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RESUMO

Considerando as proteinas do arroz (Oryza sativa L.) e seus extratos
hidrolisados como moléculas de interesse comercial com possibilidade de integrar
varios bioprocessos em distintos segmentos industriais, o presente trabalho
objetivou obter produtos com potencial biotecnoldgico a partir do hidrolisado de
vinhaca do alcool de arroz, avaliando o potencial bioestimulante, atuagcdo como
extrato base para meios de cultura de Azospirillum brasilense e Desmodesmus
subispicatus, e também como bioestimulante rico em fitorménios oriundos de prévia
fermentacao do hidrolisado com A. brasilense, além do potencial antioxidante. Para
a obtencao dos hidrolisados, foi desenvolvido, em parceria com a Bio4 Solucbes
Biotecnoldgicas, um processo de imobilizagdo enzimatica inovador e de baixo
custo, utilizando um suporte lignoceluldsico de tecnologia prépria, no qual enzimas
livres e em combinacao foram adsorvidas no material e aprisionadas com quitosana
1%. Este processo de imobilizagdo garantiu eficacia na manutencao da atividade
enzimatica entre 53-78%. Apos processo de imobilizagao de proteases, a vinhaga
de arroz foi submetida a processos de digestao enzimatica, seguido por associagao
ou fermentagdo com A. brasilense, gerando os bioprodutos HV (hidrolisado de
vinhaga de arroz) HVF (hidrolisado de vinhaca de arroz fermentado com A.
brasilense), e HVI (hidrolisado de vinhaga de arroz em associagdo com A.
brasilense). Resultados dos bioensaios com sementes de milho (Zea mays L.)
mostraram que HV (2,5% v/v) obteve resultados superiores aos obtidos para o
controle positivo, quanto ao comprimento, volume e didmetro das raizes.
Resultados dos bioensaios com plantas de alface (Lactuca sativa) mostraram
ganho expressivos em area foliar, peso seco e enraizamento com aplicagéo de HVI
(1e2,5%viv), HVF (1:4 e 1:8) e HV (5% V/v), respectivamente. Avaliagdo dos meios
de cultura formulados para o cultivo de A. brasilense, mostraram que meio contendo
HV (20% vl/v; lac-50 mM) obteve resultados significativamente melhores que o
controle positivo. Quantificacéo de fitormonios por HPLC-MS demonstraram que a
utilizacdo dos meios HV10 (B|C) e HV40 (B|C) estimularam a produgéo de acido
indolacético, zeatina e zeatina ribosideo pelo micro-organismo. Formulagdo de
meio de cultura para cultivo da microalga D. subspicatus mostraram que meio
contendo HV (20% v/v) estimulou a producdo de biomassa microalgal, obtendo
resultados superiores aos apresentados com o meio sintético CHU. Avaliagao da
inibicao dos radicais livres, pelo método de DPPH, mostraram que os hidrolisados
de vinhacga obtidos com as enzimas HP e 7089 apresentam potencial antioxidante
superior ao controle positivo BHT. Testes de deteccédo da presencga de quebras de
fita unica (SSB) de DNA (teste do cometa) mostraram que os hidrolisados de
vinhaga obtidos com a enzima P100000, gerou resultado acima do controle neutro,
demonstrando assim capacidade de neutralizacdo de radicais livres. Todos os
resultados em conjunto 112

Palavras-chave: Vinhaca de arroz. Imobilizacdo enzimatica. Hidrolisado proteico.
Atividade bioestimulante. A. brasilense. Potencial antioxidante.



