reducdo das impurezas que atuam como precursores na formagdo dos compostos
secundarios, que podem depreciar a composi¢do e a qualidade do destilado (RIBEIRO et al.,
2017).

Diferentes métodos de pré-tratamento em processos fermentativos para a producgéo de

etanol tem sido empregados visando o aumento da produtividade, a otimizacdo de outras
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variaveis e até o nimero de procedimentos necessarios (JAGTAP et al., 2019). Nesse contexto,
a aplicacdo de enzimas na degradacdo de materiais lignoceluldsicos e residuos agricolas tem
sido utilizada para a producgéo de etanol de segunda geragdo, melhorando o rendimento dos
processos fermentativos (COUTURIER et al., 2016; GUPTA et al., 2016). O uso de enzimas
pode favorecer o aumento do rendimento no processo de producdo da cachaca, através da maior
oferta de agUcares fermentesciveis, diminui¢do da formag&o de compostos secundarios e alterar
caracteristicas sensoriais, podendo agregar valor de mercado ao produto.

As bactérias do género Streptomyces demonstram capacidade de producdo de diversas
enzimas, em diferentes meios e condi¢fes de cultivo (LAW et al., 2019). Alguns autores
demonstraram a capacidade de Streptomyces sp. de produzir xilanases e celulases, enzimas
amplamente utilizadas pelas industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética (BRITO-CUNHA
etal.,, 2013; BRITO-CUNHA et al., 2015; GAMA et al., 2019).

Diferentes metodologias sdo utilizadas para analise de amostras complexas como 0s
alimentos. A ressonancia magnética nuclear (RMN) de H! permite detectar e quantificar muitos
compostos, incluindo moléculas em baixas concentraces (compostos secundarios). A RMN ¢é
utilizada para avaliar alteragdes durante o metabolismo, possiveis adulterac@es, contaminac6es
e indicacdo geogréafica em vinhos, cervejas e destilados (GIL; DUARTE, 2008; SERAFIM,;
LANCAS, 2019). Porém, ndo foram encontradas na literatura a utilizacdo desta técnica para a
determinacdo do perfil quimico de cachacas.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a producdo de celulases e Xxilanases por
Streptomyces sp. 17 e os efeitos do pré-tratamento com extrato enzimatico sobre a fermentacéo,
producdo de etanol e perfil quimico da cachaca produzida utilizando a ressonancia magnética

nuclear.
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2. Material e metodo

2.1 Microrganismos

Uma cepa de Streptomyces denominada isolado sete (17) foi usada para produzir o0s
extratos enzimaticos conforme BRITO-CUNHA et al. (2013). Leveduras de Saccharomyces
cerevisiae (Fleischman, Pederneiras SP, Brasil) foram adquiridas localmente para a
fermentagdo alcodlica.
2.2 Fermentag&o semissolida e obtencéo dos extratos enzimaticos

Uma suspensdo de esporos de Streptomyces sp. 17 (10° aproximadamente) foi inoculada
em Erlenmeyers contendo 15 mL de meio minimo pré-autoclavado (Na;HPOs - 7.0 g-L"%;
KoHPO4 - 3.0 g-L" ! NaCl - 0.5 g-L"%; NH4CI - 1.0 g-L" 1) e 5 g de substrato de farelo de trigo.
No final de um periodo de incubacdo de 5 dias a 37 £ 1 °C, foram adicionados 50 mL de &gua
e 50 mL de Tween-80 (0,1 g.100 g1), centrifugados a 7500 RPM por 15 mina4 +1°Ceo
sobrenadante armazenado congelado (-20 + 1 °C), em tubos falcon, até a realiza¢do dos ensaios.
2.2 Caldo de cana

O caldo de cana foi obtido pela moagem da cana (Saccharum officinarum Linn.), sem a
etapa de filtracdo, em julho de 2018, em um mercado local em Goiénia, Goias. O caldo foi
armazenado em garrafas plasticas (PET) com tampa e transportado sob refrigeracdo (6 + 1 °C)
para o Laboratério de Bioguimica e Engenharia Genética da Universidade Federal de Goias,
onde as fermentagdes foram promovidas.
2.3 Atividade enzimatica

A atividade da carboximetilcelulase (CMCase-endoglucanase) foi avaliada através da
incubacdo de 50 pl do extrato bruto com 50 pl de carboximetilcelulose (CMC) diluida em
tampéo de citrato de sodio a 1% (pH 4,8) por 60 minutos a 50 °C em um termociclador ( Bio -
Rad, Berkeley, Califérnia, EUA, termociclador T100) (HANSEN et al., 2015). A atividade da
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xilanase foi avaliada incubando 10 pl do extrato bruto com 90 ul de xilana Beechwood (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO) diluido em tampé&o de citrato de sddio a 1% (pH 4,8) a 50 °C por
um periodo de 5 min. As rea¢des acima foram fervidas com 100 pl de 4cido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS) para medir a quantidade de agUcares redutores liberados (RAMADA., 2010). Uma curva
padrdo para xilose foi preparada em concentracdes de 0,3 a 4,2 mg. mL™. Uma unidade de
atividade (UI) correspondia a 1 uM de glicose (CMCase) ou xilana (xilanase) liberada por
minuto.
2.4 Pré tratamento do caldo de cana, fermentacdo alcodlica e destilacdo

O teor de sdlidos soltveis foi determinado de acordo com a AOAC (2012) utilizando
um refratbmetro de bancada (Nova Instruments, Nova WYA-2S, Brasil) e os resultados
expressos em ° BRIX. O caldo de cana foi diluido com agua destilada para atingir 16 ° Brix.
Foram realizadas trés repeticdes de dois tratamentos, o primeiro considerado como controle, no
qual o extrato enzimatico bruto foi submetido a desnaturacéo enzimatica por ebulicdo em agua
a 100 = 1 °C por 10 minutos. O outro tratamento utilizou o extrato enzimatico bruto com as
enzimas ativas (sem desnaturacdo) na proporc¢éo de 1: 1000 (v / v). Os caldos de cana de acucar
+ extrato (desnaturados no controle ou nao) foram entdo incubados a 50 + 1 °C em um agitador
a 80 RPM por duas horas, ap6s o resfriamento do caldo em temperatura ambiente até atingir 30
°C = 1 °C, foi inoculada a levedura. Foram adicionados, em Erlenmeyers de 2 litros, um litro
de suco de cana e 10 g de levedura comercial da espécie Saccharomyces cerevisiae
(aproximadamente 10** UFC.mL™) e incubados em um agitador com temperatura controlada a
30 £ 1 °C e agitacdo a 80 rpm por 48 horas. Aliquotas foram coletadas apds 0, 2, 8, 16, 24, 32,
40 e 48 horas. Foram realizadas trés repeticGes para cada tratamento. Apds a fermentacédo, o
mosto fermentado de cana foi destilado em frascos de fundo redondo com capacidade de 1 L,
colocados em mantas aquecedoras e acoplados a uma coluna Vigreux de 60 cm e condensador

de 50 cm. A temperatura para destilagédo foi mantida entre 90 e 92 £ 1 °C e o destilado foi
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separado em trés fracOes. As fracOes de cabeca, coracédo e cauda foram separadas por graduacéo
alcodlica. A bebida final, fragdo coragdo, foi armazenada em frascos de vidro, com tampa e
mantidas a temperatura ambiente para anélise.
2.5 Avaliacao do processo fermentativo

O pH e o teor de solidos soluveis (TSS) foram determinados ap6s 0, 2, 8, 16, 24, 32, 40
e 48 horas, e o total de acUcares e compostos fenolicos apés 0, 8, 16, 24, 32, 40 e 48 horas. O
pH foi medido utilizando um potencidmetro (Tecnal, TEC-51, Piracicaba, Brasil), com o
eletrodo inserido diretamente na amostra, e o conteldo total de sélidos sollveis (Brix),
utilizando um refratdbmetro digital (Nova Instruments, Nova WYA-2S, Brasil), conforme
recomendado pela AOAC (2012). O método fenol-sulfurico foi utilizado para determinar o teor
total de acucar, de acordo com DUBOIS et al. (1956) Os compostos fenolicos totais foram
determinados pelo método de FOLIN , CIOCALTEU (1927) e SOUSA et al. (2007).
2.6 Andlise de agucares residuais, acidos e etanol por HPLC

Os cromatogramas da fracdo coracdo das cachacas produzidas com e sem tratamento
enzimatico do caldo de cana foram analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(Shimadzu, Shimadzu LC-20, Japdo), sendo o cromatografo equipado com um detector de
indice de refracdo (RID) para a determinacgdo dos acUcares e alcoois e um detector ultravioleta
visivel (UV-Vis) com a leitura a 210 nm. Uma coluna de Supelcogel Ca, operada a 80 °C com
agua deionizada (0,5 mL / min) foi usada para a separacao.
2.7 Determinacdo da concentracdo de etanol e caracterizacdo quimica da cachaca por
Ressonancia Magnética Nuclear H!

Todas as analises de RMN foram realizadas a 20 °C usando um espectrdmetro Bruker
Avance 11 500 operando a 11,75 T, observando H! a 500,13 MHz. O espectrometro foi
equipado com uma sonda TBI de quatro canais de detecgdo inversa de 5 mm (H*, H2, C®e

nucleo X), e o shimming e o pulso foram ajustados automaticamente. Para cada analise, 100 pL
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da amostra de cachaga foram dissolvidos em 400 uL de 6xido de deutério (D20) e 0,1% (m/ V)
de sal de sodio do acido 2,2,3,3-d4-3- (trimetilsilil) propiénico (TMSP-ds) usado como padréo
interno.

Os espectros utilizados para determinar o teor de &lcool e congéneres nas cachacas
foram adquiridos usando uma Unica sequéncia de pulso de excitacdo (zg Bruker), com 128
varreduras, um tempo de aquisicdo de 3,3 s, pontos de dominio de tempo de 64 k distribuidos
em uma largura espectral de 20 ppm , atraso de reciclagem de 20 s e ganho de 203. Os espectros
foram processados aplicando uma fungéo exponencial sobre o FID por um fator de ampliagédo
de linha de 0,3 Hz. Os componentes foram quantificados pelo método de referéncia eletronico
ERETIC2, utilizando uma amostra padréo de sacarose Bruker de 2,0 mmolar de sacarose (aq).
Os perfis quimicos das cachagas foram caracterizados por experimentos de RMN de *H usando
a sequéncia de pulsos Bruker noesygpprld para suprimir os sinais de hidrogénio etanol (6 1,20;
3,65) ¢ agua (6 4,80). Estes compostos foram observados com teores muit0 superiores aos
demais componentes, comprometendo a observacao dos sinais dos compostos minoritarios.

Foram adquiridos 256 espectros com um tempo de aquisi¢do de 3,3 s, pontos no
dominio do tempo de 64 k distribuidos em uma largura espectral de 20 ppm, atraso de
reciclagem de 20 s, tempo de mistura igual a 150 milissegundos e ganho do receptor de 203.
Os espectros foram processados aplicando uma funcéo exponencial sobre o FID por um fator
de ampliacdo de linha de 0,3 Hz.
2.8 Analises estatisticas

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo (DP) de trés repeticOes.
Diferencas significativas entre as médias dos parametros foram calculadas pela analise de
variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Bonferroni com nivel de significancia p <0,05 pelo

software Graph pad prism 5®.
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3. Resulados e discussao

3.1 Ensaios enzimaticos

A atividade de CMCase detectada foi de 35.47 +1.22 IU-mL™ e de xilanase 9.18 + 0.28
IU-mL? (Fig. 1). Ao utilizar Streptomyces thermoalkaliphilus WU et al. (2018) determinou a
atividade de endoglicanase de 19.5 + 1.5 IU-mL™. Valores bem menores foram determinados
por MEDOUNI-HAROUNE et al. (2017), ap6s 7 dias de fermentacdo usando Streptomyces
S1M3 (atividade méaxima de celulase 1.44 IU-mL™ e xilanase 11.2 + 0.12 1U-mL) Estes
resultados indicam a viabilidade da producdo de enzimas lignoliticas através da fermentacdo

semissolida por Streptomyces sp. 17.

40-
30-
—
£ 20-
D
10-
0 . .
< <
i &
A
™ XN

Figura 1. Atividades enziméticas de CMCase e Xilanase nos extratos obtidos de Streptomyces sp. 17 utilizando
farelo de trigo como substrato, ap6s cinco dias de incubacéo a 30 °C.

3.2 Avaliacéo do processo fermentativo

O valor do pH do meio de cultura foi acompanhado por até 48 de incubagdo. Um dos
processos de incubacdo continha o extrato com enzimas ativas, enquanto no outro foi
adicionando o mesmo volume de do extrato enzimas inativadas pelo calor (pré-tratamento a

100 °C). Em ambos os processos fermentativos a reducdo do pH foi mais acentuada apés 8
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horas (Figura 2A) porém, houve diferenca estatistica nos tempos de 16 e 24 horas. Essa
diferenga entre os tratamentos pode ser justificada pela acdo enzimatica gerando produtos
diferentes e a liberagdo de &cidos orgénicos provenientes da degradacdo do polissacarideos
ligados & parede celular (KHOSRAVI; RAZAVI, 2020). Tambem foi verificado aumento do

pH no tratamento de controle apds 40 e 48 horas de tempo de fermentacdo (Figura 2A).

a b

[ Tratamento enziméatico 2 Controle
[ Tratamento enzimatico 3 Controle
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Figura 2. Variacdo no pH (a) e no teor de solidos soltveis (b) durante 48 horas de fermentagéo alcdolica do caldo
de cana tratado com extrato enzimatico bruto de Streptomyces sp. 17. * representa diferencas estatisticas (p <0,05)
entre os tratamentos.

O pH das fermentacdes industriais estd na faixa de 4,5 a 5,5, visando reduzir a carga
microbiol6gica de microrganismos contaminantes, durante o estagio final da fermentacéo o pH
se aproxima de 3,5. A reducdo do pH é caracteristica dos processos fermentativos, uma vez que
h& um aumento na concentracéo de didxido de carbono (CO.) e na producao de acidos organicos
como acido lactico, acido etanoico e acido succinico (AQUARONE et al., 2001; RESENDE
OLIVEIRA et al., 2018).

Em relacdo ao TSS, ndo houve variagéo durante as duas primeiras horas de fermentagéo.
Entretanto, entre os tratamentos, foram encontradas diferencas estatisticamente significativas
apos 8, 16 e 24 horas. Além disso, foram encontrados valores menores no contetido de sélidos
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soliveis no tratamento enziméatico apds 32, 40 e 48 horas em comparagdo com os valores
encontrados para o tratamento ndo enzimatico, embora a diferencga ndo tenha sido significativa
(Figura 2B). A manutencdo do pH e do contetdo do TSS nas duas primeiras horas de
fermentacdo € justificada por as leveduras estarem na fase lag ou adaptacdo que comeca apos a
inoculagdo. Durante este periodo ocorrem ajustes nas condi¢des fisicas de cultivo e na
disponibilidade de nutrientes. A medida que a levedura se adapta ao meio, ela pode sintetizar
enzimas e s6 entdo comegar a metabolizar os nutrientes do meio e multiplicar-se (ROLFE et
al., 2012).

A reducéo do conteido de TSS durante a fermentacdo € um comportamento esperado e
comportamentos inesperados podem sugerir a ma conducdo do processo, como o controle de
temperatura inadequado ou contaminagdo por outros microrganismos (SANTOS, 2010). De
acordo com LU et al. (2018) a reducdo do TSS esta relacionada ao crescimento celular e ao
consumo de acucar pela levedura para conversdo em etanol.

Os acucares totais apresentaram uma reducao de 74% (339,06 £ 1,70 para 85,06 + 4,54
mg.mL™?), nas primeiras oito horas de fermentaco no tratamento enzimatico comparado com
uma reducéo de 310.37 + 1.59 para 36.50 + 1.95 mg.mL™ no tratamento controle (88%). O
tratamento contendo enzimas ativas deve ter atuado sobre polissacarideos presentes no caldo
de cana, resultando numa maior quantidade de acucares redutores, levando a uma maior
guantidade nas primeiras horas de fermentacdo. Comparando-se 0s tratamentos, observou-se
diferenca estatisticamente significativa apds 0, 8 e 24 horas de fermentacédo (p <0,05) (Figura

3a).
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Figura 3. Concentracdo de aclcares totais (mg. mL™) (a) e Concentracdo de compostos fendlicos totais (b). (ug.
mL™) durante 48 horas de fermentagdo alcéolica do caldo de cana tratado com extrato enzimatico bruto de
Streptomyces sp. 17 * representa diferengas estatisticas (p <0,05).

O caldo de cana contém de 0,85 a 1,45% de sélidos soluveis na forma de aglcares ndo
redutor, proteinas, polissacarideos e ceras (CHEN; CHOU, 1993). O caldo de cana contém de
3 a 5% de sdlidos soluveis na forma de corantes, precursores de cores. Possui ainda cerca de
0,85-1,45% de solidos soluveis na forma de acUcares, proteinas, polissacarideos e ceras. Os
Polissacarideos presentes no caldo de cana podem ser nativos da planta de cana-de-acucar (por
exemplo, hemicelulose) ou podem ser produzidos por acdo bacteriana ou nas etapas de
processamento (dextrana) Este produtos alteram a viscosidade do caldo de cana e reduzem a
produtividade nas usinas (CUDDIHY; PORRO; RAUH, 2001; GODSHALL,;
VERCELLOTTI; TRICHE, 2002; IMRIE; TILBURY, 1972).

O caldo de cana-de-acucar contém compostos fendlicos que sdo pigmentos vegetais de
baixo peso molecular que podem estar ligados a polissacarideos (GODSHALL, 1999). Os
compostos fenolicos totais também apresentaram diferencas estatisticas entre os tratamentos
apos 0, 8 e 24 horas (Figura 3B). As cachacas apresentaram grande variacdo no perfil dos

compostos fendlicos e, consequentemente, atividades antioxidantes muito diferentes, de acordo
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com 0s compostos presentes e sua capacidade de complexidade metélica, principalmente com
cobre (BETTIN et al., 2002).

Compostos fendlicos sdo metabolitos vegetais secundéarios que podem formar
complexos com componentes da parede celular, proteinas, polissacarideos, de fibras ou lipidios.
Os compostos fendlicos insolUveis geralmente ndo sdo extraidos com solventes utilizados na
preparacdo de extratos para quantificagdo dos compostos fenolicos, nem quantificados na
andlise quantitativa dos fendlicos, uma vez que permanecem retidos na matriz alimentar
(CHENG et al.,, 2014; JAKOBEK, 2015; PEREZ-JIMENEZ; DIAZ-RUBIO; SAURA-
CALIXTO, 2013). Ao utilizar somente solventes para a extracdo de compostos fenolicos,
DOMINGUEZ-RODRIGUEZ; MARINA , PLAZA (2017) verificou que 0s compostos
fendlicos ligados a macromoléculas da parede celular permaneceram nos residuos. Assim,
pode-se inferir que 0 aumento da concentracdo de agUcares totais e compostos fendlicos no
caldo de cana tratado enzimatico, ocorreu devido a hidrolise de polissacarideos e consequente
liberacdo dos compostos fenolicos.

