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SOUZA, Mikael Angelo Martins. APLI,CACAO DE AMILASES DE Aspergillus
sp. FSDE16 NA HIDROLISE ENZIMATICA DO BAGACO DE MALTE PARA
OBTENCAO DE ACUCARES E COMPOSTOS FENOLICOS, 2025. Trabalho
de
conclusdo de curso [Graduacdo em Tecnologia em Produgdo
Sucroalcooleira], Universidade Federal da Paraiba — UFPB.

RESUMO

As amilases sdo enzimas amplamente utilizadas na industria devido a sua
capacidade de catalisar a hidrolise de amido, convertendo-o em agucares menores,
como glicose e maltose. Elas representam cerca de 30% do mercado global de
enzimas, sendo aplicadas em setores como biocombustiveis, alimentos e detergentes.
A utilizagdo de amilases como biocatalisadores oferece vantagens como alta
especificidade, menor impacto ambiental e promocao da bioeconomia, substituindo
catalisadores quimicos que demandam condigdes extremas e geram subprodutos
indesejaveis. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial das amilases
produzidas pelo fungo Aspergillus sp. FSDE16 na fermentacdo so6lida da casca de
mandioca e analisar o potencial das enzimas na hidrolise enzimatica do bagaco de
malte, visando a obtengdo de agucares e compostos fenolicos. A producao das
amilases foi realizada por fermentacdo sélida utilizando casca de mandioca como
substrato, com 50% de umidade. Apds 168 horas de fermentacdo, foi obtida uma
atividade enzimatica de 23,4 g/L. O coquetel enzimatico produzido, contendo
amilases, foi utilizado para hidrolisar o bagaco de malte, resultando em um aumento
de 40% na concentragcdo de agucares redutores e de 67% no °Brix, ap6s 96 horas de
reacdo. Nesse processo, foi observada a reducao do pH de 4,66 para 3,91 . Além disso,
houve uma redugdo de 28% na massa do bagago de malte, indicando a eficiéncia das
enzimas na quebra da biomassa. A analise dos compostos fenolicos revelou um
aumento significativo, passando de 30 pg/mL no tempo 0 para 80 pg/mL no tempo de
96h. Os resultados demonstram o potencial biotecnologico das amilases de Aspergillus
sp. FSDE16 na valorizagdo de residuos agroindustriais, a partir do aumento de
actcares e compostos fendlicos liberados que podem ser utilizados na industria de
alimentos, na produgdo de bioativos com propriedades antioxidantes, em nutri¢cao
animal ou como matéria-prima para processos industriais sustentdveis, promovendo o

aproveitamento de subprodutos e contribuindo para economia circular.

PALAVRAS-CHAVE: Hidrdlise enziméatica - Compostos fendlicos - Agucares



SOUZA, Mikael Angelo Martins, APPLICATION OF AMYLASES FROM
Aspergillus sp. FSDE16 IN THE ENZYMATIC HYDROLYSIS OF MALT
BAGASSE TO OBTAIN SUGARS AND PHENOLIC COMPOUNDS, 2024.
Trabalho de conclusdo de curso [Graduacao em Tecnologia em Producao

Sucroalcooleira], Universidade Federal da Paraiba — UFPB.

ABSTRACT

Amylases are enzymes widely used in the industry due to their ability to
catalyze the hydrolysis of starch, converting it into smaller sugars like glucose and
maltose. They represent about 30% of the global enzyme market, with applications in
sectors such as biofuels, food, and detergents. The use of amylases as biocatalysts
offers advantages such as high specificity, lower environmental impact, and promotion
of the bioeconomy, as they replace chemical catalysts that require extreme conditions
and generate undesirable byproducts. The objective of the present study was to
evaluate the potential of amylases produced by the fungus Aspergillus sp. FSDE16 in
the solid-state fermentation of cassava peels and to analyze the enzymes' potential in
the enzymatic hydrolysis of malt bagasse, aiming to obtain sugars and phenolic
compounds. Amylase production was carried out through solid-state fermentation
using cassava peels as a substrate, with 50% moisture content. After 168 hours of
fermentation, an enzymatic activity of 23.4 g/L. was obtained. The produced enzyme
cocktail, containing amylases, was used to hydrolyze malt bagasse, resulting in a 40%
increase in the concentration of reducing sugars and a 67% increase in °Brix after 96
hours of reaction. During this process, a reduction in pH from 4.66 to 3.91 was
observed. Furthermore, there was a 28% reduction in the mass of the malt bagasse,
indicating the enzymes' efficiency in breaking down the biomass. The analysis of
phenolic compounds revealed a significant increase, from 30 pg/mL at time 0 to 80
ug/mL at the 96-hour mark. The results demonstrate the biotechnological potential of
amylases from Aspergillus sp. FSDEI16 in the valorization of agro-industrial waste by
increasing the release of sugars and phenolic compounds. These can be used in the

food industry, for the production of bioactives with antioxidant properties, in animal



nutrition, or as raw material for sustainable industrial processes, promoting the use of

byproducts and contributing to the circular economy.