ABSTRACT

Considering rice (Oryza sativa L.) proteins and their hydrolyzed extracts as
molecules of commercial interest with the possibility of integrating various
bioprocesses in different industrial segments, the present work aimed to obtain
products with biotechnological potential from the hydrolysate of rice alcohol vinasse,
evaluating the biostimulant potential, its role as a base extract for culture media of
Azospirillum brasilense and Desmodesmus subispicatus, as well as a biostimulant
rich in phytohormones derived from previous fermentation of the hydrolysate with A.
brasilense, in addition to its antioxidant potential. To obtain the hydrolysates, an
innovative and low-cost enzymatic immobilization process was developed in
partnership with Bio4 Solugdes Biotecnoldgicas, using a proprietary lignocellulosic
support, in which free and combined enzymes were adsorbed on the material and
entrapped with 1% chitosan. This immobilization process ensured effectiveness in
maintaining enzymatic activity between 53—-78%. After protease immobilization, rice
vinasse was subjected to enzymatic digestion processes, followed by association or
fermentation with A. brasilense, generating the bioproducts HV (rice vinasse
hydrolysate), HVF (rice vinasse hydrolysate fermented with A. brasilense), and HVI
(rice vinasse hydrolysate associated with A. brasilense). Results from bioassays with
maize (Zea mays L.) seeds showed that HV (2.5% v/v) obtained superior results
compared to the positive control, regarding root length, volume, and diameter.
Bioassays with lettuce (Lactuca sativa) plants showed significant gains in leaf area,
dry weight, and rooting with the application of HVI (1 and 2.5% v/v), HVF (1:4 and
1:8), and HV (5% v/v), respectively. Evaluation of culture media formulated for the
cultivation of A. brasilense showed that medium containing HV (20% v/v; lac-50 mM)
obtained significantly better results than the positive control. Quantification of
phytohormones by HPLC-MS demonstrated that the use of HV10 (B|C) and HV40
(B|C) media stimulated the production of indoleacetic acid, zeatin, and zeatin riboside
by the microorganism. Formulation of culture medium for the cultivation of the
microalga D. subspicatus showed that medium containing HV (20% v/v) stimulated
the production of microalgal biomass, obtaining superior results compared to the
synthetic CHU medium. Evaluation of free radical inhibition by the DPPH method
showed that vinasse hydrolysates obtained with HP and 7089 enzymes have
antioxidant potential superior to the positive control BHT. Tests detecting the
presence of single-strand DNA breaks (SSB) (comet assay) showed that vinasse
hydrolysates obtained with the P100000 enzyme generated results above the neutral
control, thus demonstrating the ability to neutralize free radicals. All results together
demonstrate the biotechnological application potential of rice vinasse hydrolysates,
being a promising source for the production of biostimulant products, antioxidants,
and as culture medium.

Keywords: Rice vinasse; Enzymatic immobilization; Protein hydrolysate; Biostimulant
activity; Azospirillum brasilense; Antioxidant potential.
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1 INTRODUGAO

O Brasil se destaca como o maior produtor de arroz fora do continente asiatico,
ocupando a nona colocagdao mundial. Segundo acompanhamento de safras do
Levantamento Sistematico Agricola (LSPA), do Instituto Brasileiro de Geografia
Estatistica (IBGE), na safra 2017/2018, a producéo total de arroz foi 12,3 milhdes de
toneladas, colhidas em 2,1 milhdes de hectares (CONAB, 2018). O arroz branco, apos
passar por inumeros processos, tanto de preparo do gréo, quanto de logistica, se torna
o principal componente da alimentagao de milhdes de brasileiros (EMBRAPA, 2004).

No processo de beneficiamento do arroz, o farelo de arroz se destaca como
importante subproduto agroindustrial rico em nutrientes, o qual vem sendo
subaproveitado no montante de mais de um milhdo de toneladas/ano (IRGA, 2008,
CHAUD; ARRUDA; DE ALMEIDA FELIPE, 2009). Sua obtencédo se da na etapa de
brunicdo, uma das etapas do processo de beneficiamento do arroz, onde o arroz ja
descascado é raspado por maquinario com pedras abrasivas que retiram o farelo
(composto pelo germe e pelicula do grao), gerando o arroz polido (CHAUD; ARRUDA,;
DE ALMEIDA FELIPE, 2009).

As aplicagdes do farelo de arroz sao diversas, incluindo usos na industria
farmacéutica de ponta com peptideos bioativos na area dos cosméticos, na area da
saude por meio de moléculas antioxidantes, composi¢ao nutricional de meios de
cultura, produgdo de Oleo, produgcdo de insumos para alimentagcdo animal,
suplementos para humanos e producao de fertilizantes. Além disso, pode ser incluido
como substrato na cadeia produtiva do alcool de cereal, passando por processo de
cozimento e hidrélise enzimatica do amido nele contido, formando um mosto
fermentescivel rico em glucose pode ser metabolizado por leveduras sucroalcooleiras,
gerando assim um tipo de alcool mais valorizado para determinados fins comerciais.

Durante o processo de destilacdo deste alcool forma-se a vinhaca de arroz
(parte ndo volatil retida pos destilagédo). A riqueza de nutrientes da vinhaga de arroz,
consiste principalmente em fontes de vitaminas, minerais e proteinas. Seu
aproveitamento biotecnolégico abre perspectivas econdbmicas de maior valor
agregado para sua utilizagdo em diferentes segmentos industriais. Embora a literatura

nao contemple com abundancia as aplicagbdes da vinhaga de arroz, as



proteinas presentes no farelo, em sua grande parte, sdo preservadas
durante o processo de fabricagdo do alcool, ja que o processo fermentativo

consumira os agucares livres provenientes do amido

Por essa razao torna-se relevante o desenvolvimento de um bioprocesso
que agrega valor a esse subproduto, envolvendo despolimerizagédo parcial das
proteinas presentes na vinhaca do arroz, por meio de proteases, para obtencao
de bioprodutos ricos em peptideos e aminoacidos, biomoléculas comercialmente
atrativas. Adicionalmente, a pesquisa por novas moléculas bioativas produzidas
a partir de vinhaga de arroz permite o conhecimento de novas fontes com
potencial biolégico provenientes de um subproduto de baixo custo e alta

disponibilidade no Brasil.