3.3 Perfil de agucares residuais, acidos organicos e etanol por HPLC
A Tabela 1 apresenta os acUcares residuais, acidos organicos e alcoois detectados e

quantificados na cachaca produzida.
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Tabela 1. Perfil quimico da fragdo coracdo das cachagas produzidas com e sem tratamento
enzimatico com extrato bruto de Streptomyces sp. 17 apos 48 horas de fermentacdo com
Saccharomyces cerevisae obtidos por cromatografia liquida de alta performance e ressonancia
magnética nuclear de H,

Componentes Cachaga com tratamento Cachaga sem tratamento

enzimatico enzimatico

Sacarose 1.96+0.8 2.76 £ 0.3
Glicose 17.46 £ 0.2 61.61+0.2
Frutose 81.48+0.4 423.69+1.3
Acido latico 0.72+1.2 0.44 +1.18
Acido propi6nico 0.10+0.1 0.12 +1.78
Glicerol 4275+ 25 46.50 + 3.45
Etanol 339.72+11 289.23+1.8

Teor alcoolico (%) * 43.1% 37.1%

Etanol (g.L )" 340.04 1.1 292.80 £ 0.9

Concentracdo em g.Lt. * resultados obtidos por ressonincia magnética nuclear H! Demais
resultados obtidos utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Em relacdo aos acucares residuais detectados, verificou-se reducéo de sacarose, glicose
e frutose com a utilizacdo do pré-tratamento enzimatico. Valores de agUcares residuais
detectados neste trabalho s&o bem menores do que os detectados por VIDAL et al. (2013b) ao
avaliar o impacto da suplementagéo de nitrogénio em meios fermentativos. A reducao desses
trés acucares residuais deve-se, possivelmente, ao maior consumo destes e corrobora a maior
concentracéo de etanol quando comparados os tratamentos.

Quanto a quantificacdo dos &cidos organicos, ndo houve diferenca entre os valores para
0 &cido propidnico. Em relacdo ao acido lactico, estes foram maiores no tratamento enzimatico.
Propionato € produzido a partir da reducgéo de piruvato com lactato como produto intermediario:

0 primeiro lactato é produzido a partir da reducdo de piruvato por catalise com lactato
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desidrogenase; em seguida, o lactato é reduzido a propionato por propionato desidrogenase
(LEE; SALERNO; RITTMANN, 2008). FENG et al. (2014) demonstraram a relagédo entre o
potencial de oxidacdo do meio e a producdo de propionato. Esta razdo pode ser alterada pelo
namero de compostos fendlicos presentes no meio no tratamento com atividade enzimatica. Em
relagdo a produgdo de &cido lactico, isso pode ser influenciado pelo tipo de substrato utilizado,
pelas condicdes de pré-tratamento, pH, temperatura, etc.(ZHOU et al., 2018).

Comparando-se a concentragéo de etanol entre os tratamentos, foi produzido mais etanol
no processo fermentativo com o tratamento enzimético. Esse fato foi verificado tanto pela
andlise cromatografica quanto pelas analises da RMN. Comparando-se a concentragdo de etanol
entre os tratamentos, foi produzido mais etanol no processo fermentativo com o tratamento
enzimatico. Esse fato foi verificado tanto pela anélise cromatografica quanto pelas analises por
RMN.

Outro possivel mecanismo que justificaria a maior producdo de etanol no processo
fermentativo com o tratamento enzimatico, poderia ser a reducdo de espécies reativas de
oxigénio que ao reagirem com o0s compostos fenolicos liberados, reduziriam o estresse
oxidativo (CHEYNIER et al., 2002).

A presenca de compostos fendlicos e nitrogenados favoreceu a producdo de etanol e a
fermentacdo de xilose XUE et al. (2018). Ja o trabalho de NGAMSIRISOMSAKUL et al.
(2019) verificou o aumento de 7,1 vezes na producao de etanol por Chlorella sp. através do
tratamento hidrotérmico associado a acdo de enzimas amiloliticas.

O Glicerol é o segundo alcool mais abundante produzido pelas leveduras durante a
fermentagdo de agUcar, uma vez que mantém a osmoregulacédo e o equilibrio redox, sendo ainda
responsavel pelo sabor adocicado e viscosidade em vinhos mas também foram identificados em
cachagas (GARCIA et al., 2015; HATZAKIS; ARCHAVLIS; DAIS, 2007; HO et al., 2018). A

principal razdo pela qual as leveduras sintetizam e acumulam glicerol intracelularmente é
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devido as suas propriedades protetoras contra o estresse, particularmente o estresse hiper
osmatico e térmico. Além disso, a formacdo dependente de elétrons de glicerol a partir do
intermediério metabdlico central dihidroxiacetona fosfato (DHAP) também pode servir como
um coletor redox favorecendo a reoxidacdo do NAD ¥ citosdlico. O metabolismo de sintese e
as fungdes do glicerol foram descritos para S. Cerevisiae (HOHMANN, 2015; STRUCKO et
al., 2018). Uma producao maior de glicerol durante a fermentagéo alcoodlica é observada quando
reoxidacdo do NADH em NAD™ é diminuida, quando por exemplo, o acetaldeido se encontra
ligado ao bissulfito, de modo que ele ndo pode mais servir como aceptor de elétrons para
NADH citosolico (NEUBERG, 1918). Tal fato pode ter contribuido para uma maior produgéo
de glicerol no tratamento controle e consequentemente menor rendimento na producgéo de
etanol.
3.4 Perfil quimico do destilado por RMN

No comparativo entre os espectros de RMN de 'H das amostras de cachagca com o
tratamento enzimatico e sem tratamento nota-se a presenca de regido espectral entre ¢ 2,0-0,8,
caracterizada pela presenca dos sinais dos hidrogénios de alcoois alifaticos (Figura 4). Em ¢
0,89, foi identificado um tripleto que foi atribuido aos hidrogénios metilicos (-CH3) do 1-
propanol. Seu isdmero, 2-propanol (alcool isopropilico) foi identificado pelo dupleto em 6 1,15,
sinal referente aos hidrogénios metilicos, quimicamente equivalentes. Em ¢ 1,07, o tripleto
intenso foi caracterizado como referente aos hidrogénios metilicos do etanol. Os isdmeros 1 e
2-butanol foram caracterizados pelos complexos padrdes de sinais entre ¢ 1,70-1,20,
decorrentes dos hidrogénios diastereotopicos e enantiotopicos. O 1-pentanol (alcool amilico),
foi caracterizado por trés conjuntos de sinais em ¢ 1,56; 1,33; 0,90. Os demais sinais dos alcoois
foram atribuidos na faixa espectral entre ¢ 4,0-3,4, caracteristica de hidrogénios de carbonos

ligados diretamente a &tomos altamente eletronegativos (ex: HC-OH).
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Figura 4. Comparacdo entre as fragdes coracdo dos destilados obtidos por processos com e sem a¢do enzimatica.
Nos espectros de RMN de ‘H, também foram identificados sinais de acidos organicos,
como o aceético e latico, atribuidos em ¢ 1,92 e 4,4, respectivamente. A propanona (acetona) foi
caracterizada por um simpleto em ¢ 2,23, proximo ao simpleto do acetato de etila, em 6 2,04.
Outro éster identificado foi o carbamato de etila (uretano) por um tripleto proximoa ¢ 1,3 e um
quarteto em ¢ 3,9. O acetaldeido (etanal) foi caracterizado por um dupleto em ¢ 2,20 e por um
quarteto em ¢ 9,70. A glicose foi atribuida por dois dupletos com baixas intensidade em ¢ 5,21
e 4,6. Na regido de alta desblindagem, o sistema de spins dos hidrogénios aromaticos da
fenilalanina foi atribuido por um dupleto em ¢ 7,3 e dois tripletos em 7,36 e 6 7,42.
A quantificacdo dos compostos presentes e 0s valores maximos permitidos estdo presentes na
tabela 2.
Tabela 2. Quantificagdo dos congéneres encontrados nas cachagas produzidas com o

tratamento enzimatico e o controle utilizando o método ERETIC
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Componentes Cachaga com tratamento Cachaca Controle Valores
enzimatico maximos
8
Acidez ? 23,1+13 91,1+11 150
Esteres totais 2 12,2+0,3 28,6 + 0,4 200
Aldeidos totais * 6,0+0,8 412+0,3 30
Furfural e Tragos (ndo Tragos (ndo 5
hidroximetilfurfural * quantificavel) quantificavel)
Metanol ° 6,9+0,2 1,1+0,1 20
Carbamato de etila ® 40+0,2 78+0,3 150
Acroleina ’ Tragos (ndo Tragos (ndo 360

quantificavel)

quantificavel)

1: Acidez volatil expressa em acido etan6ico, em mg-100 mL™ de alcool anidro. 2: Esteres totais expressos como
acetato de etila, em mg.100 mL"* de alcool anidro. 3: Aldeidos totais como acetaldeido, em mg.100 mL™ de lcool
anidro. em mg.100 mL"* de alcool anidro. 5: Metanol ndo mais do que 20,0 mg.100 mL™* de alcool anidro. 6:
Carbamato de etila ndo superior a 150ug.L2.7: Acroleina (2-propenal) ndo superior a 5 mg.100 mL"* de alcool
anidro. 8: Valores maximos em mg.100 mL"! conforme determinado pela INSTRUCAO NORMATIVA n° 13, de
29 de junho de 2005.

Neste estudo observou-se reducdo de 74% na acidez através do tratamento enzimatico
em relacdo ao controle. Algumas espécies de S. cerevisae podem reduzir a acidez volatil quando
0 teor de alcool € superior a 11% (v/v) (TESFAW,; ASSEFA, 2014). A Acidez elevada é uma
das principais causas da rejeicdo sensorial da cachaca pelos consumidores (ODELLO et al.,
2009). Assim, pode-se inferir que a cachaca tratada com enzima poderia seria melhor aceita
sensorialmente.

O é&cido etandico também foi detectado, juntamente com outros &cidos organicos
volateis, como acido lactico e acido propidnico, que contribuem para o aroma das bebidas

destiladas, uma vez que sdo fixadores de varios compostos aromaticos, e ddo corpo as bebidas
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destiladas (LEAUTE, 1990). O &cido etanoico foi determinado conforme mostrado na tabela 1.
A cachaca tratada com enzima apresentou maior acidez volatil (2,22) do que o controle (0,763).
Essa diferenca pode estar relacionada a producéo de outros compostos organicos volateis ndo
identificados nas analises realizadas. A acetona também foi encontrada tanto nas amostras de
cachaca tratada com enzimas quanto no controle.

Com relagdo aos ésteres, foi demonstrado que o tratamento enzimético favoreceu a
reducdo dos ésteres presentes na cachaca. Esteres geralmente adicionam um aroma fresco e
frutado as bebidas, mas em quantidades excessivas, eles também podem levar a sabores
indesejaveis (LIU; HOLLAND; CROW, 2004). Um perfil de ésteres bem equilibrado é,
portanto, fundamental para os produtos fermentados, para produzir um sabor agradavel. Os
principais contribuintes para o sabor de um produto séo os ésteres de acetato, incluindo acetato
de etila (aroma doce), acetato isoamilico (banana) e acetato de feniletila (aroma floral)
(DZIALO etal., 2017; VERSTREPEN et al., 2003).

O aldeido aceético foi identificado e quantificado em ambos os tratamentos, sendo
encontrado em maior concentracdo na cachaca tratada com enzima. No entanto, ambas as
cachacas apresentaram valores para aldeidos abaixo do valor maximo determinado pela
INSTRUCAO NORMATIVA n° 13, de junho de 2005 (Tabela 2). Acetaldeido e outros aldeidos
(férmico, butirico, isobutirico, valérico e capréico) foram encontrados em varias bebidas
destiladas, geralmente presentes nas fracfes mais volateis, sendo o acetaldeido geralmente
predominante. Acetaldeido tem um odor pungente que aumenta o sabor pungente das bebidas
(NYKANEN; NYKANEN, 1991). Em geral, aldeidos com cadeias contendo menos de 8
atomos de carbono tém odores penetrantes, geralmente desagradaveis, que sdo considerados
indesejaveis. Por outro lado, aldeidos de cadeia longa sdo caracterizados por aromas agradaveis
(ALCARDE; SOUZA; BELLUCO, 2011; LOPEZ-VAZQUEZ et al., 2012). O acetaldeido é

formado durante a fermentac&o pela reducgéo do etanol e seus teores elevados tém efeitos toxicos
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associados a sintomas como nausea, sudorese, pulsacdo rédpida, dores de cabeca e vomitos.
Também é conhecido como um composto cancerigeno (PFLAUM et al., 2016).

Furfural e hidroximetilfural sdo aldeidos aromaéticos resultantes da decomposicéo
quimica dos carboidratos, que podem resultar da pirélise da folhagem durante a colheita, o que
leva a desidratagdo parcial de uma pequena fracdo dos acUcares presentes. A desidratacdo
parcial das pentoses leva a formag&o de furfural (2-furfuraldeido) e a desidratacdo de hexoses
para hidroximetilfurfural (5-hidroximetil-2-furfuraldeido) (CHI et al., 2009). No presente
estudo, ndo foram detectados sinais de furfural ou hidroximetilfurfural nas condi¢des analiticas
utilizadas das amostras. Furfural é toxico para humanos induzindo dor, dor de garganta,
diarreia, vomito e dor de cabeca (J. ROHSENOW; HOWLAND, 2010; RUSU COLDEA et al.,
2011). Furfuraldeido também pode se originar durante o processo de destilacdo devido a
pirogenacdo da matéria organica depositada na parte inferior dos barris. Em cachacas
envelhecidas, o furfural pode vir da reacdo entre acidos e seus polimeros originarios da madeira
utilizada na construcdo dos barris (hemiceluloses) (CRUZ; CANAS; BELCHIOR, 2012;
YOKOYA, 1995).

Além do etanol, as leveduras podem produzir outros alcoois conhecidos como alcoois
superiores, como, por exemplo: propanol, butanol, isobutanol e alcool amilico. A presenca
desses alcoois nas cachacas é importante para seu carater aromatico, mas quando em excesso,
aumentam a toxicidade para o consumidor (BORTOLETTO; SILVELLO; ALCARDE, 2018;
LACHENMEIER; HAUPT; SCHULZ, 2008). Apesar de ndo terem sido quantificados é
possivel observar na figura 4 um perfil diferente em relacdo a presenca destes alcoois nos
tratamentos avaliados.

Verificou-se que houve um aumento de seis vezes nas concentragfes de metanol nas
cachagas tratadas com enzimas quando comparadas com a cachaga de controle. Apesar do

aumento, os niveis detectados obedeceram a Instru¢cdo normativa (BRASIL, 2005) Este
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composto pode ter origem durante a fermentacdo devido a acao das enzimas pécticas presentes
na levedura, que atuam sobre o acido galacturdnico das particulas de bagaco de cana presentes
no meio (MOREIRA; NETTO; MARIA, 2012; TASLI et al., 2018). Estudos posteriores seréo
realizados visando identificar a presenca de pectinases no extrato enzimatico.

A presenca de metanol em niveis elevados é indesejavel por causa de sua toxicidade,
que causa disturbios visuais, anormalidades no sistema nervoso central, como confusdo, coma
ou até mesmo morte. Estas particulas solidas podem ser eliminadas por filtracdo, tratamentos
quimicos ou térmicos visando a floculacéo, coagulacédo e sedimentagdo dos coloides, tais etapas
néo foram realizadas neste trabalho visando a presenca de bagacilho no meio (SCHWAN et al.,
2001). Embora ndo haja relatos na literatura sobre o tratamento enzimatico do caldo de cana-
de-agUcar por Streptomyces sp, pode-se deduzir que o aumento do teor de metanol pode ter sido
relacionado a acdo do extrato enzimatico

Em relacdo ao carbamato de etila (CE), verificou-se reducdo de 48% nos niveis
comparando os tratamentos. O CE € encontrado em bebidas alcodlicas e resulta principalmente
da reacdo entre etanol e compostos contendo nitrogénio, como ureia, carbamoilfosfato e cianeto
(CHEN et al., 2017). Estes precursores sdao comumente gerados pelo metabolismo da arginina
por Saccharomyces cerevisiae ou pela presenca de outros microrganismos durante a
fermentacdo, como bactérias lacticas (NOBREGA et al., 2015). E um composto cancerigeno e
genotoxico para muitas espécies, incluindo ratos, hamsters, macacos e humanos (VAZQUEZ
et al., 2017). Resultados semelhantes foram encontrados por ANDRADE SOBRINHO et al.
(2009)_ao avaliar a qualidade das cachacas artesanais e atribuiram a auséncia de carbamato de
etila ao processo de destilagéo e a separacdo correta das fracOes "cabeca", "coracdo” e "cauda".

Ndo foram detectadas moléculas de acroleina, em ambos os tratamentos, pela
metodologia utilizada. A acroleina € um composto cancerigeno também conhecido como 2-

propenal. Formado durante a fermentac&o, é derivado da desidratacdo do glicerol ou produzido
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devido & contaminacgio bacteriana. E uma substancia altamente mutagénica, e a exposicio a
acroleina pode estar associada a patogénese do diabetes mellitus, doengas cardiovasculares e a
inducdo do estresse mitocondrial/reticulo endoplasmético (CHEN et al.; MOGHE et al., 2015).
Vapores de acroleina séo utilizados no gas lacrimogéneo, muito irritantes para os olhos, nariz

e garganta, e podem estar associados com o aroma de pimenta (ZACARONI et al., 2011).

4. Concluséao

O processo de fermentacdo semissolida de farelo de trigo com o Streptomyces sp. 17
produziu um extrato bruto com atividades de celulases e xilanases. Este extrato apresenta
potencial para subsequente purificacdo e producdo com fins comerciais destas enzimas A
aplicacdo destes extratos no pré-tratamento do caldo de cana promoveu o0 aumento dos agucares
totais e de compostos fendlicos nos fermentados. Promoveu ainda 0 aumento da concentracédo
de etanol e do teor alcodlico. As analises por RMN das cachacgas permitiram a identificacdo de
compostos minoritarios e a reducdo da acidez volatil, ésteres totais e carbamato de etila e 0
aumento dos aldeidos totais, gerando cachacas com diferentes perfis quimicos. O pré-
tratamento enzimatico teve impacto positivo no perfil quimico e no rendimento da producéo de
etanol, apresentando potencial para sua aplicacdo industrial seja na producdo de cachaca ou

para a industria de bioetanol.
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Resumo

A cachaga é uma bebida fermento-destilada do caldo de cana apreciada e comercializada
mundialmente. Este trabalho tem por objetivo avaliar os efeitos do uso da levedura para cerveja
Belgium Ale M27, adicdo de extrato enziméatico produzido por Streptomyces sp 17 na
fermentacdo alcodlica, na produtividade de etanol e no perfil quimico das cachagas produzidas.
A acdo do extrato enzimatico promoveu diferencas em relacdo ao pH, ao teor de sélidos
sollveis, ao teor de acUcares totais e compostos fenolicos. O teor alcodlico das cachacas foi de
34,2%; 39,7% e 42,1% para o tratamento controle (C, enzimas inativadas pelo calor), T1 e T2
(maior quantidade de enzimas) respectivamente. As concentragdes de etanol obtidas foram
270,2+1,09.L%313,6+0,99.L e 3326 +1,1g.L" parao C, T1 e T2 respectivamente. Os
tratamentos enzimaticos promoveram a reducéo da acidez total de 37,3+1,5 mg-100 mL™* (C)
para 25,4+1,3 mg-100 mL? (T1) e 22,2+1,0 mg-100 mL* (T2); ésteres totais de 4,40+ 0,4
mg-100 mL? (controle) para 3,9+ 0,2 mg-100 mL? (T1) e 3,03+0,2 mg-100 mL™* (T2) e
metanol 2,1+0,1 mg-100 mL*?, 0,62+0,1 mg-100 mL(T1) e 0,51+0,1 mg-100 mL* (T2). Ndo
foram detectados furfural, hidroximetilfurfural e acroleina, em nenhum dos tratamentos
estudados. As cachacas produzidas atendem a legislacdo brasileira e as condicdes de
fermentacdo testadas podem ser utilizado para outros processos fermentativos como por
exemplo, a producdo de bioetanol.