KEYWORDS: Enzymatic hydrolysis - Phenolic compounds - Sugars



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 - Casca de mandioca cortada e encaminhada para secagem em estufa (a) e
casca de mandioca, apds moagem e peneiramento (b). 20
Figura 2 - Casca de mandioca (a), fermentagao solida da casca de mandioca pelo
fungo (b) e obtencdo do sobrenadante contendo as amilases (c). 21
Figura 3 - Curva padrao de glicose para analise dos agticares redutores (ARs). 23
Figura 4 - Atividade de alfa-amilases apds fermentacdo s6lida da casca de mandioca
por Aspergillus sp. FSDE16...

25

Figura 5 - Hidrolise enzimatica do bagaco de malte nos tempos 0 (a) e 96h (b). 26
Figura 6 - Hidrolise enzimatica do bagaco de malte e analise dos AR e °Brix durante
96h de reacao... 27
Figura 7 - Comparacdo entre a massa do bagago de malte e os AR nos tempos 0 e
apos 96h de hidroélise enzimatica... 27
Figura 8 - Analise (a) dos compostos fenolicos presentes nas amostras antes e apos a
hidrolise enzimadtica 0 e 96h...

28



SUMARIO

1. INTRODUCAO

2. OBJETIVOS

2.1.1 Objetivo geral

2.1.2 Objetivos especificos

3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Amilases

3.2 Fermentagao sélida de biomassa por fungos

3.3 Casca de mandioca

3.4 Bagago de malte

3.5 Hidroélise enzimatica de biomassa

3.6 Compostos Fenolicos

4. METODOLOGIA

4.1 Fermentacao solida da casca de mandioca por Aspergillus sp. FSDE16
4.2 Atividade de alfa-amilases

4.3 Hidrolise enzimatica do bagaco de malte

4.3.1 Bagago de malte

4.3.2 Hidrolise enzimatica

4.4 Analise da massa do bagago de malte apds a hidrolise
4.5 Avaliacao de compostos fendlicos nas amostras
5. RESULTADOS

6. CONCLUSAO

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

12
13
13
14
15
15
16
17
18
18
19
20
20
22
22
23
23
24
24
25
29
29



1. INTRODUCAO

O crescimento exponencial da industrializagdo global, embora fundamental
para o desenvolvimento econdmico e social, tem gerado um desafio ambiental critico
a gestdo inadequada de residuos industriais. Esses residuos, que podem variar de
subprodutos solidos a efluentes liquidos e gases toxicos, representam uma ameaca
significativa aos ecossistemas, a saude publica e a sustentabilidade dos recursos

naturais (MISHRA & KUMAR, 2021; FURLANETTO et al., 2018).

Atualmente, grande parte das industrias ativas brasileiras ja aplicam iniciativas
da economia circular, a partir do conceito de biorrefinaria, com a conversdo de
biomassa em produtos de alto valor agregado (Artola ef al., 2024; Chaves, 2021).
Porém, para industrias de pequeno e médio porte, a economia linear se mantém
predominante, havendo grande desperdicio de residuos, que geralmente sdo
descartados, assim como em mercados ou feiras.

Na industria cervejeira, o bagaco de malte representa cerca de 85% do total de
residuos gerados durante a producdo de cerveja. Seu principal destino é como
ingrediente de racdo animal, sendo o excedente destinado a aterros sanitarios,
alternativa sem retorno econdmico € que causa impactos ambientais (Silva et al.
2024). Como cerca de 70% do bagago de malte ¢ composto por fibras, ele ¢
considerado um material lignoceluldsico, apresentando celulose (28,4%),
hemicelulose (32,6%), lignina (26%) e cinzas (2,5%) em sua composi¢ao, além de
cerca de 15% de proteinas (MENDES et al, 2020). Devido a sua disponibilidade e
composicdo, ele tem potencial para ser explorado para diversos fins, inclusive na
producdo de etanol, a partir da sua hidrélise por enzimas como amilases e celulases e
fermentacdo dos agucares liberados (ARTIFON et al., 2020).