Tendo em vista que a agregacao de valor para subprodutos da industria
€ uma pratica em constante crescimento e desenvolvimento, a utilizagdo da
vinhaga de arroz produzida no sul do pais como matéria prima na elaboragao de
bioprodutos de valor agregado é estratégia viavel para enriquecer a cadeia

produtiva de arroz no pais.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Obter produtos com potencial biotecnolégico (fertilizantes, meio de cultura e

fertilizantes) a partir do hidrolisado de vinhaga do arroz (Oryza ativa L.).

1.1.2 Objetivos especificos

Caracterizar a vinhaga de arroz;

Submeter vinhaga de arroz a tratamento proteolitico;
Caracterizar os produtos da hidrélise enzimatica;
Otimizar o processo de hidrélise enzimatica;

Avaliar a celulose como suporte de imobilizagdo enzimatica;

N R

Imobilizar complexos enzimaticos para geragdo de Aminoacidos;
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- Avaliar o potencial dos hidrolisados da vinhaga como biofertilizante

organomineral,

— Avaliar o potencial do hidrolisado da vinhaga como meio de cultura para
bactérias;

- Avaliar o potencial do hidrolisado da vinhaga como meio de cultura para
microalgas;

- Determinar atividade antioxidante dos hidrolisados.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 VINHACA DE ARROZ

Bioetanol produzido a partir de biomassas de cereais sao considerados
combustiveis atrativos por reduzir a dependéncia do petréleo e diminuir as emissdes
de diéxido de carbono (GNANSOUNOU; DAURIAT, 2011; HAMELINCK; VAN
HOOIJDONK; FAAIJ, 2005). A superprodugcédo de cereais, melhoramento da
tecnologia avangada na produgcao de sementes, aprimoramento de técnicas de cultivo,
semeadura, colheita e armazenamento, permitiram o uso dos cereais como fonte de
energia alternativa, explorando o potencial energético do amido presente nos graos
(GAWANDE; PATIL, 2014).

Um dos principais custos na producgéo de bioetanol e outras bio-commodities
€ o substrato utilizado na fermentacao. Por essa razao, faz-se necessario a utilizagcao
de culturas energéticas de baixo custo, residuos de alimentos, residuos processados
da industria alimenticia, ou entdo residuos agricolas e florestais (FAVARO; CAGNIN;
BASAGLIA; PIZZOCCHERO et al., 2017).

O Brasil situa-se em 9° lugar dentre os paises que produzem arroz no mundo,
com uma produgdo correspondente a 1,5% da mundial (SILVA; WANDER,;
FERREIRA, 2021). Anualmente, milhdes de toneladas de subprodutos derivados do
processo e beneficiamento do arroz sdo desperdigados, incluindo casca, farelo e
graos quebrados, imaturos ou descolorados (ABBAS; ANSUMALLI, 2010). Segundo a
FAO (Organizacao das Nagdes Unidas para Alimentagdo e Agricultura) o mercado
mundial de arroz totalizou cerca de 745 milhdes de toneladas em 2014, gerando cerca
de 50 milhdes de toneladas de farelo de arroz, 45 milhdes de toneladas de gréos
quebrados, 30 milhdes de toneladas de graos imaturos e 7 milhdes de toneladas de
graos descoloridos (FAO, 2020).
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A fim de diminuir a perda dessas fragdes que ndo chegam a mesa do
consumidor, esses graos quebrados ou defeituosos do arroz passaram a ser utilizados
na industria alcooleira para producao de bioetanol, no entanto, um novo residuo ou
subproduto foi gerado, denominado vinhaga do alcool de arroz (FIGURA 1). A
producao de etanol a partir de outras fontes ricas em carboidratos simples (beterraba,
cana-de-agucar, melado etc.), oligopolissacarideos (milho, trigo, arroz, mandioca etc.)
e/ou material celuldsico (bagacgo de cana, colheita e residuos de madeira) produzem
também um volume consideravel de vinhaca. Em média, 10 a 15 litros de vinhaga sao
gerados por litro de etanol produzido, dependendo do equipamento da destilaria
(CORTEZ; MAGALHAES; HAPPI, 1992).