Palavras-chave: Celulases, Xxilanases, pré tratamento enzimatico, fermentacdo etandlica e

M27.

Introducéo

Segundo a legislacao brasileira a cachaca é definida como a bebida fermento destilada

produzida a partir do caldo de cana podendo, com teor alcodlico entre 38 a 48% a 20 °C,

103



1660

1661

1662

1663

1664

1665

1666

1667

1668

1669

1670

1671

1672

1673

1674

1675

1676

1677

1678

1679

1680

1681

1682

1683

apresenta caracteristicas sensoriais peculiares sendo uma bebida mundialmente comercializada
(BRASIL, 2005; PAIVA et al., 2017). Apesar da existéncia, em 2018, de novecentos e
cinquenta e um fabricantes registrados no Ministério da Agricultura pecuéria ainda é alto indice
de informalidade dos produtores. A padronizacdo da bebida influenciou o reposicionamento da
bebida anteriormente considerada um produto de baixo valor em um bem de grande potencial
econdmico e inser¢do no mercado externo (BRASIL, 2019; FERNANDES BRAGA, 2015).

Do ponto de vista quimico a cachaga possui dois componentes predominantes: dgua e
etanol. Entretanto, apresenta outros componentes secundarios como alcoois superiores, ésteres
etilicos, aldeidos, cetonas e &cidos organicos, que sdo responsaveis por seu aroma e sabor
distinto (AMORIM; SCHWAN; DUARTE, 2016). A presenca de componentes secundarios ou
congéneres é influenciada diretamente pelo método de producdo de cachaca e pelas etapas
envolvidas no preparo do mosto, pela fermentacéo, destilacdo e o envelhecimento. A presenca
destes compostos secundarios pode ainda interferir nos atributos sensoriais e de qualidade
(GRANATO et al., 2014).

Entre os compostos secundarios destacam-se 0 metanol, acetato de etila e aldeidos, os
quais estdo relacionados com toxicidade quando em concentracGes elevadas. Os teores
permitidos destes compostos sdo determinados pela Instru¢cdo Normativa do Ministério da
Agricultura e Pecuaria n® 13/2005 e 28/2014 (BRASIL, 2005) e Instrucdo Normativa n° 28/2014
(BRASIL, 2014).

Véarios métodos de pré-tratamento do caldo de cana ou da prépria cana tém sido
empregados visando a reducdo de congéneres e contaminantes ou ainda promover a melhoria
do rendimento da fermentagdo alcodlica. Estes processos podem ser classificados em fisicos
(moagem, irradiacdo, extruséo, entre outros), quimicos (acido diluido, &lcalis, liquidos idnicos,

oxidantes), fisico-quimicos (explosao de vapor, hidrotérmica, expanséao de fibras com amdnia)
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e bioldgico (utilizacdo de enzimas) (BRODEUR et al., 2011; SINDHU; BINOD; PANDEY,
2016).

O pré-tratamento enzimatico tem sido amplamente empregado em processos
fermentativos, sobretudo para a producdo de etanol de materiais lignocelulésicos. Este pré
tratamento apresenta impacto em diferentes parametros da fermentacdo, chegando a alterar a
quantidade de procedimentos necessarios (ANTONOPOULOQU et al., 2019). Desta forma, o
uso de enzimas poderia favorecer o aumento da producdo de etanol no processo de producéo
da cachagca, visto que teria uma maior oferta de agucares para 0s microrganismos fermentadores,
além de promover a reducdo dos compostos secundarios, o que poderia favorecer as
caracteristicas sensoriais.

Alguns autores demostraram que a utilizacdo de um extrato enzimético bruto (pool de
enzimas) disponibiliza um conjunto de enzimas eficientes na hidrélise de composto
lignoceluloliticos (BRITO-CUNHA et al., 2013; BRITO-CUNHA et al., 2015). Foram obtidas
multiplas xilanases e celulases, utilizando Streptomyces thermocerradoensis 13, com atuacao
em ampla faixa de pH, temperatura e termo estabilidade. Essas enzimas amplamente utilizadas
pelas industrias de alimentos, farmacéutica e cosméticos (GAMA et al., 2020).

Outra forma de melhorar a producdo ou qualidade das cachacas € a utilizacdo de novos
microrganismos ou linhagens fermentadoras. A necessidade de produtos inovadores ocasiona a
procura de novos microrganismos e bioprocessos e consequentemente a busca por maior
eficiéncia e otimizacdo dos processos. Além de promover incremento em relacdo ao
rendimento, 0 uso de novos microrganismos ou linhagens pode gerar novos perfis de sabor,
reducdo do teor de calorias e criar novas bebidas (CUBILLOS et al., 2019; SERAFIM,;
LANCAS, 2019).

Na producdo de cachagas artesanais, ocorre um processo de fermentacdo natural. Nao

séo adicionadas leveduras ao processo de fermentacdo. Alguns produtores adicionam milho,
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farinhas pré-fermentadas como in6culo de microrganismos fermentativos (MENDONCA et al.,
2016; PORTUGAL et al., 2016). Ja na producdo de cervejas sdo utilizadas diferentes espécies
e linhagens de leveduras selecionadas. As leveduras utilizadas na producgéo de cerveja do tipo
Ale geralmente promovem a formacdo de substancias relevantes para o sabor, como ésteres,
sendo muito utilizadas para a producéo de cerveja artesanal (WEBERSINKE et al., 2018).

A viabilidade do uso de leveduras isoladas em usinas de alcool foi demostrada para a
producdo de cerveja por apresentarem a capacidade de produzir etanol em condi¢des como
presenca de metais, baixo pH, alta concentragéo de etanol (8-10%) e alta osmolaridade (> 18%
de concentracdo de carboidratos) (ARAUJO et al., 2018; CHRISTOFOLETI-FURLAN et al.,
2020; FIGUEIREDO et al., 2017). Entretanto, ndo foram encontrados na literatura relatos da
utilizacdo de microrganismos comercializados para a producdo de cerveja na producdo de
cachaga e seus impactos no perfil quimico do destilado.

A composicdo do mosto e as condigdes de fermentacdo sé&o conhecidas por afetar o
desempenho da fermentacéo e os perfis de sabor. As cepas de levedura para cerveja respondem
de maneira diferente as varias condi¢fes nutricionais e de fermentacdo, o que cria perfis de
sabor unicos no produto. Este trabalho tem como objetivo avaliar a utilizacdo de uma levedura
selecionada para producéo de cerveja tipo Belgian Ale na producéo de cachacas. O estudo ainda
avaliou os efeitos da utilizacdo de extrato enzimatico bruto em relacdo ao processo fermentativo

do caldo de cana, a producéo de etanol e na qualidade da cachaca produzida.
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Material e métodos

Material

O extrato enzimatico utilizado (atividade da CMCase de 35,47 + 1,22 Ul-mL* e a
atividade de xilanase de 9,18 + 0,28 UI-mL™) foi obtido a partir da fermentag&o semissdlida de
farelo de trigo utilizando cepa de Streptomyces sp 17.

No processo de fermentacdo foram utilizadas leveduras comerciais Mangrove Jack's
Belgian Ale M27 (Imake Ltd, Auckland, New Zeland). O caldo de cana foi obtido pela moagem
da cana (Saccharum officinarum Linn.), sem a utilizac&o de peneiras ou outros filtros, em julho
de 2018, comprada em um mercado local de Goiénia, Goias. O Caldo foi armazenado garrafas
plasticas (PET) com tampa transportado sob refrigeracdo (6 £ 1 °C) para o Laboratério de
Bioguimica e Engenharia Genética da Universidade Federal de Goias, onde as fermentacdes
foram conduzidas.

Pré tratamento enzimatico do caldo de cana

O teor de solidos soltveis (TSS) do caldo de cana foi ajustado para 16° Brix, com a
adicdo de agua destilada. Apo6s ajuste, foram inoculados os extratos enzimaticos dando origem
aos trés tratamentos distintos. O primeiro considerado como o controle (C), utilizou 2mL do
extrato bruto desnaturado (extrato submetido a fervura em agua a 100 °C por 10 minutos) na
proporcéo de 1:1000 (v/v) para o caldo de cana. O segundo tratamento (T1) utilizou 2mL do
extrato bruto com as enzimas ativas 1:1000 (v/v). No tratamento T2 foram adicionados 4 mL
do extrato bruto com as enzimas ativas 1:500 (v/v). Essa mistura foi incubada a 50 £ 1 °C em
Shaker a 80 RPM por duas horas.

Fermentacéo alcoolica

O caldo de cana tratado (C, T1 e T2) foi retirado do shaker e, apos o resfriamento do

caldo para 30 °C, a levedura foi inoculada. As fermentagdes foram conduzidas em trés
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repeticdes para cada tratamento, utilizando Biorreator encamisado SL-134 (SOLAB,
Piracicaba, Brasil) acoplado a banho refrigerado para controle de temperatura, com capacidade
de trabalho de 6 L. Em cada repetigéo, foi adicionado 3 litros de caldo de cana tratado e 10g de
leveduras comerciais M27 (aproximadamente 104 UFC.mL™). A temperatura foi controlada a
30 £ 1 °C. O processo de fermentacdo foi conduzido por 48 horas.

Acompanhamento do processo fermentativo

Durante a fermentacdo do caldo de cana, aliquotas de 2 mL foram retiradas nos tempos
0, 2,6, 12, 18, 24, 30, 36, 42 e 48 para avaliacdo do pH, do teor de sélidos soltveis (TSS), da
quantidade de acUcares totais e compostos fenolicos. O pH foi mensurado em potenciémetro,
com inserc¢do do eletrodo diretamente na amostra e o teor de sélidos soluveis totais (°Brix) foi
determinado conforme metodologia da AOAC (2012) utilizando refratdmetro de bancada
(Nova Instruments, Nova WY A-2S, Brasil). Os resultados foram expressos em ° BRIX. Para a
determinacdo de agUcares totais foi utilizado o método fenol-sulfarico conforme DUBOIS et
al. (1956). O teor de compostos fendlicos totais foi determinado com o reagente de Folin-
Ciocalteau, em espectrofotdbmetro a 740 nm segundo a metodologia de FOLIN , CIOCALTEU
(1927) e SOUSA et al. (2007). Os dados foram expressos em miliequivalente de acido galico
por mL de amostra.

Obtencéo da cachaca - destilacdo

Apbs a fermentacdo, o processo de destilacdo foi realizado utilizando uma manta
aquecedora, um baldo volumétrico de vidro com capacidade de 1 L acoplado a uma coluna de
Vigreux de 60 cm e um condensador de 50 cm. A temperatura da destilacdo foi mantida entre
90 e 92 °C. destilado foi separado em trés fracdes. As fracbes de cabega, coragdo e cauda foram
separadas. A fracdo ‘Cabeca’, que corresponde a 8 a 10% do volume total do vinho; a fragdo
‘Coracdo’, que corresponde a 80% de o volume e 'cauda’, que corresponde a 8 a 10% do volume

total do vinho (VERRUMA-BERNARDI; OLIVEIRA, 2020). A fragéo coracdo (destinada ao
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consumo), foi armazenada em frascos de vidro, com tampa e mantidas a temperatura ambiente
para analise.

Determinagdo do teor de etanol e caracterizacdo dos perfis quimicos por
Ressonancia Magnética Nuclear de 'H

Os experimentos de RMN de 'H foram realizados em espectrometro Bruker Avance |,
11,75 Tesla, equipado com sonda de deteccdo inversa de tripla ressonéncia (TBI). Foram
solubilizados 100 puL de amostra de cachaga em 400 pL solugdo de 6xido de deutério (D20) +
trimetilsililpropionato de s6dio (TMSP-ds) 0,1%. Os espectros foram obtidos a 500,0 MHz para
o ntcleo de H, sem giro da amostra e temperatura constante a 20 °C.

Os experimentos de RMN de tH foram realizados com sequéncia de pulsos zg (Bruker),
ajuste automatico da homogeneidade do campo magnético (shimming), calibracdo automatica
de pulsos, com 128 promediacGes com tempo de aquisicdo de 23,3 segundos, janela espectral
de 20,0 ppm com nimero de pontos de aquisicdo e processamento iguais a 65.536 pontos e
ganho do receptor fixo em 203. A linha de base e a fase foram corrigidas automaticamente.

Para a etapa de caracterizacdo dos perfis quimicos foram adquiridos com sequéncia de
pulsos noesygpprld (Bruker), usada para suprimir as intensidades preponderantes dos sinais
dos hidrogénios do etanol (¢ 1,20; 3,65) e da agua (o 4,80), presentes em proporc¢des elevadas
em relacdo aos demais componentes. Foram realizadas 256 promediacdes com tempo de
aquisicdo igual a 23,3 segundos, janela espectral de 20,0 ppm, tempo de mistura igual a 150
milissegundos e nimero de pontos de aquisicdo e processamento iguais a 65.536 pontos ganho
do receptor fixo em 203. A linha de base e a fase foram corrigidas automaticamente.

Para a calibracdo do método ERETIC, usado na quantificacdo dos analitos, foi usado
amostra padréo Bruker certificada e selada, em tubo contendo 2,0 mmol.L! de sacarose + acido

4,4-dimetil-4-silapentano sulfonico (DSS) 0,5 mmol.L! + azida de sodio (NaNs) 2,0 mmol.L
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1+ D0 10% + H20 90 % (v/v) de. A calibragdo do dispositivo eletronico foi feita pela
integracéo do sinal do hidrogénio em ¢ 5,40 da sacarose.

Andlises estatisticas

Os dados foram expressos como a média + desvio padrdo (DP) de trés repeticOes.
Diferengas significativas entre as médias dos parametros foram calculadas pela andlise de
variancia (ANOVA), seguida do teste de Bonferoni com nivel de significancia p <0,05 usando

o software Graph pad prism 5 ®.

Resultados e discussao

Acompanhamento do processo fermentativo

Verificou-se a reducdo do pH em todos os tratamentos sendo este 0 comportamento
esperado durante a fermentacdo alcodlica pois além do produto principal, o etanol, também séo
produzidos outras substancias entre elas o acido acético, latico e propidnico, podendo inclusive
sinalizar para o término do processo fermentativo (DIONISI; SILVA, 2016) O pH apresentou
variacdo durante o processo fermentativo (figura 2a), com diferenca estatisticaentre o Ce T1
nos tempos de 6 e 36 horas (p<0,01 e p<0,05, respectivamente). Enquanto C e o T2 apresentou
diferenca estatisticamente significativa nos tempos 2, 6 e 36 horas (p<0,001, p<0,001 e p<0,01,
respectivamente). Ao comparar T1 e T2 verificou se diferenca estatistica nos tempos 2 e 6 horas
(ambos p< 0,001).

O caldo de cana contém cerca de 80 a 85% de agua e uma composicdo média de
aproximadamente 30% de sacarose e 70% de materiais lignocelulésicos resultantes do
processamento do bagaco ou farelo de cana (base seca) (AMALRAJ et al., 2008). Apesar da

utilizacdo de extrato enzimético contendo enzimas efetivas na hidrolise de compostos
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lignocelulésico, ndo houve uma grande variacdo pH entre os tratamentos estudados. Este
resultado sugere que ndo houve variacdo do metabolismo das leveduras utilizadas.

O teor de sdlidos soluveis (figura 2b) apresentou uma reducdo em todos os tratamentos
estudados. Nas duas primeiras horas de incubacéo houve aumento no teor de TSS. Este aumento
deve ser resultado da agdo das enzimas presentes no extrato utilizado. As celulases e xilanases
atuaram sobre os compostos lignoceluloliticos presentes no caldo de cana, resultando na
hidrélise ou separacdo destes compostos, permitindo a liberacdo de compostos associados.
Resultado semelhante foi observado por ABBES et al. (2011) e AL-HOOTI et al. (2002) ao
avaliar o tratamento enzimatico com celulases em tdmaras. A reducdo do teor de sélidos
soluveis durante a fermentacdo do caldo de cana, utilizando S. cerevisiae também foi reportada

por (RESENDE OLIVEIRA et al, 2018; TZENG et al, 2010).
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Figura 2. Caldo de cana fermentado: (a) variagdo do pH e (b) variagdo no teor de solidos sollveis durante o
processo fermentativo do caldo cana nos tempos 0, 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42 e 48 horas. C: controle; T1 e T2: caldo
de cana adicionado de extrato enzimdtico bruto de Streptomyces sp 17 na proporcdo 1:1000 e 2:1000,
respectivamente. * representa diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) entre os tratamentos controle e
tratamento 1, + representa diferenca estatistica (p < 0,05) entre o tratamento controle e o tratamento T2 e °
representa diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) entre os tratamentos controle e tratamento 1 e 2.

A figura 3A mostra a concentracdo de agucares durante o processo de fermentacdo. Os
tratamentos utilizando as enzimas ativas mostraram uma concentragdo um pouco maior quando
comparado como controle. Possivelmente, este aumento é devido a agdo do extrato enzimatico,
que disponibilizou maior quantidade de agucares para o meio fermentativo. SUKUMARAN et
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al. (2009) mostraram que o pré-tratamento do caldo de cana com celulase promoveu aumento
do teor de acUcares totais, resultado da hidrdlise dos materiais lignoceluldsicos presentes. Os
dados descritos por estes autores concordam com os resultados obtidos neste trabalho. Os
acucares presentes nas diversas matérias primas utilizadas, como a sacarose ou outros, serdo
convertidos por diversos inimeros microrganismos para a producéo de bioetanol (HOSSAIN;
HAJI ZAINI; MAHLIA, 2017).