Além do bagaco de malte, a casca de mandioca ¢ outro residuo agroindustrial
com grande potencial biotecnologico. No seu processamento, suas raizes sao
descascadas, gerando cascas que correspondem a 20—35% do peso do tubérculo. Essas
cascas representam um problema ambiental que tende a crescer com o aumento da
producdo de derivados da mandioca. No entanto, por constituirem cerca de 10% do
peso umido da raiz, podem se tornar um recurso valioso se aproveitadas por meio de

biotecnologia, como na producao de enzimas (ANIGBORO et al, 2023).



A produgdo de enzimas do tipo amilases, por meio de fungos, ¢ um dos pilares
da biotecnologia industrial, impulsionando inovacdes em diversos setores, como a
industria alimenticia, de biocombustiveis e de detergentes. As amilases sdo um grupo
de enzimas com a notavel capacidade de catalisar a hidrolise de amido, convertendo-o
em acucares de menor peso molecular, como a glicose e a maltose (SURYAWANSHI

RK, et al, 2019).

Por meio de um processo denominado hidrélise enzimatica, as amilases podem
catalisar a quebra de biomassa rica em amido com a liberagdo de acucares mais
simples, como a glicose ¢ a maltose. E a glicose liberada deste processo pode vir a ser
convertida, entre outros, em etanol de segunda geragdo. Assim, a escolha da hidrolise
enzimatica para quebra da biomassa ¢ considerada uma alternativa mais limpa e
sustentavel, comparada aos métodos de hidrolise quimica, que, em geral, geram
muitos subprodutos indesejadveis (TURINI et al, 2021). Além disso, conforme
apresentado por Kim et al (2006), a hidrolise da biomassa pode ser favoravel a
conversdo de fendlicos ligados em compostos fendlicos livres, melhorando sua
liberagdo e biodisponibilidade.

A eficiéncia da hidrdlise depende de diversos fatores, como o tipo de
pré-tratamento da biomassa, as condigdes operacionais (pH, temperatura, tempo de
reacdo) e a atividade das enzimas utilizadas. Nesta perspectiva, o objetivo deste estudo
foi promover a hidrélise do bagaco de malte com amilases produzidas por Aspergillus
sp. FSDE16 em fermentacdo solida da casca de mandioca e avaliar o potencial

enzimatico na liberacao de acticares e compostos fenolicos.

2. OBJETIVOS

2.1.1 Objetivo geral

Promover a hidrolise do bagago de malte com amilases produzidas por
Aspergillus sp. FSDE16 em fermentacdo solida com casca de mandioca e avaliar o

potencial das amilases na liberagdo de aglicares e compostos fenolicos.



2.1.2 Objetivos especificos

- Realizar a fermentacao solida de casca de mandioca pelo fungo Aspergillus sp.
FSDE16;

- Promover a hidrolise enziméatica do bagaco de malte;

- Avaliar a atividade de alfa-amilases;

- Efetuar avaliagdao do pH, dos agtcares redutores, da massa do bagago de malte
e do °Brix, antes e ap0s a hidrolise enzimatica;

- Analisar compostos fenolicos.



3. FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Amilases

A utilizagdo de enzimas, catalisadores bioldgicos de natureza proteica, tem se
consolidado como uma abordagem fundamental para a otimizacdo de diversos
processos industriais. Sua relevancia reside na capacidade de acelerar reagdes
quimicas com alta especificidade e eficiéncia, atuando sob condigdes reacionais
brandas, como pH e temperatura moderados (CARLOS et al., 2022). Essa
caracteristica as diferencia dos catalisadores quimicos tradicionais, que
frequentemente exigem condigdes extremas e geram subprodutos indesejados
(CASPETA et al., 2018).

O crescente interesse pela utilizagdo de enzimas em larga escala estd
intrinsecamente ligado aos principios da quimica verde, um paradigma que busca o
desenvolvimento de processos mais seguros e ecologicamente corretos (Woodley,
2014). Ao substituir catalisadores quimicos por biocatalisadores, a industria reduz
significativamente o consumo de energia, a emissdo de residuos toxicos e a
necessidade de equipamentos caros e complexos (CONTECH BRASIL, 2023).

Entre as enzimas utilizadas na industria, as amilases possuem uma longa
trajetoria de sucesso e, atualmente, representam 30% do mercado global de enzimas.
Isso ocorre porque as amilases hidrolisam as ligagdes glicosidicas do amido, liberando
glicose, maltose e cadeias curtas de oligossacarideos (PAUL et al., 2021). O amido ¢
um polissacarideo constituido por unidades de D-glicose conectadas por ligagdes
glicosidicas, formando amilose e amilopectina. Por ser a principal fonte de carboidrato
de reserva no reino vegetal, ¢ amplamente utilizado pela industria (IUGA;
MIRONEASA, 2020; SEUNG, 2020).