FIGURA 1 — PROCESSO DE OBTENGAO DA VINHAGA DE ARROZ NA CADEIA DO ALCOOL DE
CEREAL

Arroz Cozido
(Gelatinizacio
do Amido)

Mosto
Enriquecido de
Glicose

Farelo
Arroz

Mosto
Inoculado

Cozimento Adicdo de Inbculo n
(prox 30 Enzimas (Saccharomyces Fermentacao:
mim) (Amilases) cerevisiag) Convers3o dos
_ aclcares
fermentesciveis
em Etanol

Destilacdo

Alcool de
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Vinhaca do
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FONTE: O AUTOR
A vinhaga é um residuo rico em nutrientes (DOS SANTOS; DA SILVA; DA
LUZ COSTA; SCHEIDT et al, 2013). Sua composicdo e caracteristicas sao

dependentes das matérias-primas utilizadas no processo de produgao do alcool. De

Mosto
Fermentado
(Contém
Etanol)

modo geral, a vinhaga caracteriza-se por ser uma pasta de baixo pH (entre 3,5-5,0),
de coloragdo marrom escura, odor forte, e alto conteudo orgénico (ESPANA-
GAMBOA; MIJANGOS-CORTES; BARAHONA-PEREZ; DOMINGUEZ-MALDONADO
et al.,, 2011). Os agucares sdo consumidos em sua grande parte durante o processo
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de fermentacdo do mosto, no entanto, muitas outras moléculas, constituintes da
matéria-prima, permanecem presentes enriquecendo a vinhaga resultante. O arroz
branco possui em média 8% de teor de proteinas (SHIH; DAIGLE, 2000).

Ao final do processo de producédo do alcool de arroz, a vinhaga de arroz
resultante possuira uma maior concentragdo de matéria orgénica do que a vinhaca
convencional de cana-de-acucar (pobre em proteinas). Proteinas do arroz (presentes
também na vinhaga do alcool de arroz) séo reconhecidas como altamente nutritivas,
nao alergénicas e sao particularmente saudaveis para o consumo humano (MORITA,;
KIRIYAMA, 1993).

No Brasil a utilizagdo da vinhaga em solo agricola por meio da fertirrigagéao é
uma pratica comum. Este uso € uma maneira barata de descartar tais subprodutos,
no entanto, a utilizacdo na forma bruta pode comprometer a qualidade do solo ou
levar a salinizagao dos lencéis freaticos (DOS SANTOS; DA SILVA; DA LUZ COSTA;
SCHEIDT et al., 2013; HASSUDA, 1989). Se tratada adequadamente, pode-se reduzir
0os niveis de matéria organica da vinhaga, adequar o pH, incluir moléculas de
interesses agricolas, como aminoacidos e fitorménios, podendo assim facilmente ser
utilizada como biofertilizante, atuando como alternativa aos fertilizantes quimicos

largamente utilizados na agricultura atual (PINTO, 1999).

2.2 BIOESTIMULANTES VEGETAIS

Em face da crescente populacdo mundial, aumento da escassez de recursos
e os desafios da mitigagdo das mudancas climaticas, ha uma crescente necessidade
de adaptacao na agricultura e nos sistemas agricolas em dire¢ao a praticas que levam
a “Intensificagdo Sustentavel” (TOWNSEND; RAMSDEN; WILSON, 2016; WILSON,
2014). Além disso, prevé-se que a mudancga climatica levando a pressdes abibticas,
como o0 aumento das secas e outros estresses correlacionados a temperatura mais
alta, aumentem em sua severidade e frequéncia (MYERS, 2017; ROSENZWEIG;
ELLIOTT; DERYNG; RUANE et al, 2014), comprometendo seriamente a
produtividade das culturas (COLEMAN-DERR; TRINGE, 2014). De fato, o estresse
abidtico pode reduzir o rendimento das colheitas em mais de 60% para as principais
culturas (BRAY; BAILEY-SERRES; WERETILNYK; GROVER; KAPOOR; LAKSHMI;
AGARWAL et al., 2001; SINGHAL; JAN; AZAM; HAQ, 2016; TREVISAN; MANOLI;
QUAGGIOTTI, 2019).
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Na ultima década, o interesse em bioestimulantes de plantas (PBs) tem
crescido, impulsionado pelo crescente interesse dos pesquisadores, industria privada
e agricultores na integracao destes produtos na matriz de ferramentas ecologicamente
corretas que garantem melhor safra, produtividade e estabilidade de rendimento sob
estresses ambientais (COLLA; CARDARELLI; BONINI; ROUPHAEL, 2017; ERTANI;
SCHIAVON; MUSCOLO; NARDI, 2013; HALPERN; BAR-TAL; OFEK; MINZ et al.,
2015; PAUL; SORRENTINO; LUCINI; ROUPHAEL et al., 2019; ROUPHAEL;
CARDARELLI; BONINI; COLLA, 2017; ROUPHAEL; SPICHAL; PANZAROVA; CASA
et al., 2018; YAKHIN; LUBYANOV; YAKHIN; BROWN, 2017).