Em relacdo aos compostos fenodlicos totais (figura 3b) pode se observar que o
tratamento enziméatico promoveu o aumento do teor de compostos fenélicos em todos os tempos
analisados. Este aumento também foi verificado por JONSSON , MARTIN (2016) ao utilizar
o0 pré-tratamento enzimatico para hidrolisar material lignocelulésico para a producéao de etanol.
Com a utilizacdo de enzimas a rede celuldsica € clivada, a distribuicdo de solventes é
aprimorada, o tamanho das particulas é reduzido, a taxa de transferéncia de massa é aprimorada,
0 que leva a liberacdo de polifendis antes quimicamente ligados a parede celular e
consequentemente uma maior recuperacdo destes (BALASUBRAMANIAM et al., 2019).
Embora a presenca de compostos fendlicos esteja relacionada com a reducdo do rendimento
fermentativo, ADEBOYE; BETTIGA , OLSSON (2014) demonstraram que diferentes
compostos fenolicos, frequentemente presentes em hidrolisados lignoceluloésicos, apresentam
toxicidade distintas. e substratos ricos em fenolicos podem ser fermentaveis, uma vez que a
fermentabilidade depende da concentracdo e da natureza dos compostos fenolicos neles

presentes.
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Figura 3. Concentragdo de aglcares totais (mg. mL™) e compostos fenélicos totais em (ug.mL1) durante o
processo fermentativo do caldo cana nos tempos 0, 2, 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42 e 48 horas. C: controle; T1 e T2:
caldo de cana adicionado de extrato enzimatico bruto de Streptomyces sp 17 na proporgdo 1:1000 e 2:1000,
respectivamente. * representa diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) entre os tratamentos controle e
tratamento 1, + representa diferenca estatistica (p < 0,05) entre o tratamento controle e o tratamento T2 e °
representa diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) entre os tratamentos controle e tratamento 1 e 2.
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Teor alcoodlico e concentracdo de etanol na cachaga

A determinacdo do teor alcodlico e da concentracdo de etanol quantificados na fracéo
coragdo da cachaga encontram-se na tabela 1. O teor alcodlico e a concentragdo de etanol foram
verificados aumentos em ambos o0s tratamentos propostos. Verificou-se o aumento de 13,85%
quando comparados o controle e T1 (de 34,20 para 39,70) e aumento de 6% quando comparado
o controle e T2.(de 39,70 para 42,10).Valores semelhantes foram detectados em relacdo a
concentracéo de etanol (de 270,2 para 313,6 quando comparado o controle e 0 T1 e de 313,6
para 332,6 quando comparado T1 e T2).

A presenca de celulases e xilanases no extrato enzimatico utilizado aumentou o teor de
acucares totais no processo de fermentacdo (Fig. 3 a). Este aumento foi resultante da hidrdlise
dos compostos lignoceluloliticos pelo extrato enziméatica. Além disso, a decomposi¢do da
hemicelulose (xilana) aumenta a porosidade da fibra de celulose, tornando-a mais acessivel a
acao de celulases. Ambos os fatores acima levam ao aumento do rendimento de etanol durante
a etapa final da fermentacéo por levedura (BAJAJ; MAHAJAN, 2019). Dessa forma o aumento
na concentracdo de acgUcares totais resultou no aumento do teor alcodlico total e na producéo
de etanol.

Tabela 1. Quantificacdo do teor alcodlico e da concentracdo de etanol na fracdo coracdo das
cachagas controle, T1 (1:1000) e T2 (2:1000) obtidos por ressonincia magnética nuclear HZ.

Componentes Controle T1 T2
Teor alcoolico (%) 34,2 39,7 42,1
Etanol (g.L-1) 270,2+1,0 313,6+0,9 332,6+1,1

1:1000 e 1:2000 correspondem a relagdo entre o volume do extrato enzimatico utilizado e o
volume de caldo de cana utilizado na fermentacé&o.

Analise da cachaca utilizando RMN

A figura 4 apresenta o comparativo entre os espectros de RMN de *H das amostras dos
trés tratamentos propostos. A regido espectral entre ¢ 2,0-0,8, foi caracterizada pela presenca

dos sinais dos hidrogénios de alcoois alifaticos. Em ¢ 0,89, foi identificado um tripleto que foi
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atribuido aos hidrogénios metilicos (-CHs) do 1-propanol. Seu isémero, 2-propanol (alcool
isopropilico) foi identificado pelo dupleto em ¢ 1,15, sinal referente aos hidrogénios metilicos,
quimicamente equivalentes. Em ¢ 1,07, o tripleto intenso foi caracterizado como referente aos
hidrogénios metilicos do etanol. Os isémeros 1 e 2 butandis foram caracterizados pelos
complexos padrdes de sinais entre ¢ 1,70-1,20, decorrentes dos hidrogénios diastereotopicos e
enantiotopicos. O 1-pentanol (alcool amilico), foi caracterizado por trés conjuntos de sinais em
0 1,56; 1,33; 0,90. Os demais sinais dos &lcoois foram atribuidos na faixa espectral entre ¢ 4,0-
3,4, caracteristica de hidrogénios de carbonos ligados diretamente a atomos altamente

eletronegativos (ex: HC-OH). O metanol, foi identificado na regido em questdo, em 6 3,35.
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Figura 4. Comparacdo entre as cachacas obtidas por utilizando RMN (Controle, Tratamento 1 e Tratamento 2).

Nos espectros de RMN de 'H, também foram identificados sinais de acidos organicos,
como 0 acético e latico, atribuidos em ¢ 1,92 e 4,4, respectivamente. A propanona (acetona) foi

caracterizada por um simpleto em ¢ 2,23, proximo ao simpleto do acetato de etila, em ¢ 2,04.
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Outro éster identificado foi o carbamato de etila (uretano) por um tripleto préximo a ¢ 1,3 e um
quarteto em 6 3,9. O acetaldeido (etanal) foi caracterizado por um dupleto em ¢ 2,20 e por um
quarteto em ¢ 9,70. A glicose foi atribuida por dois dupletos com baixas intensidade em 6 5,21
e 4,6. Na regido de alta desblindagem, o sistema de spins dos hidrogénios arométicos da
fenilalanina foi atribuido por um dupleto em ¢ 7,3 e dois tripletos em 7,36 e 6 7,42.

A quantificagdo da Acidez total, Esteres totais; Aldeidos totais; Furfural e
Hidroximetilfurfural; Metanol; Carbamato de Etila e Acroleina estdo presentes na Tabela 2,
assim como os valores maximos permitidos conforme a INSTRUCAO NORMATIVA N° 13,
DE 29 DE JUNHO DE 2005 (BRASIL, 2005).

Em relacdo a acidez total verificou se uma reducéo de 32% e 40% quando comparada a
cachaca C com o T1 e T2, respectivamente. Quando comparado T1 e T2 verificou-se uma
reducdo de 12% no tratamento com maior concentracdo enzimatica (Tabela 2). A acidez é uma
das principais causas de rejeicdo sensorial da cachaca pelos consumidores. A alta acidez em
cachacas pode estar relacionada com a contaminacdo microbiana, assim a baixa acidez na

cachaca é um excelente atributo de qualidade (CRAVO et al., 2019; ODELLO et al., 2009).
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1947  Tabela 2. Quantificacdo de congéneres e contaminantes nas cachacas produzidas com e sem 0
1948  tratamento enzimatico a partir do método ERETIC.

Valor
Componentes Controle T1 T2
maximo®
Acidez total 37,3t1,5 25,4+1,3 22,2+1,0 150
Esteres totais? 4,40+ 0,4 3,9+ 0,2 3,03+0,2 200
Aldeidos totais® 1,6+0,2 6,33+ 0,3 12,3+0,1 30
tracos
Furfural e (ndo tracos (néo tracos (ndo
Hidroximetilfurfural®*  quantifica quantificavel) quantificavel) °
vel)
Metanol® 2,1+0,1 0,62+0,1 0,51+0,1 20
Carbamato de Etila® 2,6+0,2 3,6£0,2 0,80+0,1 150
tracos
(ndo tracos (néo tracos (ndo
Acroleina’ 360
quantifica quantificavel) quantificavel)
vel)

1949 1:Acidez volatil, expressa em &cido etandico em mg-100 mL* de &lcool anidro. 2: Esteres totais, expressos em

1950  acetato de etila, em mg-100 mL* de &lcool anidro. 3: Aldeidos totais, em acetaldeido, em mg-100 mL-* de &lcool

1951 anidro. 4: Soma de Furfural e Hidroximetilfurfural, em mg-100 mL™ de &lcool anidro. 5: Alcool metilico em

1952  mg-100 mL* de 4lcool anidro. 6: Carbamato de etila em pg.L%. 7: Acroleina (2-propenal) em mg-100 mL™ de

1953  alcool anidro. 8: Valores maximos em mg-100 mL™ determinados pela INSTRUCAO NORMATIVA N° 13, DE

1954 29 DE JUNHO DE 2005.

1955 Para os valores para ésteres totais, verificou-se a reducdo de 11% e 31% quando

1956  comparada a cachaga C com o T1 e T2, respectivamente. A maior concentra¢do de enzimas

1957  presente em T2 promoveu uma reducdo de 22% nos ésteres totais em compara¢do com T1

1958  (Tabela 2). Os ésteres sdo compostos produzidos no metabolismo secundario das leveduras
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durante a fermentacdo e/ou pela esterificacdo de alcoois e &cidos organicos durante 0s processos
de destilacdo e envelhecimento. Eles sdo responsaveis pelo sabor relacionado a notas de
madeira, baunilha e sutis aromas ligados a frutas e flores, porém em excesso tornam a cachaca
desagradavel. Esteres podem ser adicionados visando mascarar outros odores (PIRES et al.,
2014). Segundo HONG et al. (2019) a sintese de alguns ésteres como o acetato de isoamil pode
ser aumentada caso ocorra 0 aumentando as concentragdes intracelulares de coenzima A (CoA)
e acetil-CoA. As leveduras possuem vias metabolicas que permitem a geracdo de acetil-CoA
citosolico em duas etapas: oxidacdo de etanol a acetato pela enzima alcool desidrogenase e
acetaldeido desidrogenase seguido pela transformacdo de acetato em acetil-CoA pela acetil-
CoA sintetase (DE SMIDT; DU PREEZ; ALBERTYN, 2012; KRIVORUCHKO et al., 2015).
O aumento na producdo de ésteres detectados neste trabalho pode ter ocorrido através da
ativacédo destas vias devido a maior concentragéo de etanol.

Em relagdo aos aldeidos totais, verificou-se um aumento de 295% e 668% quando
comparados os valores obtidos na cachaca C com o T1 e T2, respectivamente. Entre os
tratamentos T1 e T2 verificou-se o acréscimo de 94%, ou seja, a maior concentracao de enzimas
no caldo de cana favoreceu o aumento de aldeidos no produto (Tabela 2). Os aldeidos
encontrados em bebidas alcodlicas podem ser produzidos durante a fermentacao por degradacéo
de aminoéacidos, oxidacao de alcoois ou auto oxidacdo de acidos graxos (BAERT et al., 2012).
Também podem ser produzidos durante a destilacdo através da reacdo de Maillard ou durante
0 processo de envelhecimento. Através da engenharia genética XU et al. (2019) comprovaram
que a producdo de acetaldeido na fabricacdo de cerveja esta intimamente relacionada com o
equivalente NADH intracelular regulado pelo ciclo do acido citrico. No entanto, ndo houve
relacdo significativa entre o acetaldeido producdo e metabolismo de amino&cidos. Assim,
podemos sugerir que as condi¢Bes dos meios de cultura, como maior teor de acgucares

fermentesciveis pode ter contribuido para a reducdo dos teores de aldeidos.
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N&o foi possivel quantificar pela metodologia utilizada os compostos furfural,
hidroximetilfurfural e acroleina. Os procedimentos utilizados na fermentagdo e na destilacdo
resultaram em baixissima producgdo destes compostos. Esses dados s&o interessantes uma vez
que mostram que a cachaga produzida pode ser classificada em adequada ou boa quanto a esses
compostos. Uma vez que esses compostos diminuem a qualidade da cachaga.

Quanto ao metanol verificou-se a redugéo de 70% e 75% quando comparados os valores
obtidos na cachaca C com o T1 e T2. Comparando as cachacas T1 e T2 verificou-se uma
reducdo de 17% na cachaca obtida do caldo de cana tratado com a maior concentracéo
enzimatica. O metanol é um alcool indesejavel, ndo apenas na cachaga, mas também em outras
bebidas alcodlicas devido a sua toxicidade, mesmo em baixas concentragdes. Sua sintese esta
associada a presenca de fragmentos de cana no processo de fermentacéo, visto que o mesmo é
originado da degradacao da pectina presente no meio fermentativo (CRAVO et al., 2019).

Quanto ao carbamato de etila (CE), T1 apresentou um aumento de 38% em relagcdo ao
C, enquanto o T2 apresentou uma reducdo de 77% (Tabela 2). O carbamato de etila ndo
contribui para o aroma, cor ou sabor, ndo sendo identificado sensorialmente. Entretanto, sua
deteccdo € importante devido a sua capacidade carcinogénica (SILVA; VERRUMA-
BERNARDI; OLIVEIRA, 2020). Glicosideos cianogénicos, ureia, arginina e citrulina, podem
gerar CE durante a fermentacdo Fatores como temperatura, acidez, propriedades dos
microrganismos utilizados afetam a producdo de CE durante a fermentacdo A disponibilidade
de precursores de EC depende da natureza do microrganismo usado na fermentacgdo.
Saccharomyces cerevisiae degrada arginina em ureia e Lactobacillus convertem arginina em

citrulina, os quais reagem com etanol produzindo CE (GOWD et al., 2018).
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Concluséao

A fermentacéo alcoolica do caldo de cana, previamente tratado com extrato enzimatico,
utilizando a levedura M27 possibilitou a obtencdo de uma cachaca com perfil quimico de
congéneres e contaminantes bem abaixo do preconizado pela legislacdo brasileira. Os
tratamentos enzimaticos promoveram a redugdo da acidez total; ésteres totais e metanol.
Também foi verificado o aumento dos teores de alcoois totais, etanol e aldeidos totais, com
aumento mais pronunciado no tratamento T2, sendo influenciados diretamente pela quantidade
de enzima utilizada. Logo, concluiu-se que o pré-tratamento enzimatico e a utilizagdo de
levedura ndo convencional para a producéo de cachaca tiveram impacto positivo na qualidade
e rendimento da producéo de etanol, apresentando potencial para sua aplicacdo industrial, seja

na indUstria de bebidas ou bioetanol.
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CAPITULO 5

O EFEITO DA SACARIFICACAO E FERMENTACAO SIMULTANEA DO CALDO
DE CANA COM EXTRATO ENZIMATICO BRUTO ISOLADO DE STREPTOMYCES

SP. 17 NO PERFIL QUIMICO DA CACHACA ARTESANAL.

Menandes Alves de Souza Neto **, Juliana Aparecida Correia Bento !, Aline
Rodrigues Gama?, Marcio Caliarit, Luciano Morais Ledo® Vinicius Silva Pinto® e Luiz Artur
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'Food Engineering Department, Federal University of Goias — UFG, CP 131, CEP
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74690-900, Goiania, Goias, Brazil.

3 Institute of Chemistry, Federal University of Goias— UFG, CP 131, CEP 74690-900,
Goiania, Goiés, Brazil.

Resumo: Este trabalho avaliou a producdo de enzimas lignoliticas utilizando Streptomyces sp
17, os impactos da utilizacdo do extrato enzimatico no processo fermentativo e na composi¢édo
quimica dos destilados produzidos. O extrato bruto de Streptomyces sp 17 apresentou atividade
de CMCase (35,47 = 1,22 Ul mL-1) e xilanase (9,18 + 0,28 U,) O uso do extrato promoveu
diferencas no perfil do pH, no teor de sélidos solGveis, teor de agucares totais e compostos
fenolicos. A concentracdo de etanol (338,12+1,4 e 313,6+0,9 g.L-1) e teor alcodlico (42,8 e
39,7%) foram maiores na amostra com enzimas ativas. A analise dos perfis quimicos
demonstrou que a sacarificacdo induziu a reducdo da acidez total (70,2+0,3 e 134,5+0,8 g.L-
1), aldeidos totais (8,1+0,2 e 8,8+0,3), metanol (0,2+0,1 e 0,60+0,1) e Carbamato de Etila
(3,3+0,2 e 3,8+0,1). Houve 0 aumento em relacdo ao teor de ésteres totais (9,7+0,2 e 6,2+0,3).
Essas alteragdes sugerem uma melhoria em atributos de qualidade na cachaga produzida através

do processo fermentativo com a utilizacdo do extrato enziméatico. A utilizagdo do extrato
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enzimatico pode contribuir para a melhoria do rendimento de processos industriais de producgéo
de bebidas e biocombustiveis.

Palavras chave: Celulases, Xilanases, Hidrolise Enzimatica, tratamento pré-fermentacédo e
cachaca

*Corresponding author: Phone: +55 (62) +556235211493; E-mail: menandesneto@gmail.com

INTRODUCAO

A Cachaca é bebida genuinamente brasileira e exclusiva da aguardente de cana
produzida no Brasil, produzida através da fermentacdo seguida da destilacdo, atingindo 38 a
48% de graduacdo alcodlica a 20 °C (BRASIL, 2003; 2005). A cachaca tem sido um produto
de destaque e de grande importancia econdmica. Em 2018, foram produzidos mais de 8,41
milhGes de litros, a cachaca foi exportada para mais de 77 paises e movimentou US$ 15,61

milhdes (IBRAC, 2019; PAIVA et al., 2017).

A producéo de cachaga pode ser dividida em dois grupos: a cachaca industrial a partir
de microrganismos selecionados e producdo em larga escala. J& o segundo grupo é o das
cachagas artesanais, produzidas em pequena escala e com a utilizacdo de microrganismos
provenientes da fermentacdo espontanea. Desta forma, as cachacas artesanais apresentam
caracteristicas sensoriais proprias e geralmente sdo associadas a um produto de maior qualidade

(NEUTZLING et al., 2015).

A cachaca artesanal geralmente utiliza a fermentacéo espontanea, onde a levedura é
selecionada por varios métodos, incluindo o desenvolvimento da microbiota fermentativa
apenas no caldo de cana de agUcar ou a mistura do caldo de cana de agticar com milho triturado

e farinha de arroz ou soja (BARBOSA et al., 2018; D’SILVA et al., 2019a).
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Esta metodologia permite o desenvolvimento de diversos microrganismos que podem,
individualmente, contribuir para a qualidade do produto através da sintese de produtos
minoritarios (congéneres) como &cidos, alcoois e ésteres ou ainda reduzir o rendimento da
fermentacdo alcoolica. As concentracdes elevadas de produtos minoritarios estao relacionadas
com menor aceitacdo sensorial e consequentemente a reducédo da qualidade do produto ou ainda
trazer risco a saude dos consumidores (DE SOUZA et al., 2012; PORTUGAL et al., 2016;
PORTUGAL et al., 2017). A regulamentacao para limites para a presenca de congéneres e
contaminantes é estabelecida pela Instrucdo Normativa n° 13/2005 (BRASIL, 2003b) e

Instrucdo Normativa n° 28/2014 (BRASIL, 2014).

A fermentacdo espontdnea é considerada um processo mais lento, com menor
aproveitamento dos acucares disponiveis, resultando em elevado teor de acUcares residuais e
menores concentracdes de etanol, quando comparada com a fermentacdo comercial
(CARVALHO etal., 2015). Leveduras selvagens séo consideradas nativas do ambiente, podem
ser do género Saccharomyces ou ndo e podem causar excesso de producdo de espuma, perda
do teor alcodlico e de eficiéncia fermentativa. Esta perda é proporcional ao nivel de
contaminacdo presente, e modificacdes na morfofisiologia de leveduras Saccharomyces
cerevisiae podem acentuar estes tracos indesejaveis para a fermentacdo (LORENZ; CUTLER,;

HEITMAN, 2000).