O uso de amilases como biocatalisadores do amido oferece diversas vantagens,
como alta especificidade, promog¢ao da bioeconomia, menor impacto ambiental e
reducdo da dependéncia de catalisadores quimicos na industria (ABEDI et al, 2024;
SEUNG, 2020; PAUL et al., 2021; MONDAL et al., 2022). Assim, as amilases sdo
aplicadas em varios setores industriais, com destaque para a industria de

biocombustiveis, que tem experimentado um crescimento significativo devido ao



elevado consumo de combustiveis fosseis e seus impactos ambientais (LAUFER,
2019; MESBAH, 2022; TROIANO et al., 2020). Segundo avaliagcdes do comércio de
enzimas, as a-amilases alcangaram um valor de US$274,1 milhdes no mercado global
em 2019, com expectativa de crescimento para US$382.4 milhdes até 2025
(MONDAL et al., 2022).

Existem trés tipos de amilases: a, B e y. A a-amilase (EC 3.2.1.1) ¢ uma
metaloenzima extracelular que rompe ligagdes o-1,4-glicosidicas em amido e
derivados, formando oligossacarideos. Nao atua nas ligagdes terminais. Seus produtos
incluem maltotriose, glicose, maltose e dextrina. A B-amilase (EC 3.2.1.2) € produzida
por bactérias, fungos e plantas, cliva ligacdes a-1,4 a partir da extremidade ndo
redutora, liberando unidades de maltose. Esta relacionada ao sabor adocicado no
processo de maturacdo de sementes. Nao ocorre em tecidos animais, mas pode ser
encontrada em microrganismos do trato digestivo. Por fim, as y-amilase (EC 3.2.1.3),
também chamadas de glicoamilase, atua principalmente em ligacdes a-1,6, além das
a-1,4 ndo redutoras, liberando glicose. Funciona melhor em pH é4cido (6timo em pH 3)

(ALI et al, 2025).

3.2 Fermentag¢do so6lida de biomassa por fungos

A fermentacdo em estado solido (FES) é um processo utilizado para a
producao de diversos produtos fermentados, como alimentos, ragdes, enzimas,
biocombustiveis e farmacos. Ela envolve o crescimento de microrganismos em um
substrato solido com teor limitado de umidade e esse substrato sélido fornece um
ambiente adequado para o crescimento dos microrganismos e a produ¢ao dos produtos
desejados (EGBUNE et al. 2023). A producdo de enzimas a partir de fungos
filamentosos apresenta vantagens em diversas aplicagdes biotecnoldgicas. Eles tém
demonstrado capacidade de hidrolisar subprodutos agricolas de forma eficaz,
produzindo produtos de alto valor agregado por meio da fermentagdo em estado solido
(FES). Além disso, muitos complexos enzimaticos secretados pelos fungos possuem
caracteristicas favoraveis a induastria, como termotolerancia e estabilidade em
diferentes pHs (MONDAL et al., 2022; MEYER, 2020; TROIANO; DUMONT,
2020).



Os fungos, através de suas enzimas extracelulares, sdo capazes de degradar
complexos polissacarideos presentes em residuos agroindustriais, como celulose e
hemicelulose, convertendo-os em compostos de maior valor agregado, como
proteinas, enzimas ou metabolitos secundarios (SODHI ef al., 2019; VAN LANEN et
al., 2017). A FES, em comparagdo com a fermentacdo submersa, oferece vantagens
como maior rendimento de produto, menor consumo de dgua e energia, € a produgdo
de produtos com caracteristicas fisicas mais adequadas para certas aplicagdes, como

ragdes animais e ingredientes alimenticios (SINGHANIA et al., 2009).

3.3 Casca de mandioca

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) ¢ uma raiz amildcea de grande
importancia nos tropicos, cultivada por sua alta produtividade e resisténcia a solos
pobres e condi¢gdes adversas. Tradicionalmente usada como fonte de carboidratos em
alimentos como farinha, amido de tapioca, recentemente tem se destacado como
substrato promissor para a fermentagdo em estado sélido. Suas raizes possuem em
média 60-80% de amido (principalmente amilopectina), 2—3% de proteina e até 1,5%
de fibras, além de vitaminas e minerais. O elevado teor de amido em subprodutos do
seu processamento, como a casca, torna-o ideal para uso em SEF, permitindo que
microrganismos a utilizem como fonte de carbono e energia para a produgdo de
enzimas e compostos bioativos (EGBUNE et al., 2023).