Baseado no novo regulamento da Uniao Europeia, os PBs sao definidos como
"produtos que estimulam os processos fisioldgicos das plantas independentemente do
seu teor de nutrientes, melhorando uma ou mais das seguintes caracteristicas da
planta, de sua rizosfera ou filosfera: eficiéncia do uso de nutrientes, tolerancia ao
estresse abidtico, qualidade da cultura, disponibilidade de nutrientes confinados no
solo e rizosfera, humificagdo e degradagdo de compostos orgénicos no solo”
(Comissao, 2016; PAUL; SORRENTINO; LUCINI; ROUPHAEL et al., 2019). No Brasil,
o Ministério da Agricultura (MAPA) define, pelo Decreto n. 4954 de 2004, biofertilizante
como “produto que contém principio ativo ou agente organico, isento de substancias
agrotoxicas, capaz de atuar, direta ou indiretamente, sobre o todo ou parte das plantas
cultivadas, elevando a sua produtividade, sem ter em conta o seu valor hormonal ou
estimulante”.

Os hidrolisados de proteinas (PHs), uma importante categoria de PBs, sao
principalmente produzidos por hidrélise quimica (com acidos fortes ou alcalis) e/ou
hidrolise enzimatica de proteinas contidas em biomassas vegetais ou subprodutos
agroindustriais de origem animal ou vegetal (COLLA; NARDI; CARDARELLI; ERTANI
et al., 2015). Os PHs enzimaticamente produzidos a partir de biomassa vegetal foram
introduzidos recentemente e representam menos de 10% do total do mercado de PHs
que atualmente € dominado pelos produtos derivados da hidrolise quimica de
proteinas animais (COLLA; NARDI; CARDARELLI; ERTANI et al., 2015). Do ponto de
vista ambiental e econdbmico, PHs obtidos a partir de subprodutos agroindustriais
representam uma solugdo sustentavel para o problema do desperdicio de sua
produgao, gerando produtos com maior valor agregado e minimizando os impactos
ambientais decorrentes do descarte inadequado de biomassas residuais (BAGLIERI;
CADILI; MONTERUMICI; GENNARI et al., 2014; KASPARKOVA; KOLOMAZNIK;
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BURKETOVA; SASEK et al., 2009; PECHA; FURST; KOLOMAZNIK; FRIEBROVA et
al., 2012).

Cabe destacar que além de aminoacidos e peptideos, os PHs contém outros
compostos que podem contribuir para a acdo bioestimulante e desempenham um
papel importante no metabolismo energético e defesas contra estresse oxidativo.
Estes compostos incluem lipideos, carboidratos, fendlicos, elementos minerais,
fitohormdnios e outros compostos organicos como poliaminas (COLLA; NARDI;
CARDARELLI; ERTANI et al., 2015).

Bioestimulantes a base de PHs podem ser aplicados a qualquer variedade de
vegetais através de aplicacao foliar ou encharcamento de solo/substrato em qualquer
tipo de cultura vegetal. Aminoacidos e peptideos, presentes nos PHs, sdo absorvidos
pelas raizes e folhas em processos fisiologicos de transporte de nutrientes diferentes,
considerando-se o tempo e a forma do deslocamento dos nutrientes (NACHTIGALL;
NAVA, 2010). Os bioestimulantes pulverizados de maneira foliar atingem as células
do mesofilo por absorcao através da cuticula, células epidérmicas e estdmatos
(FERNANDEZ; EICHERT, 2009), enquanto na aplicagdo via encharcamento do solo,
a absorc¢ao ocorre por meio das ceélulas epidérmicas da raiz e é redistribuida através
do xilema (PAUL; SORRENTINO; LUCINI; ROUPHAEL et al., 2019; SUBBARAO;
AFTAB HUSSAIN; GANESH, 2015).

E necessario pontuar que a disponibilidade de aminoacidos e peptideos para
as raizes podem ser fortemente reduzida pela atividade microbiana do solo (WILSON,
2014). Um estudo conduzido por Moe (2013) mostrou que a microbiota do solo
consumiu todo o conteudo de aminoacidos disponiveis em apenas 12 h, reduzindo
assim a absorgao de aminoacidos e peptideos pelas raizes. O uso de aminoacidos
marcados com isotopos de 13C e15N em trigo e tomate mostraram que as raizes
absorvem apenas 6-25% dos aminoacidos aplicados externamente, enquanto a
aplicagéao foliar garantiu internalizada nos tecidos da planta de 48-52% da carga de
aminoacidos aplicada (MOE, 2013; UMEMIYA; FURUYA, 2001).