Alguns procedimentos tém sido utilizados para melhorar o processo de fermentacao
natural. Um dos procedimentos utilizados € a adi¢do de hidroxido de calcio até atingir pH 6,0
promovendo a coagulagdo de particulas presentes em suspensao no caldo de cana e posterior
aquecimento até a fervura (RIBEIRO et al., 2017) O tratamento térmico é uma opg¢do que
objetiva a reducgéo da populagdo microbiana do caldo e contribui para a manutencao do numero

de células viaveis de leveduras, a menor sintese de acidos organicos e o0 aumento da producao
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de alcool (ALVES et al., 2018). Outro método ¢ a realizacdo de um pré-tratamento enzimatico
do caldo de cana, o qual possibilita a degradacdo da lignina e hemicelulose presentes no caldo
de cana e consequentemente aumentando o teor de acgUcares fermentesciveis oriundos da

degradacéo destes polissacarideos (CANILHA et al., 2012).

A hidrélise enzimética da celulose requer trés classes de enzimas celuloliticas
(celulases): (1) endo-B-1,4-glucanases (EG, E.C. 3.2.1.4) que atacam regifes de baixa
cristalinidade na fibra de celulose, criando extremidades livres; (2) celobio-hidrolases ou
exoglucanase (CBH, E.C. 3.2.1.91) que liberam a celobiose; (3) B-glicosidases (E.C.3.2.1.21)
que hidrolisam a celobiose para produzir glicose (OBENG et al., 2017). Para decompor a
hemicelulose, varias enzimas como xilanases, B-Xilosidases, glicuronidases, acetilesterases,

galactomananases e glucomanananases sao necessarias (MARQUES et al., 2018).

A celulase quebra a celulose em glicose e a xilanase ajuda a decompor a xilana em
xilose, sendo ambos acucares fermentesciveis. Além disso, a decomposicao da xilana aumenta
a porosidade da fibra de celulose e a torna mais acessivel as celulases. Ambos os fatores acima
levam ao aumento do rendimento de etanol durante a etapa final da fermentacdo por levedura

(BAJAJ; MAHAJAN, 2019).

Diversas bactérias tém demonstrado a capacidade de produzir celulases e xilanases com
caracteristicas proprias. Dentre elas destacam-se as pertencentes ao género Streptomyces.
devido sua capacidade de produzir celulases e xilanases termo resistentes (BRITO-CUNHA et
al., 2013; BRITO-CUNHA et al., 2015; DE QUEIROZ BRITO CUNHA et al., 2018; GAMA

etal., 2019).

A sacarificacdo e fermentacdo simultdneas € uma metodologia economicamente

favoravel para a producdo de bioetanol a partir de lignocelulésicos quando comparado a
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metodologia convencional onde a hidrolise e fermentacdo acontecem em etapas distintas pois
o rendimento final de etanol é maior e ainda permite a reducdo do consumo de energia e dos

custos de producao sao minimizados (LUIZA ASTOLFI et al., 2020; SIRIWONG et al., 2019).

Este trabalho teve por objetivo avaliar os impactos na sacarificacdo utilizando extrato
enzimatico produzido por Streptomyces sp I7. Também avaliou a influéncia na fermentacéo
natural, na atividade enzimatica de celulase e xilanase em presenca de cachaca e as alteracoes

no perfil quimico das cachacas obtidas.

MATERIAL E METODOS

Obtencdo e armazenamento do caldo de cana

O caldo de cana foi obtido pela moagem da cana (Saccharum officinarum Linn.), sem
nenhum processo de filtracdo, em julho de 2018, em um mercado local em Goiania, Goias. O
Caldo foi armazenado em garrafas plasticas que foram transportadas em temperatura ambiente
para o Laboratdrio de Bioguimica e Engenharia Genética da Universidade Federal de Goias,
onde as fermentacdes foram promovidas.
Microrganismos

O caldo de cana, sem nenhum tipo de diluicdo para ajuste no teor de sélidos solaveis,
foi incubado a temperatura ambiente por 24 horas, permitindo que a fermentacdo espontanea
ocorresse. Apds 24 horas de incubacdo uma amostra foi removida e semeada em placas de petri
contendo meio Pridham (PRIDHAM et al., 1957). As placas foram incubadas por 5 dias a 32
+1 °C.

Para producéo do extrato enzimatico foi utilizado o Streptomyces sp. 17 pertencente ao
banco de microrganismos do Laboratério De Bioquimica e Engenharia Genética da
Universidade Federal de Goias. As fermentacBes para obtencdo dos extratos ocorreram

conforme (GAMA et al., 2019).
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Caracterizacéo das colonias

As colbnias da levedura selecionada foi avaliada quanto a cor (branca, creme,
amarelada, laranja, rosa, vermelha, etc.), ao brilho (brilhante, opaca), forma (circular, oval ou
fusiforme), superficie (lisa ou rugosa) e elevacgéo (plana, convexa, umbonada) (KURTZMAN;
FELL; BOEKHOUT, 2011)
Fermentacéo Semi-Solida e obtencdo de extrato enzimatico

Uma suspensio de esporos de Streptomyces sp. 17 (108 aproximadamente) foi inoculada
em Erlenmeyers contendo 15 ml de meio minimo (NazHPO4 - 7.0 g-L™; K;HPO4 - 3.0 g-L° 1!
NaCl - 0.5 g-L"1; NH4CI - 1.0 g-L- 1) previamente autoclavado e 5 g de substrato de farelo de
trigo. No final do periodo de incubacéo de 5 dias a 37 °C £1, foram adicionados 50 ml de 4gua
e 50 ml de Tween-80 (0,1 g ~ 100 g-1). O material foi agitado por 10 minutos. Ap6s decantacédo
0 sobrenadante foi removido por succao e posteriormente centrifugado a 7500G durante 15 min
a4 °C x 1. O sobrenadante foi transferido para tubos falcon de 50 mL e armazenados a -20 °C
+ 1 até que os ensaios fossem realizados.
Ensaios enzimaticos

O sobrenadante obtido na etapa anterior, foi avaliado quanto a atividade enzimatica de
xilanase e CMCase (carboximetilcelulase). A dosagem da atividade endoglucanasica foi
realizada utilizando carboximetilcelulose em micro-ensaio foi realizada segundo RAMADA et
al. (2010). A atividade enzimatica da xilanase foi determinada utilizando solu¢des de xilana
bechwood a 1% (p/ v) (Sigma®) como substrato. A atividade foi determinada por micro-ensaio,
adicionando 10 pL de amostra e 90 puL da solugdo de xilana a 1% (GHOSE, 1987) e ADNEY ,
BAKER (1996). A solucédo foi incubada a 50 °C por 5 min, seguida da quantificacdo de
acucares redutores pelo método ADNS (MILLER, 1959). A curva padrdo de xilose foi
determinada com concentrages de 0,3 a 4,2 mg mL-1. Uma unidade de atividade (Ul)

corresponde a 1 uM de glicose (CMCase) ou xilana (xilanase) liberada por minuto.
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Pré tratamento e ajustes da concentracéo do caldo de cana

O tubo falcon contendo 50 mL do extrato enzimatico foi descongelado a temperatura
ambiente e posteriormente, 10 mL foi submetido a desnaturacdo enzimatica por fervura em
agua a 100 °C por 10 minutos. Foi inoculado no tempo 0, um mL do extrato enzimatico
desnaturado diretamente em cada um de trés Erlenmeyer contendo 1 litro caldo de cana
(Tratamento controle). Foi inoculado no tempo 0, um mL do extrato enzimatico com atividade
de CMCase mensurada foi de 35,47 + 1,22 Ul-mL™ e a atividade de xilanase de 9,18 * 0,28
Ul-mL™ em cada um de trés Erlenmeyer, cada um contendo 1 L de caldo de cana (Tratamento
enzimatico). Uma unidade de atividade (Ul) corresponde a 1 pumol de glicose e xilose liberada
por minuto para CMCase e xilanase, respectivamente.
Conducao das fermentaces alcodlicas

As fermentacGes alcoodlicas espontaneas foram conduzidas em Biorreator encamisado
SL-134 (SOLAB, Piracicaba, Brasil), com capacidade de trabalho de 6 L batelada, em
temperatura ambiente por 120 horas
Acompanhamento do processo fermentativo

Foram avaliadas o pH em potencidmetro (Tecnal, TEC-51, Piracicaba, Brasil), com
insercdo do eletrodo diretamente na amostra, 0 Teor de solidos soltveis (TSS) (° Brix) em
refratdmetro digital (Nova Instruments, Nova WYA-2S, Brasil) conforme a AOAC (2012),
acucares totais pelo método fenol sulfurico conforme DUBOIS et al. (1956) e compostos
fenolicos FOLIN , CIOCALTEU (1927) e SOUSA et al. (2007) nos tempos de 0, 2, 8, 16, 24,
32,40, 48, 72, 96 e 120 horas de fermentacao.
Destilacao

Apos a fermentacdo, o processo de destilacdo foi realizado utilizando uma manta
aquecedora, um baldo volumétrico de vidro com capacidade de 1 L acoplado a uma coluna de

Vigreux de 60 cm e um condensador de 50 cm. A temperatura foi mantida entre 90 e 92 °C. O
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destilado foi separado em trés fracGes. A primeira fracdo (fracdo da cabeca) foi coletada
separadamente e padronizada para um volume correspondente a aproximadamente 10% do
volume total de bebida. A fracao intermediaria (fracdo do coracao) foi entdo coletada até atingir
uma concentracdo de etanol de aproximadamente 400 g / L. A dltima fracdo (fracdo caudal),
correspondente a 10% do volume de bebida produzida, também foi coletada (ALONSO
GONZALEZ et al., 2010). A bebida final foi armazenada em garrafas de vidro, com tampa e
mantida em temperatura ambiente até a realizacdo das analises fisico-quimicas.
Perfil quimico por Ressonancia Magnética Nuclear 1H

Os espectros de RMN de 'H foram adquiridos em espectrometro Bruker Avance IlI,
11,75 Tesla, equipado com sonda de detec¢do inversa de tripla ressonancia (TBI). Foram
solubilizados 100 pL de amostra de cachaga em 400 pL solucéo de 6xido de deutério (D20) +
trimetilsililpropionato de sodio (TMSP-ds) 0,1%. Os espectros foram obtidos a 500,0 MHz para
o nicleo de 'H, sem giro da amostra e temperatura constante a 20 °C.
Os experimentos de RMN de *H foram realizados com sequéncia de pulsos zg (Bruker), ajuste
automatico da homogeneidade do campo magnético (shimming), calibracdo automatica de
pulsos, com 128 promediacGes com tempo de aquisicdo de 23,3 segundos, janela espectral de
20,0 ppm com numero de pontos de aquisi¢ao e processamento iguais a 65.536 pontos e ganho
do receptor fixo em 203. A linha de base e a fase corrigida automaticamente.
Para a etapa de caracterizacdo dos perfis quimicos foram adquiridos com sequéncia de pulsos
noesygpprld (Bruker), usada para suprimir as intensidades preponderantes dos sinais dos
hidrogénios do etanol (6 1,20; 3,65) e da agua (6 4,80), presentes em propor¢des elevadas em
relacdo aos demais componentes. Foram realizadas 256 promedia¢Ges com tempo de aquisicao
igual a 23,3 segundos, janela espectral de 20,0 ppm, tempo de mistura igual a 150 milissegundos
e numero de pontos de aquisi¢do e processamento iguais a 65.536 pontos ganho do receptor

fixo em 203. A linha de base e a fase foram corrigidas automaticamente.
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Para a calibracdo do método ERETIC, usado na quantificacdo dos analitos, foi usado amostra
padrdo Bruker certificada e selada, em tubo contendo 2,0 mmol.L™* de sacarose + &cido 4,4-
dimetil-4-silapentano sulfonico (DSS) 0,5 mmol.L™! + azida de sddio (NaNs) 2,0 mmol.L ™+
D20 10% + H>0 90 % (v/v) de. A calibracdo do dispositivo eletronico foi feita pela integragéo
do sinal do hidrogénio em 6 5,40 da sacarose.
Anélises estatisticas

Os dados sdo expressos como a média + desvio padrdo (DP) de trés repeticdes.
Diferencas significativas entre as médias dos parametros foram calculadas com uma analise de
variancia (ANOVA) e o teste de Bonferroni com nivel de significancia p <0,05 usando o

software Graph pad prism 5 ®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacéo das colonias

Apds 120 horas de incubacao em estufa a 32 °C as placas foram retiradas e analisadas
guanto a morfologia. Observou-se a presenca de 10 colbnias, dispersas, de cor branca,
brilhantes, de formato circular, com superficie rugosa. As presenca de col6nias lisas e brilhantes
e células dispersas foram caracterizadas como Saccharomyces cerevisiae de acordo com REIS
et al. (2013). Estas caracteristicas sdo sugestivas de a levedura isolada pertence ao género
Saccharomyces. apesar da diferenca entre o aspecto encontrado (rugoso) e o esperado (liso).
Segundo CASALONE et al. (2005) as morfologias celulares e das col6nias de microrganismos
selvagens ou industriais de linhagens de S. cerevisiae variam em resposta a diferentes estimulos
ambientais. Cepas de S. cerevisiae exibindo coldnias rugosas e morfologia pseudo-hifal tém
sido frequentemente associadas a distdrbios no processo de fermentacdo, dependendo do

sistema de fermentacao e de outras condi¢Ges operacionais. Conforme D’SILVA et al. (2019b)
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a identificacdo baseada somente na morfologia das colonias é falha e sugere a utilizacdo de

métodos de biologia molecular.

Acompanhamento do processo fermentativo

Segundo BORTOLETTO; SILVELLO , ALCARDE (2018) existem varios pontos
criticos na producdo de cachaca de qualidade. Entre eles destaca-se o teor de solidos solUveis,
0 pH e o teor de agUcares totais. O processo de fermentacdo foi acompanhado através da medida
do pH e da medida de BRIX, teor de agucar redutor e concentracdo de fendis totais. Analisando
a variagéo do pH durante a fermentacdo, verificou-se a redugéo do pH em ambos 0s processos.
Tal reducdo é esperada e conforme OLIVA-NETO , YOKOYA (2001) ¢ relacionada com o
aumento do metabolismo da levedura, sugerindo aumento na producédo de etanol. Ao comparar
os tratamentos, observa-se uma pequena variagdo entre os tratamentos. Nos tempos 2, 8 e 16

horas de fermentagdo houve uma diferenca significativa no pH (figura 2.a).

Esta diferenca pode estar relacionada a presenca de &cidos organicos como &cido p-
cumarico, hidroxicinamico e feralico (MASARIN et al., 2011). Outros &cidos fenolicos também
foram encontrados em caldo de cana fermentado como o caféico, clorogénico e galico

(RESENDE OLIVEIRA et al., 2018).

Em relacdo ao teor de solidos solUveis ndo houve variacao entre o tempo 0 e tempo 2
horas, provavelmente devido a fase de adaptacdo dos microrganismos ao meio (OLIVEIRA et
al., 2016). Verificou-se no tratamento enziméatico o aumento no TSS nos tempos 2, 8 e 16 horas
sendo estatisticamente significativa a diferenca nos tempos 8 e 16 horas. Esta diferenca pode
estar relacionada a degradacdo dos polissacarideos presentes no caldo de cana. SHARMA,
PATEL , SUGANDHA (2017) também relataram a reducdo do pH e o aumento do TSS apds o
tratamento com celulases isolada ou em associagdo com outras enzimas, em diferentes

combinag0es e condigdes em sucos de frutas diversas.
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2700 Apds 24 horas de fermentacdo verificou-se a redugdo maior no TSS quando
2701  comparados os tratamentos com diferencas estatisticamente significativas nos tempos 24, 32 e
2702 48 horas. Provavelmente a variacdo observada estd relacionada a atividade das enzimas
2703  presentes no extrato. RESENDE OLIVEIRA et al. (2018) relataram a presenca de agucares ndo
2704  fermentesciveis durante a fermentacdo do caldo de cana. A degradacdo destes acUcares pelo
2705  tratamento enzimatico pode estar relacionada ao aumento tanto no TSS quanto nos agucares

2706  totais observados neste trabalho.
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2708 Figura 2. Variacio do pH (a) e a variagio no Teor de solidos soluveis (b) durante os tempos 0, 2, 8, 16,
2709 24, 32, 40, 48, 72, 96 e 120 horas de fermentagio espontanea do caldo de cana com tratamento enzimatico do
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extrato bruto de Streptomyces sp. 17 e com o extrato bruto de Streptomyces sp. 17 desnaturado (controle) . O
asterisco (*) representa diferenca estatistica significativa (p < 0,05).

Foi observado um aumento no teor de acgucares totais nas primeiras 16 horas da
fermentacdo no tratamento enzimatico e a reducdo no teor de agucares totais no tratamento
controle. Apos 24 horas de fermentacdo observa-se a reducdo em ambos. Comparando 0s
tratamentos houve diferenca estatistica nos tempos 2, 8, 16, 24, 32, 48 e 96 horas (Figura 3a).
Esta diferenca pode estar associada as alteracdes fisico-quimicas promovidas pelo tratamento
enzimatico. A diferenca nas primeiras 16 horas pode estar relacionada a degradacao de agucares
residuais presentes no caldo de cana. Apds 24 horas de fermentacéo a diferenca observada pode

corroborar a maior concentracao de etanol obtida.

Em relacdo aos compostos fendlicos totais verificou -se um aumento nos tempos 2, 8 e
16 horas nos tratamentos contendo enzima ativa. Apos 24 horas de fermentagdo a concentracéo
de fenois ficou relativamente constante. Ndo houve diferencas significativas entre o0s
tratamentos apds 24 horas (figura 3b). RAKARIYATHAM et al. (2019) também observou o
aumento do teor de compostos fenolicos ao utilizar celulases no tratamento das cascas de
Longan (Dimocarpus longan) aumentou o teor de fendlicos insoliveis como por exemplo:
acido o-cumarico, corilagina e quercetina, bem como a libertacao de fendlicos esterificados, p.
acido elagico e 4cido galico, enquanto a 3 glicosidase aumentou a liberagao de fendlicos livres,

p. acido elagico.

A maioria dos compostos fendlicos insoltveis (20 a 60% ) presentes em vegetais, frutas
e verduras interagem por ligacfes covalentes com substancias da parede celular, incluindo

pectina, celulose, arabinoxilana e proteinas estruturais (NAYAK; LIU; TANG, 2015).
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Figura 3. Concentragdo de agucares totais (mg. mL™?) (a) e Concentracéo de compostos fendlicos
totais (ug. mL1) (b) durante os tempos 0, 2, 8, 16, 24, 32, 40, 48, 72, 96 e 120 horas de fermentacdo. espontanea
do caldo de cana com tratamento enzimatico do extrato bruto de Streptomyces sp. 17 e com o extrato bruto de
Streptomyces sp. 17 desnaturado (controle) . O asterisco (*) representam diferencas estatisticas (p < 0,05).
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Perfis quimicos das frac6es coracdo dos destilados
A fragdo “coracdo” corresponde ao destilado destinado ao consumo apresentando
requisitos quimicos conforme o estabelecido pela legislagdo brasileira (PORTUGAL et al.,

2017). Para avaliar o perfil quimico da fracdo “corag¢@o” foi utilizada a ressonancia magnética
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nuclear, método ndo invasivo e ndo destrutivo que permite a analise quantitativa e qualitativa

com ampla utilizacdo na analise de alimentos (KIRTIL; OZTOP, 2016).