A casca de mandioca contém potencial de ser um biocombustivel e bioenergia,
0 processo principal envolve a conversao do amido e das fibras da casca em agucares
simples, geralmente por meio de hidrélise enzimatica, um método eficiente para
quebrar as cadeias de polissacarideos (EGBUNE et al., 2023). Uma vez disponiveis,
esses agucares servem como substrato para a fermentagdo, principalmente realizada
por leveduras, que os convertem em bioetanol. Além do etanol, a biomassa da casca
pode ser utilizada para produzir biogas, biometano e até bio-hidrogénio, o que oferece

uma alternativa de baixo custo e ecologicamente sustentavel (UFAL, 2019).



3.4 Bagaco de malte

O processo de producdo de cerveja e outras bebidas maltadas gera um
subproduto abundante e com grande potencial de valorizagdo: o bagago de malte. Este
residuo, composto principalmente por cascas, fibras e resquicios de amido, tem sido
tradicionalmente subutilizado, sendo frequentemente destinado a racdo animal ou
encaminhado para aterros (SILVA et al, 2024; RODRIGUES & OLIVEIRA, 2018).
No entanto, pesquisas recentes t€ém demonstrado que o bagaco de malte € rico em
diversos compostos de interesse, como fibras dietéticas, proteinas, vitaminas, minerais
e compostos fendlicos, abrindo um leque de oportunidades para sua aplicacdo em
diferentes setores industriais (SILVA et al., 2021).

A exploracao do bagago de malte alinha-se perfeitamente com os principios da
economia circular e da bioeconomia, onde residuos de um processo se tornam
matéria-prima para outro, minimizando o desperdicio e agregando valor (GEISSLER
et al., 2020). A valorizagdo deste residuo ndo apenas representa uma oportunidade
econOmica para as cervejarias, mas também contribui para a redugdo do impacto
ambiental associado ao descarte de grandes volumes de matéria organica, como
também representa um residuo agroindustrial com vasto potencial de valorizagao.
Composto predominantemente por cascas de cevada, este material € rico em
carboidratos, proteinas, fibras e, notavelmente, em compostos fenolicos e precursores
de 4lcoois, o que o torna um substrato atraente para processos biotecnoldgicos

(PRADO et al., 2021).

3.5 Hidrélise enzimatica de biomassa

O processo de hidrdlise enzimatica ¢ considerado o método mais sustentavel
para a conversdo de biomassa em aclcares fermentesciveis. Diferentemente da
hidrélise acida, que utiliza reagentes corrosivos, ou da hidrolise alcalina, que pode
gerar compostos inibidores da fermentacdo e causar incrustagdes em tubulagdes
industriais, a hidrélise enzimdatica opera sob condigdes suaves de temperatura e pH,
proporcionando maior seletividade e reduzida formacdo de subprodutos téxicos

(KAPARAIJU et al., 2010).



Na hidrolise da biomassa, o amido, composto por amilose e amilopectina, ¢
convertido em oligossacarideos como dextrinas e glicose, ap6s a hidrolise. Enquanto
que a celulose gera glicose e celobiose e a hemicelulose produz arabinose, xilose,
manose, ramose, galactose e glicose. Além destes, outros compostos podem ser
liberados, dependendo das variaveis utilizadas (carga enzimadtica, pH , temperatura,

quantidade de biomassa) e do tipo de biomassa hidrolisada. (TURINI ef al. 2021).

3.6 Compostos Fenodlicos

Os compostos fenolicos representam uma vasta e importante classe de
metabolitos secundarios encontrados em plantas, caracterizados pela presenca de um
ou mais grupos hidroxila (-OH) ligados a um anel aromatico (VIANA ef al., 2021).
Essa estrutura fundamental confere a eles propriedades fisico-quimicas diversas,
influenciando desde a cor e o sabor de alimentos e bebidas até sua notavel atividade
antioxidante e terapéutica. Eles desempenham papéis cruciais na fisiologia vegetal,
atuando como pigmentos, componentes estruturais da parede celular, e como
defensores contra patogenos e estresse ambiental, sendo sua extra¢do e quantificagdo
de grande interesse para as industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética (DA
SILVA et al., 2020).

O bagaco de malte ¢ uma fonte natural desses compostos, incluindo acido
ferulico, 4cido cumarico e flavonoides, que podem ser extraidos ou liberados através
de métodos hidroliticos ou enzimaticos (RODRIGUES et al., 2018). A extracao desses
metabolitos secundarios ndo apenas agrega valor ao residuo, mas também contribui
para a reducdo da dependéncia de fontes sintéticas, alinhando-se com os principios da
sustentabilidade (CHANDRA et al., 2022).