Colla et al. (2017) e Lucini et al. (2020) resumiram 0s principais mecanismos
fisiolégicos e moleculares envolvidos na acédo bioestimulante de PHs. Direta e
indiretamente os mecanismos incluem: 1. estimulacdo do metabolismo C e N por meio
de enzimas-chave, 2. aumento das defesas antioxidante, 3. acionamento de

atividades semelhantes a horménios e, 4. modulagcdo do aparelho do sistema
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radicular, aumentando assim a absorgao/assimilagdo de nutrientes e,
consequentemente, aumentando a produtividade da cultura.

Diversos estudos tém mostrado a melhora do desempenho de culturas
horticolas em decorréncia da utilizacdo de PHs, sendo observado aumento de
brotamentos, biomassa de raizes e produtividade (CARILLO; COLLA; FUSCO;
DELL’AVERSANA et al., 2019; CARUSO; TRAU; MOHWALD; RENNEBERG, 2000;
ERTANI; NARDI; FRANCIOSO; SANCHEZ-CORTES et al., 2019; LUCINI; MIRAS-
MORENO; ROUPHAEL; CARDARELLI et al., 2020; ROUPHAEL; COLLA;
GIORDANO; EL-NAKHEL et al., 2017).

PHs s&o aplicados no tratamentos de sementes, especialmente para culturas
de campo, como trigo, milho e soja (ROUPHAEL; SPICHAL; PANZAROVA; CASA et
al., 2018). A aplicagao de PHs estimula a absorgao de macro e micronutrientes e ajuda
no rapido crescimento das plantas e no acumulo de biomassa, interferindo nas
atividades metabdlicas de carbono e nitrogénio (COLLA; CARDARELLI; BONINI;
ROUPHAEL, 2017; ERTANI; CAVANI; PIZZEGHELLO; BRANDELLERO et al., 2009;
PAUL; SORRENTINO; LUCINI; ROUPHAEL et al., 2019). Portanto, melhorar as
caracteristicas metabdlicas e fisioldgicas por meio de tratamentos com PHs fornece
novas estratégias para maximizar a produgdo de biomassas (DUDITS; TOROK;
CSERI; PAUL et al., 2016).

Os PHs também podem interferir na producao de fitohormonios de plantas,
influenciando assim cadeias metabdlicas devido a presenca de peptideos especificos
e precursores de fitohormonios, como é o caso do triptofano (COLLA; ROUPHAEL;
CANAGUIER; SVECOVA et al., 2014). Diversos trabalhos cientificos relatam que a
aplicagdo de hidrolisados proteicos derivados de plantas provocaram atividades
semelhantes as auxinas e giberelinas (FIGURA 2), promovendo melhora do
crescimento, enraizamento e ganho de peso seco de diferentes culturas (CARILLO;
COLLA; FUSCO; DELL’'AVERSANA et al., 2019; ERTANI; NARDI; FRANCIOSO;
SANCHEZ-CORTES et al, 2019; LUCINI; MIRAS-MORENO; ROUPHAEL;
CARDARELLI et al., 2020). Além disso, varios peptideos bioativos, exdgenos, foram
identificados com atividades semelhantes a hormdnios e estimulantes, participando
de inumeras rotas metabdlicas essenciais para as plantas (ITO; NAKANOMYO;
MOTOSE; IWAMOTO et al., 2006; KONDO; SAWA; KINOSHITA; MIZUNO et al.,
2006).
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FIGURA 2 — PRINCIPAIS EFEITOS DOS HORMONIOS VEGETAIS NAS PLANTAS
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Diferentes estudos mostram que a aplicagdo de PHs eleva a resisténcia de
cultivares, no que diz respeito a estresse térmico, hidrico, salino, de alcalinidade ou
deficiéncia de nutrientes (CASADESUS; PEREZ-LLORCA; MUNNE-BOSCH; POLO,
2020; ERTANI; NARDI; FRANCIOSO; SANCHEZ-CORTES et al., 2019; LUCINI;
ROUPHAEL; CARDARELLI; BONINI et al., 2018; LUCINI; ROUPHAEL;
CARDARELLI; CANAGUIER et al., 2015; VISCONTI; DE PAZ; BONET; JORDA et al.,
2015; ZHU; ZHOU; QIAN, 2006). Os beneficios maximos dos PHs podem ser obtidos
em diferentes niveis de dosagens e sao dependentes da espécie do cultivar,
condigdes ambientais, tempo e modo de aplicagao (raiz ou foliar), e permeabilidade
foliar ao bioestimulante (ERTANI; PIZZEGHELLO; FRANCIOSO; SAMBO et al., 2014;
KAUFFMAN; KNEIVEL; WATSCHKE, 2007; KUNICKI; GRABOWSKA; SEKARA,;
WOJCIECHOWSKA, 2010). Uma vez que os bioestimulantes geralmente sao

foliarmente aplicados é crucial que eles sejam compostos por moléculas de baixo peso
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molecular, para que a absorgdo na parte aérea da planta seja eficiente (PECHA,;
FURST; KOLOMAZNIK; FRIEBROVA et al., 2012).