A regido espectral entre 6 2,0-0,8, foi caracterizada pela presenca dos sinais dos
hidrogénios de &lcoois alifaticos. Em ¢ 0,89, foi identificado um tripleto que foi atribuido aos
hidrogénios metilicos (-CH3) do 1-propanol. Seu ismero, 2-propanol (&lcool isopropilico) foi
identificado pelo dupleto em ¢ 1,15, sinal referente aos hidrogénios metilicos, quimicamente
equivalentes. Em ¢ 1,07, o tripleto intenso foi caracterizado como referente aos hidrogénios
metilicos do etanol. Os isdmeros 1 e 2 butandis foram caracterizados pelos complexos padrdes
de sinais entre ¢ 1,70-1,20, decorrentes dos hidrogénios diastereotdpicos e enantiotépicos. O 1-
pentanol (alcool amilico), foi caracterizado por trés conjuntos de sinais em ¢ 1,56; 1,33; 0,90.
Os demais sinais dos alcoois foram atribuidos na faixa espectral entre ¢ 4,0-3,4, caracteristica
de hidrogénios de carbonos ligados diretamente a &tomos altamente eletronegativos (ex: HC-

OH).

Nos espectros de RMN de *H, também foram identificados sinais de acidos organicos,
como o acético e latico, atribuidos em ¢ 1,92 e 4,4, respectivamente. A propanona (acetona) foi
caracterizada por um simpleto em ¢ 2,23, préximo ao simpleto do acetato de etila, em § 2,04.
Outro éster identificado foi o carbamato de etila (uretano) por um tripleto proximoa ¢ 1,3 e um
quarteto em ¢ 3,9. O acetaldeido (etanal) foi caracterizado por um dupleto em ¢ 2,20 e por um
quarteto em ¢ 9,70. A glicose foi atribuida por dois dupletos com baixas intensidade em 6 5,21
e 4,6. Na regido de alta desblindagem, o sistema de spins dos hidrogénios aromaticos da
fenilalanina foi atribuido por um dupleto em ¢ 7,3 e dois tripletos em 7,36 e ¢ 7,42. O
comparativo entre os espectros de RMN de 'H das amostras de cachaca, obtidas pelos

tratamentos é apresentado na figura 4.
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Figura 4. Comparacdo entre as fracdes coragdo dos destilados obtidos por processos com e sem acgdo
enzimatica.

Houve um aumento de 7% tanto no teor alcodlico de 39,7 para 42,8% e concentracao
de etanol de e 338,12+1,4 g.L-1 para 313,6+0,9 g.L-1 quando comparado o controle com o
tratamento enzimatico (tabela 1). O aumento da produtividade da fermentacdo também foi
observado por LIU et al. (2017) através da introducdo de plasmideos produtores de celulases
em de Saccharomyces cerevisiae. XIAO et al. (2019) demonstraram que cepas modificadas
geneticamente de Saccharomyces cerevisiae com capacidade de produzir celulases e xilanases
apresentam rendimento maior em relacdo a producdo de etanol do que cepas que produzem
exclusivamente celulases.
Tabela 1. Quantificacdo do teor alcodlico e da concentracdo de etanol na fracdo coracdo das

cachagas submetidas ao tratamento com o extrato enzimatico bruto de Streptomyces sp. 17
(1:1000) e cachaca controle obtidos por ressonancia magnética nuclear H*.

Componentes Cachaga com tratamento enzimatico Cachaca controle

Teor alcoolico (%) 42,8 39,7
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Etanol (g.L-1) 338,12+1,4 313,60,9

Em relacéo ao perfil de compostos secundérios (Tabela 2) foi observada a redugdo de
91% na acidez volatil (expressa em &cido etandico) no tratamento enzimatico quando
comparado ao controle. Em pH baixo, o acido acético esta principalmente em sua forma
lipofilica ndo dissociada, que é capaz de se difundir através da membrana celular das leveduras.
Uma vez dentro da célula, no citosol quase neutro, o &cido fraco se dissocia, levando a liberacéo
de proétons (H™) e do anion &cido (CH3COO"). Consequentemente, o pH intracelular diminui e
a atividade metabdlica celular é inibida e ocorre o acimulo de acetato no interior da célula
também aumenta a pressdo do turgor e o estresse oxidativo (MIRA; TEIXEIRA; SA-
CORREIA, 2010). Altas concentracdes de acido acético e outros metabdlitos toxicos pode levar
a interrupc¢do da fermentacéo ou a reducdo da produtividade do etanol (PALMA; GUERREIRO;

SA-CORREIA, 2018).

Em relac&o a presenca de ésteres, verificou-se 0 aumento de 36% nos teores de ésteres
com o tratamento enzimatico. Alguns ésteres em concentra¢cbes muito altas podem fornecem
aromas e sabores indesejados, como por exemplo, o odor de solvente gerado pelo acetato de
etila. Além disso, a presenca de diferentes ésteres pode ter um efeito sinérgico e influenciar a
percepcéo sensorial geral, mesmo em concentracgdes individuais baixas (LOVISO; LIBKIND,
2018). Segundo SAERENS et al. (2010) a sintese de éster depende de trés fatores: a
concentracdo do componente acil-coenzima A (CoA), o etanol e a atividade das enzimas
envolvidas em sua sintese e hidrolise. Portanto, a maior concentracdo de etanol pode ter

influenciado a sintese de ésteres na cachaca tratada enzimaticamente.

Quanto aos aldeidos verificou-se uma ligeira reducéo de 8,8+0,3 para 8,1+0,2 mg .100
ml de alcool anidro, quando comparados o controle e a cachaga tratada enzimaticamente, o

que corresponde a uma reducdo de 8%. Segundo XU et al. (2019) a fermentacéo alcoolica é um
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processo redox-neutro, onde a formacgdo de etanol a partir do agucar fermentado ndo pode
causar uma perturbacdo drastica da razdio NADH/NAD*. BALASUBRAMANIAM et al. (2019)
mostraram que uma maior proporcao intracelular de NADH/NAD* em S. cerevisiae ativou a
via de sintese do etanol, acelerando a reducdo do acetaldeido acumulado em etanol durante o
periodo de alta formacéo de espuma. O processo fermentativo utilizando enzimas ativas pode
ter alterado este balanco NADH/NAD™ justificando ndo sé a reducédo dos teores de aldeidos

como também justificando o aumento da concentracao de etanol.

N&o foram detectados sinais correspondentes aos compostos furfural,
hidroximetilfurfural (5-HMF) e acroleina nas cachacas analisadas neste trabalho. Tal fato
sugere a producdo de bebidas com maior qualidade , pois na industria de alimentos, o teor de
furfurais e 5-HMF é considerado um indicador de qualidade, pois fornecem evidéncias de
superaguecimento durante o processamento ou condi¢des inadequadas de armazenamento
(ROS-POLSKI; POPOVIC; KOUTCHMA, 2016). A acroleina é gerada como produto de
degradacdo térmica de varios precursores, como glicerol, aminoéacidos, carboidratos e

triglicerideos ou pela atividade metabdlica de microrganismos (HERNANDES et al., 2020).

Observou-se ainda a reducéo dos teores de metanol de 0,60+0,1 para 0,2+0,1 mg .100
ml de alcool anidro, o que corresponde a uma reducéo de 200% quando comparados os teores
presentes na cachaca controle e na cachaca com tratamento enzimatico. O metanol é um
composto téxico produzido através da desmetoxilacdo da pectina durante as diferentes etapas
da producdo de bebidas e esta relacionado a tratamentos térmicos ou enzimaticos (HANG,;
WOODAMS, 2010). CHAIYASUT et al. (2013) relataram como fatores que afetam a produgéo
de metanol foram o tamanho e idade da matéria-prima, temperatura de esterilizacéo, contetido
de pectina e atividade de pectina metilesterase (PME). A PME tem atividade maxima em faixas

de temperatura entre 50 e 60 °C, temperatura utilizada para a o tratamento enzimatico. Diversos
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autores demonstraram a capacidade de producdo de pectinases por bactérias do género
Streptomyces, e a acdo destas poderia justificar a reducao da producdo de metanol na cachaca
produzida com tratamento enzimatico (AMIN; BHATTI; BILAL, 2019; RUIZ et al., 2017,

SPASIC et al., 2018).

O carbamato de etila (CE) ou uretano foi detectado em muitos produtos alimenticios
fermentados e bebidas alcoodlicas, como queijo, pdo, iogurte, vinho, uisque, molho de soja etc.
(GOWD et al., 2018; LI et al., 2017). A sintese de CE esta relacionada a presenca de alguns
precursores como glicosideos cianogénicos, ureia, arginina e citrulina e a fatores como
temperatura, acidez e propriedades dos microrganismos utilizados na fermentacdo (WEBER;
SHARYPOV, 2009; ZHAO et al., 2013). LIU et al. (2012) demonstraram que o tratamento
enzimatico com urease reduziu os niveis de ureia e consequentemente a reducéo nos teores de
CE. Neste trabalho pode se verificar a redugcéo em 15% quando comparado o controle com o
tratamento enzimatico (de 3,8+0,1 pg.L ! para 3,3+0,2 pg.L )’

Tabela 2. Quantificacdo de congéneres e contaminantes nas cachacas produzidas com e sem 0
tratamento enzimatico a partir do método ERETIC.

Cachaca com tratamento Cachaca controle Valor
enzimatico maximo

Acidez total 70,2+0,3 134,5+0,8 150

Esteres totais 9,7+0,2 6,2+0,3 200

Aldeidos totais 8,1+0,2 8,8+0,3 30

Furfural tracos (ndo quantificavel) tracos (ndo 5

Hidroximetilfurfural quantificavel)

Metanol 0,240,1 0,60+0,1 20

Carbamato de Etila 3,3+0,2 3,8+0,1 150

Acroleina tracos (ndo quantificavel) tracos (ndo 360

quantificivel)

Acidez volatil, expressa em &cido etandico em mg/100 ml de alcool anidro. Esteres totais, expressos em
acetato de etila, em mg/100 ml de alcool anidro. Aldeidos totais, em acetaldeido em mg/100 ml de alcool anidro.
Soma de Furfural e Hidroximetilfurfural, em mg/100 ml de &lcool anidro. Alcoois superiores soma dos &lcoois
isobutilico (2-metil-propanol), isoamilicos (2-metil -1-360- butanol +3 metil-1-butanol) e n-propilico (1-
propanol), em mg /100 ml de &lcool anidro. Alcool metilico em mg/100 ml de &lcool anidro. Carbamato de etila
em pg.Ll. Acroleina (2-propenal) em mg/100ml de &lcool anidro. Valores méximos determinados pela
INSTRUCAO NORMATIVA N° 13, DE 29 DE JUNHO DE 2005.
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CONCLUSAO

Foi constatado o isolamento de uma cepa de levedura selvagem com caracteristicas
morfologicas sugestivas de Saccharomyces cerevisiae necessitando a realizacdo de testes
moleculares para confirmacdo. O tratamento enziméatico da cachaca alterou o processo
fermentativo e aumentou a produtividade em relacéo a concentracdo de etanol. A sacarificacdo
e fermentacdo simultaneas promoveram ainda a melhoria nos atributos de qualidade da cachaga
através da reducgdo da acidez, metanol e carbamato de etila e aumentou o teor de ésteres. Este

processo poderia ser ainda utilizado na producéo de bioetanol combustivel
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CAPITULO 6

APLICACAO DO EXTRATO ENZIMATICO OBTIDO DO STREPTOMYCES SP I7 E
ULTRASSOM PARA EXTRACAO E DE COMPOSTOS FENOLICOS DE ZENGIBER
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Resumo: O gengibre é uma especiaria muito utilizada na medicina popular devido ao seu alto
teor de compostos fendlicos e consequentemente atividade antioxidante. Este trabalho teve por
objetivo avaliar 0 uso de extrato enzimatico bruto obtido de Streptomyces sp. 17 em associacédo
ao ultrassom na promocao de incorporacdo de compostos fendlicos em cachacas. Todos 0s
modelos de regressdo multipla ajustados para pH, luminosidade, agucares redutores, fendlicos
totais, acido galico e vanilina foram significativos (p<0,05), explicando de 75 a 96% das
respostas. Verificou-se através das analises de superficie de resposta que o pH, compostos

fenolicos totais, acido galico e vanilina foram influenciadas pelo ndimero de unidades
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enzimaticas utilizadas do extrato e pela concentracéo de gengibre. Além disso, a Luminosidade
e a vanilina foram influenciados pelas variaveis nimero de unidades enzimaticas e intensidade
do ultrassom. No mais os modelos ajustados foram preditivos para: pH; agUcares redutores;
fenolicos totais e vanilina e apresentaram 99,67%, 96.55%, 98,85% e 96.67% de
compatibilidade, respectivamente. Ao utilizar como parametros a concentracdo de gengibre
maior que 3 g-100 g%, nimero de unidades enzimaticas entre 10 e 13 UL.mL™ e intensidade do
ultrassom entre 50 e 70% foi produzida uma cachaga com cor mais amarelada, com acutcares
redutores proximo a 2 mg.mL™ , concentracio de fendlicos totais aproximada de 28 mgEqg.mL
1 4cido galico proximo a 0,8 mg.L™, acido caféico proximo a 0,7 mg.L e vanilina proxima a
0,6 mg.L*. A incorporacéo de compostos fenolicos em cachagas através do método de extracéo
proposto foi capaz de gerar cachacas com alto teor de compostos fenolicos e possivelmente
caracteristicas sensoriais distintas.

Palavras chave: Acido galico, vanilina, acido caféico, aglicares redutores e cachaca

Introducéo

O gengibre (Zingiber officinale Roscoe), uma planta medicinal perene, nativa da regido
da floresta tropical da familia Zingiberaceae (OYEDOH; EKHORUGUE; AYODELE, 2020).
Seu cultivo e amplamente utilizado h4 mais de 2000 anos na China como tempero e como
substancia importante na medicina tradicional chinesa. Muitos estudos relatam efeitos
terapéuticos do gengibre e seu extrato, como antioxidante, antibacteriano, antifingico, anti-
inflamatdrio, neuro protetor, antiemético e demonstrou efeitos benéficos na sindrome
metabolica (OSAE et al., 2019; SEMWAL et al., 2015; ZHANG et al., 2017).

Esses efeitos terapéuticos sdo associados a abundancia de compostos bioativos no
gengibre, como compostos fendlicos e terpenos. Os principais compostos fendlicos no gengibre

sdo gingerdis, shogaols e paraddis. No gengibre fresco, os gingerol sdo os principais polifendis,
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como 6-gingerol, 8-gingerol e 10-gingerol. Existem também muitos outros compostos fenolicos
no gengibre, como quercetina, zingerona, vanilina, gengenona-A, 6-desidrogingerdiona, acido
galico e acido caféico. Outros compostos bioquimicos como polissacarideos, lipidios, acidos
organicos e fibras brutas também estdo presentes no gengibre (GHAFOOR et al., 2020; MAO
etal., 2019).

Os métodos convencionais de extragdo, como a destilacdo a vapor ou a extracdo com
solvente organico, apresentam algumas desvantagens, como o uso de condigdes de alta
temperatura que podem levar a degradacdo de compostos termolabeis, producdo de residuos
toxicos e baixa seletividade do processo de extracdo de compostos fendlicos (SALEA;
VERIANSYAH; TJANDRAWINATA, 2017). Para contornar esses problemas métodos de
extracao fisicos e quimico/enzimaticos tém sido utilizados. Uma vez que promovem o aumento
do rompimento da parede celular, permitindo a liberagdo de compostos bioativos. Dentre 0s
métodos fisicos destacam-se: a sonicacdo, maceracdo, congelamento e descongelamento.
Métodos fisicos e enzimaticos, como utilizacdo de ultrassom e enzimas tem sido bastante
empregados por aumentar o rendimento da extracdo e evitar a degradacdo de produtos
termolabeis (TAVANANDI; RAGHAVARAO, 2020; ZHOU et al., 2019).

A parede celular vegetal é composta por um rigido complexo de carboidratos (celulose,
hemicelulose, xilana, pectina e lignina). A degradacdo da parede celular requer a acdo conjunta
de diferentes enzimas. Muitos autores utilizam para a extracdo de compostos bioativos enzimas
isoladas e purificadas porém a utilizacdo de extratos brutos contendo um conjunto de enzimas
pode ser mais eficaz em degradar a parede celular (BROXTERMAN; SCHOLS, 2018; REIS et
al., 2018).

O extrato bruto de Streptomyces sp. isolados do solo do Cerrado e por este motivo,
sujeito a altas temperaturas é capaz de produzir extratos enziméaticos com atividades de

celulases, xilanases, avicelase e FPase com alta produtividade, termo estabilidade e capacidade
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de atuar em ampla faixa de pH (BRITO-CUNHA et al., 2013; BRITO-CUNHA et al., 2015;
GAMA et al., 2019).

As celulases promovem a hidrdlise da celulose para gerar mondmeros de glicose
(MARQUES etal., 2017). As endo-1,4-B-glucanases (EG) clivam as ligagdes -1,4-glicosidicas
intramoleculares nas regides amorfas da fibra de celulose, provocam rupturas na estrutura da
celulose. As xilanases despolimerizam a xilana presente na fracdo de hemicelulose da parede
celular da planta (MAULANA HIDAYATULLAH et al., 2020). A acao xilanolitica consiste
na sinergia entre as endoxilanases (1,4-p-d-xilan Xxilano-hidrolase, EC 3.2.1.8) ¢ as f-
xilosidases (B-d-xilosideo xilo-hidrolase, EC 3.2.1.37) (DE ALMEIDA ANTUNES FERRAZ
etal., 2018).

O tratamento com ultrassom de baixa frequéncia tem sido utilizado para melhorar os
processos biotecnoldgicos através dos efeitos da cavitacdo acustica na estrutura da enzima e a
transferéncia de massa devido a turbuléncia local. As enzimas proteoliticas, como a pepsina,
tiveram a atividade catalitica melhorada apds a exposicdo ao ultrassom promovida por
alteracdes conformacionais no dobramento, na ligacdo e na estrutura, com efeito mais
pronunciado em estruturas secundarias e terciarias (COSTA-JUNIOR et al., 2020).

O processo de maceracdo de frutas é em solugdes hidroalcoolicas compreende uma das
etapas de producdo de licores. No Brasil, esta préatica utiliza raizes, flores, frutos e madeiras
com o intuito ndo somente de a agregacdo de aromas e sabores melhorando a palatabilidade de
bebidas mas também para a extracdo de compostos bioativos na medicina popular (DA SILVA
MIGUEIS et al., 2018; QIAN; HUGHES; CADWALLADER, 2019).