A avalia¢do de compostos fenolicos em amostras ¢ essencial para determinar a
qualidade nutricional e funcional de extratos vegetais e produtos derivados, sendo as
técnicas espectrofotométricas, como o método de Folin-Ciocalteu, amplamente
empregadas para estimar o teor total de fendis devido a sua simplicidade e

custo-beneficio (VIANA et al., 2021).
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4. METODOLOGIA

4.1 Fermentacdo solida da casca de mandioca por Aspergillus sp. FSDE16

As cascas de mandioca foram obtidas de feiras livres no municipio de Jodo
Pessoa-PB. Em seguida, foram lavadas, cortadas e secadas em estufa convencional,
em média de 24 a 72h, até secagem completa. Em seguida, foi realizada a moagem e
peneiramento, respectivamente, para obtengdo do residuo em granulometrias de mesh
16, mesh 20, mesh 30, mesh 40 ¢ mesh 50, sendo utilizada a fragdo da mistura do

mesh 20 e 30 para fermentacao sélida (Figura 1).

Figura 1 - Casca de mandioca cortada e encaminhada para secagem em estufa (a) e casca de

mandioca, apds moagem e peneiramento (b).

Fonte: Autoria propria.

O fungo Aspergillus sp. FSDE16, que faz parte da cole¢ao de microrganismos
do Laboratério de Biotecnologia e Bioprocessos (LABIP — CTDR, UFPB), foi
plaqueado em meio PDA (Potato Dextrose Agar) e mantido em estufa a 37°C por 7
dias. Em seguida, foram pesados 100 g de casca de mandioca para cada um dos quatro
erlenmeyers de 1L. A biomassa foi umedecida com agua destilada para apresentar
50% de umidade, conforme a equagdo 1 abaixo:

Equacao 1:



W

Onde:

ma = massa de agua;
mr = massa do residuo;
ud = umidade desejada;
ur = umidade do residuo.

Os meios foram esterilizados em autoclave durante 15 minutos a 121°C
(Figura 2 a). Em seguida, foi realizada a inoculacdo dos esporos na concentragdo de

107 esporos/g, conforme Carvalho-Gongalves 2017 (Figura 2 b).

Figura 2 - Casca de mandioca (a), fermentacdo solida da casca de mandioca pelo fungo

(b) e obtencao do sobrenadante contendo as amilases (c¢).

Fonte: Autoria propria.

Nos tempos de 96h e 168h foi adicionada dgua destilada na proporgao de 1:10
(g/mL) em cada um dos erlenmeyers (Figura 2 c). Apds mistura com espatula para
homogeneizar o meio, ele foi mantido por 1h na bancada, em temperatura ambiente.
Em seguida, a amostra foi filtrada em pano de algodao, seguido por filtragdo em papel
de filtro. O sobrenadante foi mantido a -20 °C até a realizagdo da analise de atividade

de alfa-amilases.



4.2 Atividade de alfa-amilases

A andlise da atividade alfa-amilases foi realizada de acordo com Aleixo Jinior
(2018), com adaptacdes. Em microtubos, adicionou-se 0,25 pL de amido soluvel 1%
(m/v) e 0,25 uL de soluc¢do tampao citrato de soédio pH 4.8. Em seguida, adicionou-se
0,25 pL do sobrenadante, a mistura foi homogeneizada e a reacdo ocorreu por 10
minutos a 50°C. Para o branco da amostra, em um microtubo foram adicionados 0,25
ul. de tampao citrato, 0,25 uL do sobrenadante do extrato enzimatico e 0,5 puL de
solugdo de DNS. O branco do espectrofotdometro foi preparado adicionando 0,5 pL. de
tampao citrato e 0,5 uL de solugdo de DNS em um tubo de ensaio. Todas as analises
foram feitas em triplicata. A concentracdo de acucares redutores foi determinada pelo
método do DNS. Fez-se a leitura a 540 nm usando solucdo de glicose como padrao

(MILLER, 1959). O valor da atividade enzimatica foi calculado através da Equacao 2:

(A-B)XfxdxVxR)
0,18xtxV,

Amilase (U/g) = !

Onde:

A = absorbancia da amostra;

B = absorbancia do branco da amostra;

f = fator de conversao da curva de calibragcdo (mg/mL);

d = dilui¢ao da amostra;

V = volume total do meio de reacdo (mL);

0,18 = fator de conversdo de miligramas para pmol de

glicose; t = tempo de reac¢ao (min);

Ve = volume da enzima no meio de reagdo (mL);

R = razdo volume de solvente por grama de meio cultivado (mL/g).

4.3 Hidrdlise enzimatica do bagaco de malte

Os agucares redutores (AR) foram analisados de acordo com a metodologia
proposta por Miller (1959) e baseados na curva padrao (Figura 3). O pH foi medido
em pHmetro de bancada (PHS-3E, Satra). O °Brix foi analisado em refratdmetro

(Nova).