Nos ultimos anos, os PHs derivados de plantas produzidos por hidrodlise
enzimatica tém recebido maior atengdo de agricultores devido ao seu alto valor
agrondmico e a falta de limitagdo de sua aplicagdo em lavouras organicamente
produzidas (COLLA; ROUPHAEL; CANAGUIER; SVECOVA et al., 2014; NARDI;
PIZZEGHELLO; SCHIAVON; ERTANI, 2016). Vale lembrar que por razdes de
seguranga alimentar, a Unido Europeia proibiu, por meio do regulamento 354/2014, a
aplicagao de produtos derivados de origem animal em partes comestiveis de cultivos
organicos (COLLA; ROUPHAEL; CANAGUIER; SVECOVA et al., 2014).

2.3 UTILIZACAO DE RIZOBACTERIAS E SINTESE DE HORMONIOS VEGETAIS

O termo rizobactérias, introduzido por Kloepper (1978), refere-se a colbnias
bacterianas benéficas que quando cultivadas em associacdo com as plantas
hospedeiras, podem estimular o crescimento do hospedeiro (BHATTACHARYYA;
JHA, 2012). O atual conceito de Rizobactérias Promotoras de Crescimento de Plantas
(PGPR) determina que as cepas bacterianas devem cumprir pelo menos dois de trés
critérios, sendo eles: colonizagdo massiva, estimulagéo do crescimento das plantas e
controle de estresse fisico (BHATTACHARYYA; JHA, 2012; VESSEY, 2003;
WELLER; RAAIUMAKERS; GARDENER; THOMASHOW, 2002). Além disso, as
PGPB também exercem um papel no controle de fitopatégenos. Consequentemente,
em razao destas caracteristicas, as PGPB sao promissores biofertilizantes. Elas
podem ser classificadas de acordo com o tipo de interagcdo com as plantas:
simbidticas, que vivem dentro das plantas e trocam metabdlitos com elas diretamente,
e rizobactérias de vida livre, que vivem fora das células das plantas. A maioria das
bactérias simbidticas permanecem no espaco intercelular da planta hospedeira, mas
algumas bactérias sdo capazes de formar interagdes mutualisticas e penetrar nas
células das plantas (COTTA; VEJAN; ABDULLAH; KHADIRAN; ISMAIL et al., 2016).

PGPB podem ser classificados em direto ou indireto, de acordo com a forma
de como auxiliam o fito-crescimento. Os mecanismos indiretos sdo compostos por
acdes de biocontrole, que abragem a redugdo no impacto de doencgas, agao
antibiotica, indugao do sistema de resisténcia e a competicdo por nutrientes. Por outro

lado, os mecanismos diretos estao relacionados a facilitacdo na aquisi¢gao de recursos
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e modulacao dos niveis hormonais da planta, o que inclui estimulacédo do crescimento
da raiz, controle do estresse, biofertilizagdo, rizoremediacdo. (COTTA, 2019;GRAY;
SMITH, 2005; VURUKONDA; GIOVANARDI; STEFANI, 2018). As abordagens das
PGPB para a promoc¢ao do crescimento de plantas incluem: produgao de fitormdnios
, aumento na captacdo de nutrientes, tolerancia ao estresse abidtico, producéo de
compostos organicos volateis e produ¢ado de enzimas de protecéo, disponibilizagao
de sideréforos (COTTA; VEJAN; ABDULLAH; KHADIRAN; ISMAIL et al., 2016).