Este trabalho tem como objetivo avaliar o impacto da extracdo assistida por método
combinado utilizando de ultrassom de baixa frequéncia e extrato enzimatico obtido pelo
Streptomyces sp. 17 na extracdo e incorporacdo de compostos fendlicos de gengibre em cachaga

comercial ndo envelhecida.
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Material e Métodos

Material

As raizes de Zengiber officinale foram adquiridas no comércio local em Goiania-GO.
Foram armazenadas em sacos plasticos, mantidas em temperatura ambiente e transportadas até
o Laboratdrio de Bioguimica e Engenharia Genética da Universidade Federal de Goias. As
cachacas comerciais 51 (Pirassununga, SP-Brasil) foram adquiridas no comércio local. Foram
utilizados os reagentes: acido acético, acido 3,5 dinitrosalicilico, metanol e Tween 80 Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Os padrdes xilana bechoowd (Sigma®),
carboximeticelulose, &cido galico, acido caféico e vanilina da Merck (Darmstadt-Germany).
Processamento das raizes

As raizes foram lavadas e sanitizadas com solucéo de hipoclorito de sédio a 200 ppm
por 15 min, descascadas e cortadas manualmente em pedacos menores e por fim trituradas em
liquidificador. O material processado foi entdo colocado em potes de plastico, e adicionado do
extrato enzimatico conforme o delineamento experimental, em seguida, as solu¢des foram
incubadas em shaker 80 rpm, 30 °C por 2 horas. Por fim, adicionou-se 150 ml de cachaca em
todas as amostras, e estas foram sonicadas conforme o delineamento.
Microrganismos, Fermentacdo Semi-Soélida e obtencdo de extrato enzimatico

O Streptomyces sp. foi isolado conforme BRITO-CUNHA et al. (2013). Uma cepa de
Streptomyces sp. denominada cepa isolada nimero sete (17) foi usada para produzir os extratos
enzimaticos. Os esporos de Streptomyces sp. 17 foram cultivados na placa de cultura bacteriana
e distribuidos em cinco colénias em meio Pridham (PRIDHAM et al., 1957) (4 gL-1; extrato
de malte 10 gL-1; sacarose 4gL-1 e agar 20 gL -1), durante 3 dias em estufaa 37 £ 1 °C. Uma
placa foi removida e foram adicionados 10 ml de &gua em autoclave e os esporos foram obtidos

utilizando uma alga de vidro. Esporos de Streptomyces sp. 17 foram inoculados em Erlenmeyer
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contendo 15 ml de meio minimo (NazHPO4 - 7.0 g-L™%; KoHPO4 - 3.0 g-L"t NaCl - 0.5 g-L"%;
NH4CI - 1.0 g-L™ 1) previamente autoclavado e 5 g de substrato de farelo de trigo. No final do
periodo de incubacédo de 5 dias a 37 °C, foram adicionados 50 ml de 4gua e 50 ml de Tween-
80 (0,1 g-100 g1, centrifugados a 7500 g durante 15 min a4 °C e em seguida, 0 sobrenadante
(extrato enzimatico) foi armazenado sob congelamento (-20 °C + 1) até que os ensaios fossem
realizados. A atividade da carboximetilcelulase (CMCase-endoglucanase) foi avaliada através
da incubagdo de 50 pl do extrato bruto com 50 ul de carboximetilcelulose (CMC) diluida em
tampéo de citrato de sodio a 1% (pH 4,8) por 60 minutos a 50 °C em um termociclador ( Bio -
Rad, Berkeley, Califérnia, EUA, termociclador T100) (Hansen et al., 2015). A atividade da
xilanase foi avaliada incubando 10 pl do extrato bruto com 90 pl de xilano de madeira de faia
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) diluido em tampao de citrato de sodio a 1% (pH 4,8) a
50 °C por um periodo de 5 min. As amostras foram incubadas a 100 °C, com 100 ul de acido
3,5-dinitrosalicilico (DNS) para medir a quantidade de acUcares redutores liberados
(RAMADA., 2010). Uma curva padrdo para xilose foi preparada em concentracdes de 0,3 a 4,2
mg. mL1. Uma unidade de atividade (Ul) correspondia a 1 uM de glicose (CMCase) ou xilana
(xilanase) liberada por minuto.
Delineamento rotacional central composto para modificacao fisica

Delineamento rotacional central composto foi utilizado, com trés variaveis (Xi=
intensidade do ultrassom, que variou de 25 a 99% onde % é referente a variacdo de poténcia
total do equipamento em w-cm™?; Xo= UI/mL, unidades enzimaticas de CMCase por mL do
extrato enzimatico bruto; e Xs= percentual de massa utilizado da raiz) (Tabela 1). Foi utilizado
um ultrassom de baixa frequéncia (Eco-sonics, QR500, Indaiatuba, Brasil), com 20 KHz, 500W
de poténcia, ponteira de titdnio macro (13 mm de didmetro). Assim, 150 mL das solugdes de

cachaga (hidro alcodlicas) contendo os extratos enzimaticos e as raizes maceradas a 25 °C foram
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3385  submetidas a sonicacdo por 5 minutos conforme o delineamento, aferindo-se a temperatura ao
3386  final do tratamento.
3387  Tabela 1. Delineamento rotacional central composto utilizado: X1 = intensidade do ultrassom,

3388  que variou de 25 a 99%; X> = Ul/mL, unidades enzimaticas de CMCase e Xilanase; e X3 =
3389  percentual de massa de gengibre.

Variaveis codificadas Variavel real
Tratamento

X1 X2 X3 X1 X2 X3
1 -1 -1 -1 40 7,028 0,82
2 1 -1 -1 84 7,028 0,82
3 -1 1 -1 40 12,97 0,82
4 1 1 -1 84 12,97 0,82
5 -1 -1 1 40 7,028 3,18
6 1 -1 1 84 7,028 3,18
7 -1 1 1 40 12,97 3,18
8 1 1 1 84 12,97 3,18
9 -1,682 0 0 25 10 2
10 1,682 0 0 99 10 2
11 0 -1,682 0 62 5 2
12 0 1,682 0 62 15 2
13 0 0 -1,682 62 10 0,25
14 0 0 1,682 62 10 4,25
15 0 0 0 62 10 2
16 0 0 0 62 10 2
17 0 0 0 62 10 2
18 0 0 0 62 10 2
19 0 0 0 62 10 2

3390
3391  Atividade enzimatica em cachaca

3392 A avaliacdo de possivel alteracdo nas atividades enzimaticas em presenca de cachaca
3393  comercial 51 (Pirassununga, SP-Brasil) foi realizada conforme descrito no item acima com a
3394  adicdo de 100 uL de cachaca. No controle foram adicionados 100 pL de agua. Posteriormente
3395  as atividades de celulases e xilanases foram realizadas conforme (controle). Posteriormente as
3396  atividades de celulases e xilanases foram realizadas conforme GHOSE (1987); RAMADA et
3397 al. (2010) e ADNEY , BAKER (1996), posteriormente o valor da atividade detectada foi
3398  multiplicado pelo fator de diluicdo promovido ao acrescentar o volume de cachaca e &gua.

3399
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Analise do pH

O pH foi mensurado utilizando um potenciémetro (Tecnal, TEC-51, Piracicaba, Brasil)
com insercdo direta do eletrodo na solugdo conforme descrito por AOAC (2012).
Cor instrumental

Os parametros instrumentais de cor foram analisados através de colorimetro (Bankinh
Meter Minolta, BC-10, Ramsey, USA). O aparelho foi ajustado em refletancia, com especular
incluida, utilizando-se padrdo branco n°® C6299 de 03/96 e amostra em cubeta de vidro limpo
de 10 mm de caminho ético, com campo de analise de 1 polegada. Também foram calculados
a croma (saturacdo da cor) e o angulo Hue (tonalidade ou matriz) (Equacbes 1 e 2,

respectivamente).

C* = Va*?+ b*? (Equacéo 1)
H* = tan‘l(Z—i) (Equacéo 2)

Acucares redutores

Os teores de agUcares totais redutores foram determinados segundo metodologia de
(MILLER, 1959), que se baseia na reducdo do acido 3,5 — di-nitro salicilico a acido 3-amino—
5-nitro salicilico. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro (Ultrospec, 2.000 UV/Visivel,
Cambridge, Inglaterra), usando solucdo de glicose como padrao.
Compostos fendlicos totais

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado utilizando o reagente Folin-
Ciocalteau. Este € uma solucdo de ions poliméricos formados a partir dos acidos fosfomolibdico
e fosfotungstico, que oxidam os fenolatos, reduzindo-os a acidos, formando um complexo de
cor azul (Mo-W), que pode ser lido em espectrofotbmetro a um comprimento de onda de 740
nm em espectrofotbmetro (Ultrospec, 2.000 UV/Visivel, Cambridge, Inglaterra). Os dados
foram expressos em mg equivalentes de &cido galico.mL™? (SINGLETON; ORTHOFER;

LAMUELA-RAVENTOS, 1999).
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Perfil de compostos fendélicos por HPLC

A quantificacdo e identificacdo dos compostos fendlicos foi realizada em cromatégrafo
liquido de alta eficiéncia (HPLC-DAD/UV-Vis) modelo Shimadzu (Shimadzu Corporation,
Kyoto, Japdo) equipado com quatro bombas de alta pressdo (modelo LC-20AT), com um
detector de arranjo de diodos (modelo SPD-M20A), desgaseificador (modelo DGU20A5),
interface de CBM-20A, forno CTO-20AC e amostrador automatico (modelo SIL20A). As
separacOes foram realizadas usando uma coluna Shimadzu Shim-pack ODS GVPC18 (4,6 x
250 mm, 5 mm) ligada a uma preé-coluna (Shimadzu-pack ODS GVP-C18, 4,6 x 10 mm, 5um).
A fase mdvel constituiu-se de 2% (v/v) de acido acético em agua deionizada (Fase mével A) e
70:28:2 (v/v) de metanol/agua/acido acético (Fase mével B), a uma taxa de fluxo de 1,0
mL.min" com um programa de eluicio de gradiente e tempo de execucéo de 65 minutos. O
volume de injecdo foi de 20 puL. Os compostos fenolicos foram detectados a 280 nm. As
solucdes padrdo foram diluidas em metanol e as curvas de calibracdo obtidas a partir de injecGes
de dez concentracOes diferentes, em duplicata. Os compostos fendlicos foram identificados por
comparacdo dos tempos de retencdo dos picos amostrais com os de padrdes disponiveis. Os
resultados foram expressos em mg do composto fendlico.L™ da amostra.
Analises estatisticas

Os dados foram avaliados por analise de variancia multipla, e os modelos ajustados e
visualizados por meio de graficos de superficie de resposta através do software Statistic 10®.

Os modelos foram validados em ensaio com trés repeticdes, usando 0s pontos centrais.

Resultados e Discussao

Todos os modelos de regressdao mdaltipla ajustados para pH, luminosidade, agucares
redutores, fenolicos totais, cido galico e vanilina foram significativos (p<0,05), explicando de

75 a 96% das respostas, e com falta de ajuste significativa, exceto para o pH (Tabela 2).
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Entretanto, quando o quadrado meédio do erro experimental € muito maior que o quadrado
médio do residuo (<5%), a falta de ajuste pode ser considerada irrelevante (TASSI et al., 2019),
e a principio os modelos considerados preditivos.

Para as variaveis de cor instrumental cromaticidade a e angulo hue ndo foi possivel
ajustar os modelos (p>0,05 para todos os componentes). Em relacdo a cromaticidade b, C e
acido caféico foi possivel ajustar os modelos no entanto apresentaram valores de R? de 0,597,
0,60 e 0,58 respectivamente. Portanto, considerados néo significativos.

Tabela 2. Modelos significativos ajustados (p<0,05) validagdo dos modelos para as variaveis
pH, luminosidade (L), acUcares redutores, Fenolicos Totais, Acido Gélico e Vanilina para
avaliacdo dos impactos da utilizacdo do extrato enzimatico bruto obtido a partir do
Streptomyces sp. 17 e ultrassom por 5 minutos em solucdo hidroalcoolica (40%) de gengibre,

onde X1= intensidade do ultrassom (%); X2= unidade enzimatica Ul/mL; X3= concentracao
de gengibre (g:100g™?)

Lack Valor Valor %de

Caracteristica Modelo RZ p ] )
of fit mensurado  predito erro

Y=15,99 + 0,05X2+ 0,20Xs-

pH 0,94 0,005 0,000™ 5,99 6,010 0,33%
0,08X32
Y=93,41- 0,96X,2-1,39X; -
L* 1,0X2? - 0,68X3" + 1,22X: X3 + 0,75 0,05 0,000° 7,703 6,59 14,44%
1,01 XoX35"
Aclcares . )
Y=1,07 - 0,072X;"+ 0,079X;?
redutores 0,96 0,05 0,000° 1,129 1,09 3.45%
+0,66Xs
(mg.mL™?)
Fendlicos
. Y=31,78 - 0,99X:% + 1,37X; -
totais (mg.mL- 0,95 0,02 0,009 31,78  1,15%
0,99)(22 + 3,94X3 - 4,61X32
D) 32,152
Acido galico Y=0,44 —0,07X,% + 0,15X3 -
0,78 0,005 0,000° 0,475 0,44 7,36%
(mg.LY) 0,06X1Xs
Vanilina Y=0,29 + 0,10X3 + 0,03X3? +
. 0,79 0,05 0,000° 0,300 0,29 3,33%
(mg.Lh) 0,03X1X>

* p< 0,10, mantidos na equac&o ajustada por melhorar o valor de r?.
Validacdo de modelos

No ensaio de validacdo dos modelos, verificou-se que aqueles para pH, agucares
redutores, Fendlicos totais, e vanilina apresentaram 99,67%, 96.55%, 98,85% e 96.67% de

compatibilidade, respectivamente (Tabela 2). Portanto, com excessdo aos modelos para
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luminosidade (L*) e acido galico, os modelos foram considerados preditivos, pois apresentaram

erro menor que 5%.

Atividade enzimética em cachaca

Inibidores enzimaticos sdo substancias capazes de interferir, de maneira especifica, na
taxa de catalise enzimatica, retardando ou reduzindo o processo ou a especificidade bioldgica
da reacdo (MARQUES; YAMANAKA, 2008). Em relacdo a atividade enziméatica em cachaca
pode ser observada a reducdo de 50% na atividade da celulase em cachaca (35,47 + 1,22 para
17,44 + 0,40) enquanto para a xilanase a reducéo foi em torno de 33% (9,18 + 0,28 para 6,06 +

0,13) conforme figura 1.

Celulases e xilanases tém sido amplamente utilizadas no tratamento enzimatico de
material lignocelulésico para producdo de etanol de segunda geracdo. Apesar disto a
degradacédo deste material pode liberar compostos que irdo inibir a atividade desta enzima ou

ainda a fermentacdo (BAJAJ; MAHAJAN, 2019).

JING; ZHANG , BAO (2009) relataram que a inibicdo da atividade enzimatica por
etanol é um problema comum na utilizagdo de processos que envolvam a sacarificacdo e
fermentacdo simultaneas (SSF). Altas concentragdes de etanol foram sugeridas por MARINO;
FREITAS , MIRANDA (2015) e COSTA; FARINAS , MIRANDA (2018) como estratégia
para recuperacdo de xilanases pois em altas concentracBes a estrutura enzimatica sofreria
modificagdes devido as interagdes com o etanol, induzindo a reducdo da atividade e sua

precipitacao.
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Figura 1 Atividades enzimaticas para celulases e xilanases obtidas através da fermentac&o de farelo de trigo por
Streptomyces sp. 17 a 37 °C por 5 dias (controle) e atividades enzimaticas do estrato bruto em cachaga.

Ul/mL

O trabalho de TAKAGI (1984) apresentou o butanol, etanol e a glicose como fortes
inibidores de celulases em fermentacdo com Trichoderma reesei QM9414. J& GHOSH;
PAMMENT , MARTIN (1982) relataram que ndo houve efeito inibitério na celulase de T.
reesei QM9414 quando a concentracgdo de etanol estava abaixo de 7,5 g.L %, valores proximos
ao encontrado em caldo de cana fermentando. Considerando o teor alcodlico da cachaca (38 a
48%) bem maior do que no fermentado do caldo de cana (7,5 a 10%) pode se inferir que durante
a sacarificacdo e fermentacdo simultdnea a reducdo da atividade enzimatica foi menor. No
entanto, o trabalho de (Ql et al., 2014) relatou 0 aumento da atividade da celulase e a inalteracdo
da atividade de FPase e Xilanase. Essas discrepancias se devem a diferentes condi¢bes
experimentais, enzimas obtidas de microrganismos diferentes e diferentes concentracdes de

etanol utilizadas.

pH
Verificou-se que a atividade enzimatica e a concentracdo de gengibre, contribuiram

conjuntamente para mudanca do pH da mistura (Figura 2A, Tabela 2). Verificou-se também o
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aumento do pH em todos os experimentos promovidos. Houve variacdo de 0,57 unidades de
pH da mistura (5,62- 6,19). A figura sugere ainda que incrementos nessas variaveis resultariam
em maior variacdo do pH. O acréscimo de gengibre resultou no aumento do valor do pH
aproximando-se do valor do pH do rizoma de gengibre fresco (6,0). Maiores percentuais de
bebida de gengibre também levaram ao aumento do pH em néctar misto de gengibre e uva
(SANTOS et al., 2017; THOMPSON; WOLF; ALLEN, 1973).
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Figura 2. (A)Superficie de resposta do pH em relagéo ao nimero de unidades enzimaticas de celulase em extrato
enzimatico bruto obtido a partir do Streptomyces sp. 17 (Ul.mL?) e concentragdo de gengibre (g 100 g*).(B)
Diagrama de Pareto apresentando os fatores ndo ajustados e seu nivel de significancia (p<0,05).

De acordo com a figura 2B observa-se que somente as varidveis concentragdo de gengibre e
numero de unidades enzimaticas
Cor instrumental

A cor é um dos pardmetros utilizados como indicador da qualidade de bebidas. Em
cachagas ndo envelhecidas € incolor, mas em cachacas flavorizadas ou envelhecidas tendem a
cores com tons amarelados (BOLINI-CARDELLO; FARIA, 1999). Em relacdo a analise
instrumental de cor observou-se que somente a luminosidade apresentou modelo ajustado com
R? significativo (> 0,70). Pode se verificar que todas as varidveis observadas no modelo

contribuiram para a reducao do valor de luminosidade (L*) (Tabela 2; Figura 3A). Ou seja, 0
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3527 aumento da intensidade do ultrassom, da quantidade de unidades enzimaticas utilizadas e da
3528  concentracdo de gengibre aumentaram a quantidade de pigmentos liberados na cachaca,
3529  deixando-a menos translucida. Em relacdo a cromaticidade b* e C* pode-se observar que 0
3530 aumento tanto do numero de unidades enzimaticas quanto da concentracdo de gengibre
3531 contribuiu para 0 aumento da saturacdo da cor e o aumento da tonalidade amarela
3532  respectivamente. Dentre os diversos componentes presentes nos rizomas do gengibre, a
3533  Curcumina, desmetoxicurcumina e 6-desidrogingerdiona foram identificados como o0s
3534  principais compostos comuns que contribuem para a cor amarela e sdo sintetizados durante a

3535 maturacdo do rizoma (APENDICE B) (1IJIMA; JOH, 2014)
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3537 Figura 3. (A) Superficie de resposta da luminosidade em relacéo ao nimero de unidades enzimaticas de celulase
3538  em extrato enzimatico bruto obtido a partir do Streptomyces sp. 17 (Ul.mL™?) e a intensidade do ultrassom por 5
3539 minutos. (B) Diagrama de Pareto apresentando os fatores ndo ajustados e seus niveis de significancia (p<0,05).