Figura 3 - Curva padrdo de glicose para analise dos agucares redutores (AR)
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Fonte: autoria propria, 2025.

4.3.1 Bagaco de malte

O bagaco de malte foi cedido pela Vierbrauer Cervejaria Artesanal
(Cabedelo-PB). Em seguida, ele foi cortado e seco em estufa, em média de 24 a 72h,
até secagem completa. Em seguida, foram realizadas a moagem e o peneiramento,
respectivamente, para obten¢do do residuo em granulometrias de mesh 16, mesh 20,
mesh 30, mesh 40 e mesh 50, sendo utilizada a fragdo da mistura do mesh 20 e 30 para

hidrélise enzimatica.

4.3.2 Hidro6lise enzimatica

Para realizagdo da hidrélise enzimatica, foram pesados 7,5 g de bagago de
malte na mesh 40, os quais foram adicionados em erlenmeyers de 125 mL. Em
seguida, adicionou-se o coquetel enzimatico contendo a amilase produzida na
concentragdo de 1,5 U/mL e o tampao citrato (50 mM , pH 4,8) até completar 50 mL
de volume final de reagdo. A hidrdlise ocorreu em shaker, por 96h, a 50 °C e 150 rpm
e foi realizada em duplicata. Os actcares redutores (AR) foram analisados de acordo
com a metodologia proposta por Miller (1959). O pH foi medido em pHmetro de

bancada (PHS-3E, Satra). O °Brix foi analisado em refratometro (Nova).



4.4 Analise da massa do bagago de malte apds a hidrolise

Para avaliar a eficiéncia das amilases na quebra da biomassa, ao final da
hidrolise enzimatica (96 h), as amostras foram submetidas a centrifugagdo a 7.000 rpm
por 10 minutos. O sobrenadante foi reservado para analises posteriores. A biomassa
foi entdo colocada em papéis de filtro, que foram anteriormente pesados sem a
amostra. O papel de filtro com bagago de malte foi encaminhado a estufa para
secagem a 50 °C por 24h. Em seguida, foram realizadas a pesagem e avaliacdo da

massa obtida.

4.5 Avaliacdo de compostos fendlicos nas amostras

Os compostos fenolicos totais foram analisados pelo método colorimétrico de
Folin-Ciocalteau (SLINKARD, K. SINGLETON, V. L. 1977, adaptado). Em tubos de
ensaio foram adicionados 300 pL das amostras na dilui¢do 1:6 (50 uL da amostra com
250 uL de agua destilada). Foram acrescentados 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau
10% e a amostra foi homogeneizada em agitador de tubos. Apds 2 minutos em
temperatura ambiente, foram adicionados 2 mL de carbonato de calcio 7,5 %, com o
qual a amostra foi homogeneizada em agitador de tubos. Em seguida, as amostras
foram aquecidas em banho-maria a 50 °C durante 15 minutos. Apds resfriamento das
amostras em bancada, foi realizada a leitura da absorbancia no espectrofotometro a
760 nm. O branco da amostra correspondeu a 300 uL de agua, seguido da adi¢do do
reagente Folin-Ciocalteau e carbonato de calcio, nas mesmas proporgdes apresentadas

acima.

5. RESULTADOS

Com a realizacdo da fermentagdo solida da casca de mandioca, podemos

observar, de acordo com a Figura 4, que a atividade de alfa-amilase obtida foi de 16,0



U/L em 96h e 23,4 U/L em 168h.

Figura 4 - Atividade de alfa-amilases apo6s fermentagao solida da casca de mandioca

por Aspergillus sp. FSDE16
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Fonte: Autoria propria.

Kalaiarasi e Parvatham (2015) avaliaram a produc¢do de amilases pelo fungo
Aspergillus awamori MTCC 9997 em meio contendo casca de mandioca em pd, com
umidade de 70% e temperatura de 28°C, e obtiveram resultado de atividade
enzimatica de 18,2 U/g em 120h de cultivo. Sethi et al. (2016) ao cultivarem o fungo
Aspergillus terreus NCFT 4269.10 em meio so6lido contendo milheto com umidade
ajustada para 70%, com incubag¢do a 30°C durante 96h e obtiveram atividade de
amilases de 16,8 U/g.

Um estudo realizado por Ren et al (2023) observou que a maxima atividade de
amilases produzidas por Rhizopus oryzae foi de 0.00051 U/g, em meio s6lido com
farelo de trigo com 35% de umidade.

Para avaliar o potencial de hidrélise do coquetel enzimatico contendo amilases,
foi realizada a hidrélise enzimatica do bagago de malte para obtengdo de acucares e
compostos fendlicos (Figura 5). Apods a realizagdo da hidrolise, observamos que os
AR liberados aumentaram de 25,16 AR(g/L) para 35,5 AR(g/L) (Figura 5). O aumento
do AR correspondeu a 40% , em relagdo ao valor inicial.

Em relagdo ao °Brix, observamos um aumento do °Brix de 2,56 (tempo 0) para

3,8 (96h) (Figura 6). O aumento do °Brix correspondeu a 67%. Em relagdo ao pH,
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observamos que o valor inicial era de 4,66 (tempo 0) e reduziu para 3,91 (96h).

Figura 5 - Hidrolise enzimatica do bagaco de malte nos tempos 0 (a) e 96h (b).

Para Artifon e colaboradores (2020), a concentragdo maxima de agucares
redutores totais obtida foi de 5 g/L, apds hidrolise enzimatica com alfa-amilase
purificada (20%) e bagag¢o de malte (0,03 g/L), realizada em banho-termostético por

100 minutos de reagao.

Figura 6 - Hidrolise enzimatica do bagaco de malte e analise dos ARTs e °Brix durante 96h de

reacao.
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Fonte: Autoria propria.



Para avaliar a agdo das enzimas na quebra da biomassa, foi avaliada a massa
do bagago de malte, antes e apos a hidrolise enzimatica. Podemos perceber que a
massa reduziu de 7,5g para 5,37g. A perda de massa indicou o potencial das enzimas
produzidas em promover a quebra do bagaco de malte e a liberagdo de compostos
secundarios, como agucares ¢ fendlicos. A perda de massa correspondeu a

aproximadamente 28% de sua massa original (Figura 7).

Figura 7 - Comparagdo entre a massa do bagaco de malte e os AR nos tempos 0 e apds 96h de

hidrolise enzimatica.
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Fonte: Autoria propria.

De acordo com Junior e colaboradores (2020), o bagaco de malte possui
diversos componentes como tecidos fibrosos, arabinoxilano, lignina e celulose. Em
100g de bagaco de malte bruto a 66% de umidade, ha uma média em base seca de
14,24% de proteinas, 10,84% de fibra bruta, 5,29% de lipidios ¢ 53 mg 100" de
compostos fenolicos. Ao realizar uma simulagdo com Python 3.7, foi demonstrado
que o teor de compostos fendlicos aumentaria para 62 mg 100" , com os seguintes
parametros fixados: pH de 2,5 a 40% de solvente em 1h de extracdo.

No presente estudo, a anélise dos compostos fenodlicos demonstrou a presenga
de 30 pg/mL no tempo 0 e aumentou para 80 pg/mL, apos 96h de hidrélise enzimatica
(Figura 8). Isso demonstrou o potencial das enzimas produzidas neste estudo em

promover o aumento de compostos fendlicos no bagaco de malte.



Wau et al (2022) observaram que a fermentagao do farelo de trigo por Rhizopus
oryzae aumentou o teor de fibra soltvel dietética de 0,83% para 5,69%, melhorou
componentes de sabor agradaveis, como 2-metilbutiraldeido, 2,3-pentanodiona,
n-hexanol e produziu acetato de vinila de forma inédita, além de potencializar a

extracdo de compostos fenolicos antioxidantes.

Figura 8 - Anélise (a) dos compostos fenolicos presentes nas amostras antes e apos a hidrdlise

enzimatica 0 e 96h.
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Fonte: Autoria propria.

O bagago de malte ¢ uma fonte potencialmente valiosa de acidos fendlicos,
pois € composto basicamente por hemicelulose, um composto bioativo que fornece
acidos hidroxicindmicos, como os dacidos ferulico, p-cumarico e caféico. A
importancia dos acidos hidroxicinamicos esta no fato de apresentarem propriedades

antimutagénicas, antiteratogénicas e anti-inflamatorias (VILLANUEVA, et al, 2021).

6. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que a fermentacao solida da casca de mandioca pelo fungo

Aspergillus sp. FSDE16 ¢ uma estratégia eficiente para a producao de amilases com 6tima



atividade para aplicagdo em processos de hidrolise.

Este estudo evidencia que o uso de amilases produzidas por Aspergillus sp. FSDE16 em
substratos lignocelulésicos, como a casca de mandioca, representa uma alternativa promissora
para hidrdlise do bagaco de malte para produgao de agucares e compostos fendlicos, que podem
ser utilizados na industria de alimentos e na producdo de bioativos com propriedades
antioxidantes

Além do aumento do AR ¢ do °Brix, também observamos o aumento da concentragdo de

compostos fendlicos totais, ao final da hidrélise enzimatica.
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