3540

3541  Agucares redutores

3542

3543 O modelo ajustado para agucares redutores demonstrou que a intensidade do ultrassom

3544  afetou (efeito quadratico) a concentracdo de acucares, de tal forma que as maiores

3545  concentracdes foram observadas nos pontos minimos e méximos do delineamento. Por outro
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lado, a concentracdo de gengibre foi diretamente proporcional a concentracdo de acucares
redutores, sendo que o aumento desta variavel aumentou a concentracao de agucares na bebida
final. Os valores variaram de 0,161 a 2,176 mg.mL (Figura 4). A parede celular é composta
pelos polissacarideos: celulose (9 a 25%); hemicelulose (25 a 50%) e pectina (10 a 35%)
(SCHWEIGGERT et al.,, 2008). O ultrassom através da cavitacdo, ondas de choque e
fendmenos de mistura induzem a fragmentacdo de particulas bioldgicas e danos a estrutura
celular levando a quebra das ligacdes glicosidicas e 0 aumento de agucares redutores (WANG
et al., 2019). O aumento de acucares redutores com a utilizacdo combinada de enzima
lignoliticas e ultrassom foi verificado por PATIL; JOSHI , GOGATE (2019) e DE
CARVALHO SILVELLO; MARTINEZ , GOLDBECK (2019) ao avaliar serragem e bagaco
de cana, respectivamente. Outro possivel fator que pode ter contribuido é o possivel sinergismo
entre a combinacdo de métodos ndo térmicos de extracdo como ultrassom e enzimas. O
ultrassom e a cavitacdo aumentam o namero de colisbes no processo enzimatico através de
conveccao intensa no meio gerado pela cavitacdo transitéria e aumentam a eficiéncia da
degradacdo aumentando a interacdo entre a enzima e as moléculas organicas (CHAKMA et al.,
2020). Além disso, o rizoma de gengibre contém aproximadamente 11,4% de amido, o que

certamente contribuiu para 0 aumento dos acucares (OLIVEIRA et al., 2019).
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Figura 4. (A) Superficie de resposta de acucares redutores em relacéo a concentracdo de gengibre e a intensidade
aplicada do ultrassom por 5 minutos. (B) Diagrama de Pareto apresentando os fatores ndo ajustados e seus niveis

de significancia (p<0,05).

Fendlicos totais

O modelo para o conteudo de fendlicos no produto tratado foi influenciado

significativamente por todos os pardmetros avaliados: efeito quadratico negativo para a

intensidade de aplicacdo do ultrassom, ou seja maiores valores nas extremidades do

delineamento; efeito lineares positivos para a concentracdo de gengibre e de enzimas

adicionados, refletindo um aumento no contetido de fenélicos com o aumento destes; efeitos

quadréaticos negativos e para a concentracdo de gengibre e de enzimas adicionados, resultando

em uma regido 6tima, para maior extracdo (Tabela 2, Figura 5).
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Figura 5. (A) Superficie de resposta do fenolicos totais em relagdo ao nimero de unidades enziméticas de celulase
em extrato enzimatico bruto obtido a partir do Streptomyces sp. 17 (UL.mL™) e concentragio de gengibre (g-100g"
1). (B) Diagrama de Pareto apresentando os fatores ndo ajustados e seus niveis de significancia (p<0,05)

Os valores encontrados estdo entre 10,849 e 32,152 mg.mL™. Ao avaliar o uso de
ultrassom na recuperacdo de compostos fenolicos em gengibre, SASIKALA et al. (2017)
atingiram valores médios de 5 mg.mL! indices menores que os encontrados neste trabalho.
Verificou-se ainda que as maiores concentracdes de compostos fendlicos sdo obtidas quando o
nimero de unidades enzimaticas esta entre 10 e 13 UL.mL™ e concentracéo de gengibre maior
que 2 gramas (Figura 5).

O aumento da extracdo de compostos fendlicos esta associado a ruptura da parede
celular pela agdo combinada da atividade enzimética e o ultrassom. Uma vez que estes
compostos ocorrem tanto na forma soltuvel quando conjugados com glicosideos (flavonoides)
quanto na forma insolvel (4cidos fenolicos), sendo os insolUveis os mais abundantes. Os fenois

insoluveis estdo ligados covalentemente aos componentes das paredes celulares - celulose,
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hemicelulose, lignina e pectina. Os acidos fenolicos séo ligados a lignina através dos grupos
hidroxila de seus anéis aromaticos, e a varios polissacarideos e outras proteinas através de
ligacdes éster (ACOSTA-ESTRADA; GUTIERREZ-URIBE; SERNA-SALDIVAR, 2014).

O aumento do rendimento da extracdo de compostos fendlicos também foi observado
por CHEN et al. (2011) ao utilizar celulase obtida de Penicillium decumbens ao avaliar a
degradacéo da parede celular das folhas de Ginkgo biloba L aumentando em 31% a extragéo de
compostos fendlicos, ainda promoveu maior transglicosilacdo de flavonoides aumentando a
polaridade destes compostos. Efeitos semelhantes foram obtidos por NAGENDRA CHARI et
al. (2013) ao comparar a extracdo de 6leo resina e 6-gingerol assistida por celulase em gengibre
(Zingiber officianlis Roscoe), quando comparada a aplicagdo de a-amilase, pectinase ou
protease. SWER et al. (2016) também observaram aumento da producdo de antocianina apos
amostras de frutos de Sohiong (Prunus nepalensis L.) serem submetidas a extracdo com
celulase.

A utilizacdo do extrato enzimatico bruto contendo enzimas com atividade de celulase e
xilanase, conforme utilizado neste trabalho, pode ter favorecido ainda mais a degradacéo e
liberacdo dos compostos fendlicos visto que a adicdo de xilanases favorece a hidrolise de
compostos lignoceluldsicos através da celulase. aumentando a acessibilidade externa a celulose,

mas também a acessibilidade interna através do aumento da porosidade (SONG et al., 2016).

Perfil de compostos fendlicos por HPLC

As andlises realizadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia permitiram a
identificacdo e quantificacdo dos seguintes fendlicos: acido galico, caféico e vanilina. Estes
compostos também foram identificados por (TOHMA et al., 2016) ao avaliar rizomas de

gengibre por HPLC.
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Em relacéo ao acido galico o modelo ajustado demonstrou significancia estatistica para
0s parametros nimero de unidades enzimaticas e concentracdo de gengibre, sendo que a
concentracdo de enzimas apresentou efeitos quadraticos negativos e a concentragdo de gengibre
efeito linear positivo, resultando em uma regido de maior concentracdo quando foi empregada
alta concentracdo de gengibre (maior que 3 g-100 g) e unidades enzimaticas entre 7 e 13

Ul.mL* (Tabela 2, Figura 5).
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Figura 6. (A) Superficie de resposta para o acido galico em relagdo ao nimero de unidades enzimaticas de celulase
em extrato enzimatico bruto obtido a partir do Streptomyces sp. 17 (Ul.mL™) e concentragio de gengibre (g:100 g
1. (B) Diagrama de Pareto apresentando os fatores ndo ajustados e seus niveis de significancia (p<0,05)

O éacido galico ou acido 3,4,5-trihidroxibenzéico € um composto fendlico, produzido
pela rota do &cido chiquimico, sendo um dos componentes dos taninos hidrolisaveis das plantas.
E um composto cristalino, incolor ou ligeiramente amarelo, sendo um dos 4cidos fendlicos mais
abundantes no reino vegetal e possui ampla aplicacdo nas industrias alimenticia e farmacéutica
por possuir atividade antioxidante, anti-inflamatoria, antimicrobiana e antitumoral. O acido
galico foi o composto mais abundante entre os acidos fendlicos identificados nos extratos de
Zingiber zerumbet (FERNANDES; SALGADO, 2016; KAHKESHANI et al., 2019; LIMA et

al., 2016; TOHMA et al., 2016). Ao avaliar o uso de enzimas purificadas ou complexos
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enzimaticos na extracao de acido galico de residuos de uva Syrah (Vitis vinifera 'Syrah’) MEINI
et al. (2019) observou que nao houve efeito quando utilizado extrato enzimatico isolado, mas
quando utilizada um mistura de celulase e tanase houve aumento no rendimento da extracgéo.
Em relacdo ao cido caféico o modelo ajustado ndo apresentou significancia estatistica
(r’<0,70). A concentragdo de 4cido caféico variou de 0,00 a 0,74 mg-L™, sendo que o maior
valor foi observado no tratamento que foi adicionado a maior concentracdo de gengibre
(Apéndice A). O acido cafeico é um composto polifendlico natural presente no café, algumas
frutas e medicamentos tradicionais chineses. O acido caféico e seus andlogos demonstraram
uma variedade de atividades farmacoldgicas, incluindo acdo anti-inflamatéria, antitumoral e

antiviral (SARWAR et al., 2017).
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Figura 7. Superficie de resposta da vanilina em relagéo ao numero de unidades enzimaticas de celulase em extrato
enzimatico bruto obtido a partir da intensidade do ultrassom (%) e nimero de unidades enzimaticas de celulase
em extrato enzimatico bruto obtido a partir Streptomyces sp. 17 (Ul.mL™) (A) e em relagdo ao nimero de unidades
enzimaticas de celulase em extrato enzimatico bruto obtido a partir do Streptomyces sp. 17 (Ul.mL™Y) e

concentragéo de gengibre (g 100 g1) (B).
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Em relacdo a vanilina, os modelos ajustados demonstraram que o ultrassom e 0 nimero
de unidades enziméticas atuam nos extremos. Desta forma, quantidades menores de unidade
enzimaticas e intensidade do ultrassom ou em maiores valores para ambos sdo as melhores
condigdes para extracdo da vanilina (Figura 7A). Em relacdo a concentracdo de gengibre
observou que tanto os efeitos lineares e quadraticos da concentracdo de gengibre adicionada

foram positivos, ou seja, quanto maior a concentracdo de gengibre utilizada, maior foi a
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concentracdo de vanilina (Tabela 2, Figura 7B). A vanilina é um dos derivados fenolicos
formados a partir da ruptura da lignina e exibe propriedades antioxidantes e antimicrobianas e,
portanto, tem potencial para uso como conservante de alimentos (CYBULSKA,; LEI; JULSON,
2010; WALTON; MAYER; NARBAD, 2003). O aumento da extracao da vanilina em vagens
de baunilha utilizando o ultrassom quando comparado com a extracdo convencional de soxhlet,
também foi descrito por JADHAYV et al. (2009), eles ainda observaram que o principal
mecanismo de liberacdo de vanilina € o rompimento das paredes celulares. Podemos inferir
ainda que os parametros mais influentes foram o nimero de unidades enzimaticas do extrato de
Streptomyces sp. utilizado e a concentracdo de gengibre (Figura 7B). A atividade de B-
glicosidase ¢ a atividade mais necessaria para a extracao da vanilina em extratos de vagem de
baunilha independente se estas seriam curadas ou verdes. Contudo, a adicdo de outras enzimas
pode aumentar o rendimento da extracao por hidrolise dos componentes da parede celular, como
ja demonstrado em outros produtos agricolas, como a azeitona e 6leo de coco (RUIZ-TERAN;
PEREZ-AMADOR; LOPEZ-MUNGUIA, 2001).

Os compostos fenolicos identificados neste trabalho sdo reconhecidos como marcadores
de envelhecimento de bebidas, como a cachaca e whisky em madeiras. A utilizacdo desta
metodologia e 0 aumento destes compostos sugere a sua utilizacdo como estratégia para acelerar

o envelhecimento de bebidas.

Concluséao

Verificou -se que as melhores condicbes de extracdo assistida por método combinado
de ultrassom e extrato enzimatico para producdo de uma cachaga com a incorporacdo dos
fenolicos do gengibre seriam: concentragdo de gengibre maior que 3 g-100 g™; nimero de
unidades enzimaticas entre 10 e 13 UL.mL™ e a intensidade do ultrassom entre 50 e 70%. Nessas

condigcdes a cachaca obtida possuird cor amarelada, concentragdo de agucares redutores
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préximo a 2 mg.mL*, concentragéo de compostos fendlicos totais aproximada de 28 mgEq.mL
1 &cido galico proximo a 0,8 mg.L™, &cido caféico proximo a 0,7 mg.L e vanilina préxima a
0,6 mg.Ll. Esses resultados sugerem a metodologia aplicada como alternativa para

incorporacdo de compostos fenolicos a cachaca ndo envelhecida.
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Apéndice A - Dados das variaveis utilizadas para a avaliacdo dos impactos da utilizacéo do extrato enzimatico bruto obtido a partir do Streptomyces
sp. 17 e ultrassom por 5 minutos em solucéo hidroalcdolica (40%) de gengibre, onde X1= intensidade do ultrassom (%); X2= volume do extrato

enzimatico (min); X3= concentracio de gengibre (g 100 g*%)

Aclcares Fenollicos Acido Acido .
Croma Croma totals . (- Vanilina
Tratamento pH L* > b C* H° redutores (mg. mL- galico  caféico (mg. LY

(mg. mL™Y) i) (mg. L1 (mg.L?) '
1 5,550 4,857 -0,300 2,673 2,691 96,381 0,308 19,466 0,152 0,442 0,350
2 5,620 6,100 -0,603 2,290 2,372 104,758 0,361 20,516 0,174 0,000 0,218
3 5,700 7,760 -0,213 4,347 4,353 92,810 0,443 25,634 0,171 0,523 0,238
4 5,740 11,043 -0,187 6,133 6,137 91,629 0,426 21,435 0,175 0,534 0,210
5 6,000 10,440 -0,060 6,210 6,210 90,554 1,730 26,422 0,627 0,531 0,503
6 6,070 6,520 0,307 5,217 5,226 86,638 1,630 26,159 0,366 0,459 0,330
7 6,150 8,997 0,087 6,617 6,617 89,252 2,176 31,365 0,465 0,000 0,379
8 6,190 7,713 0,133 5,333 5,336 88,550 1,819 30,359 0,267 0,000 0,372
9 6,050 11,987 -0,303 6,193 6,201 92,797 1,537 27,996 0,514 0,594 0,259
10 6,010 8,377 -0,867 2,593 2,735 108,527 1,197 30,009 0,483 0,605 0,291
11 5,950 6,927 -0,533 1,107 1,229 115,812 1,111 28,259 0,332 0,562 0,285
12 6,010 13,707 -0,290 4,183 4,194 93,956 0,922 29,746 0,341 0,494 0,266
13 5,510 6,447 -0,460 2,433 2,478 100,601 0,161 10,849 0,141 0,240 0,120
14 6,090 9,700 -0,877 3,807 3,907 102,948 2,101 26,684 0,801 0,739 0,628
15 6,010 6,690 -0,267 3,113 3,125 94,891 1,126 31,977 0,476 0,536 0,363
16 6,010 5,957 -0,253 3,307 3,319 94,380 1,133 31,933 0,463 0,533 0,301
17 6,020 6,280 -0,203 3,157 3,163 93,699 1,129 31,021 0,447 0,547 0,303
18 6,010 7,703 -0,773 2,460 2,580 107,393 1,129 32,152 0,475 0,527 0,300
19 6,010 5,433 -0,133 2,723 2,728 92,758 1,129 31,802 0,474 0,521 0,290
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Figura 7. Superficie das cromaticidades b (A) e cromaticidade ¢ (B) em relagdo ao nimero de
unidades enzimaticas de celulase em extrato enzimético bruto obtido a partir do Streptomyces
sp. 17 (Ul. mL™) e concentragdo de gengibre (g 100 g).
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CONSIDERACOES FINAIS

O farelo de trigo mostrou-se o melhor substrato para produzir celulases e xilanases
usando a bactéria Streptomyces thermocerradoensis I3, uma vez que 0s outros substratos
(Jatrhofa eliptica e Cochlospermum regium) ndo forneceram extratos enzimaticos com
atividade satisfatoria, nem apresentaram atividade para as duas enzimas estudadas (celulases e
xilanases).

O pH o6timo para produzir celulases e xilanases em fermentacdo semissélida do farelo
de trigo com Streptomyces thermocerradoensis 13, foi de 7,5 e 7,0, para CMCase e xilanase,
respectivamente.

O tratamento enzimatico & promissor na producdo de farinha enriquecida com
polifendis, contribuindo para a producdo de um produto com alto teor de compostos bioativos
(polifendis) e alta atividade antioxidante.

Streptomyces sp. 17 mostrou-se eficaz na producdo de xilanases e celulases usando o
farelo de trigo como meio de cultura.

O pré-tratamento do caldo de cana com o extrato enzimatico bruto promoveu alteracdes
na fermentagdo, aumentou o teor alcodlico e reduziu a acidez e o teor de éster e carbamato etila
em cachacas produzidas utilizando Saccharomyces cerevisae.

O pré-tratamento enzimatico teve impacto positivo na qualidade e no rendimento da
producdo de etanol em cachacas produzidas utilizando Saccharomyces cerevisae.

A fermentacdo alcodlica do caldo de cana, previamente tratado com extrato enzimatico,
utilizando a levedura M27 possibilitou a obtengdo de uma cachaga com perfil quimico de
congéneres e contaminantes bem abaixo do preconizado pela legislacéo brasileira.

Os tratamentos enzimaticos com extrato bruto de Streptomyces sp. promoveram a

reducdo da acidez total; esteres totais e metanol, sendo observada uma maior reducdo no
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tratamento T2 (tratamento com a maior concentra¢do de enzimas). Também foi verificado o
aumento dos teores de etanol e aldeidos totais, com aumento mais pronunciado no tratamento
T2.

O pré-tratamento enzimético e a utilizacdo de levedura ndo convencional para a
producdo de cachaga tiveram impacto positivo na qualidade e rendimento da producdo de
etanol, apresentando potencial para sua aplicacdo industrial, seja na inddstria de bebidas ou
bioetanol.

Foi constatado o isolamento de uma cepa de levedura selvagem com caracteristicas
morfoldgicas sugestivas de Saccharomyces cerevisiae em caldo de cana em fermentacdo
espontanea

O pré-tratamento enzimatico da cachaca alterou o processo fermentativo e aumentou a
produtividade em relacdo a concentracdo de etanol.

A sacarificacdo e fermentagdo simultaneas promoveram ainda a melhoria nos atributos
de qualidade da cachaca através da reducdo da acidez, metanol e carbamato de etila e aumentou
0 teor de ésteres. Este processo poderia ser ainda utilizado na producdo de bioetanol
combustivel

Verificou -se as condicBes ideais para producdo de uma cachaca com a incorporacao
dos fendlicos do gengibre seriam: concentragdo de gengibre maior que 3 g-100 g*; nimero de
unidades enzimaticas entre 10 e 13 Ul. mL™? e a intensidade do ultrassom entre 50 e 70%.
Resultando em cachaga com cor mais amarelada, com aclcares redutores proximo a 2 mg.mL"
! concentragdo de fendlicos totais aproximada de 28 mgEq.mL™, &cido galico proximo a 0,8
mg.L?, &cido caféico préximo a 0,7 mg.L e vanilina proxima a 0,6 mg.L™. O consumo de
bebidas alcdolicas com maior teor de compostos fendlicos quando comparada ao consumo de

bebidas sem estes componentes poderia trazer menos maleficios a satde dos consumidores.
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O pre-tratamento com extrato bruto de Streptomyces sp 17. deve ser testado em escala

industrial, podendo ter aplicabilidade na industria de bioetanol.
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