Mecanismos de promogéao do crescimento estdo esquematizados na figura 2.1.
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Figura 2.1: Mecanismos de agdo possiveis de PGPB para a interacdo benéfica do crescimento vegetal.
Eles incluem: producao de fitormonios, producado de substancias que alteram as concentragbes de
fitormonios, fixagcdo de nitrogénio, solubilizacdo de fosfatos, producdo de sideréforos, producao de
compostos organicos volateis (VOC) ou enzimas para a defesa contra patdgenos e ligacdo a metais
pesados. Fonte: (COTTA, 2019).
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Entre as relagdes planta-bactéria bem sucedidas o Azospirillum é considerado
0 género rizobacteriano mais importante para a melhoria do crescimento das plantas
ou da produtividade das culturas (BASHAN; HOLGUIN; DE-BASHAN, 2004; PERRIG;
BOIERO; MASCIARELLI; PENNA et al., 2007). O sucesso dessa PGPR esta em como
ela se estabelece no ecossistema do solo devido a sua alta adaptabilidade em uma
ampla variedade de ambientes, maior taxa de crescimento e versatilidade bioquimica
para metabolizar uma ampla gama de compostos naturais e xenobid6ticos (COOK,
2000; NARASIMHAN; BASHEER; BAJIC; SWARUP, 2003).

Entre as espécies de microrganismos que realizam a fixagcao de nitrogénio nas
raizes das gramineas, a bactéria Azospirillum brasilense (AZO) é a mais estudada
para inoculagéo de gramineas no campo (FERREIRA, 2014; HUNGRIA; NOGUEIRA;
ARAUJO, 2016) e esta sendo recomendada por muitos pesquisadores no Brasil (DE
QUADROS; ROESCH; DA SILVA; VIEIRA et al., 2015; HUNGRIA, 2011; MATOS
ARAUJO; FERREIRA DE ARAUJO; PINHEIRO LEAL NUNES; DO VALE BARRETO
FIGUEIREDO, 2014). Esses microrganismos possuem vida livre, com alta
competitividade no periodo de colonizagdo, usando aménia, nitrato, nitrito,
aminoacidos e nitrogénio molecular como fonte nitrogénio (OLIVEIRA; LIMA;
ALVAREZ; BALDANI et al., 2019).

Os beneficios da presenga do AZO no crescimento da planta tém sido
atribuido a uma variedade de mecanismos unicos ou combinados que agem de forma
cumulativa ou em cascata (BASHAN; DE-BASHAN, 2010), incluindo: absorcao
aprimorada de nutrientes e agua (ARDAKANI; MAZAHERI; MAFAKHERI;
MOGHADDAM, 2011); fixacao biolégica de nitrogénio (MARQUES; DE OLIVEIRA;
NICOLOSO; JACQUES et al.,, 2017); solubilizacao de fosfato solubilizagao
(RODRIGUEZ; GONZALEZ; GOIRE; BASHAN, 2004); producdo e secregao de
fitormdnios e outras moléculas de sinalizacdo (SPAEPEN; VANDERLEYDEN, 2015)
e 4cido salicilico (FUKAMI; OLLERO; MEGIAS; HUNGRIA, 2017; SAHOO; ANSARI;
PRADHAN; DANGAR et al., 2014).

A inoculacao de raizes com concentragdes 6timas de Azospirillum aumenta a
proliferacado de raizes, principalmente com relacdo ao aumento da formacgao de “pelos”
radiculares e raizes laterais (KAPULNIK; OKON; HENIS, 1985). A produgédo de
substancias de crescimento vegetal pelo Azospirillum tem sido frequentemente
proposta como um dos principais fatores responsaveis pela promogao do crescimento

de plantas. Substancias promotoras do crescimento de plantas podem ser detectadas
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no sobrenadante de culturas de Azospirillum, tais como: auxinas (CROZIER;
ARRUDA; JASMIM; MONTEIRO et al., 1988; REYNDERS; VLASSAK, 1979),
citocininas (CACCIARI; LIPPI; PIETROSANTI; PIETROSANTI, 1989; HOREMANS;
KONINCK; NEURAY; HERMANS et al., 1986) e giberelinas (BOTTINI; FULCHIERI;
PEARCE; PHARIS, 1989), com produgao de auxinas sendo quantitativamente mais
importante.

No entanto, embora as contribuicoes desta PGPGR paregcam notaveis, sua
aparente falta de especificidade na promocao do crescimento de praticamente todos
0S géneros e especies de plantas investigados até agora constituem uma questao a
ser investigada para o aperfeicoamento das fungcbes de interesse,(PEREG; DE-
BASHAN; BASHAN, 2016), também ha indicacbes de que espécies e cepas podem
variar por determinantes de adaptacao especificas de nicho para a rizosfera, que afeta
as interacdes planta-microorganismo (FUKAMI; OLLERO; MEGIAS; HUNGRIA, 2017;
WISNIEWSKI-DYE; LOZANO; ACOSTA-CRUZ; BORLAND et al., 2012).

Alguns produtos comerciais que contém inoculante de PGPGR em suas
formulagbes sdo amplamente usados na pela agroindustria, como o Azzofix® e
AzoTotal® (MILLEO; CRISTOFOLI, 2016). Ndo sdo amplamente encontrados no

mercado produtos contendo fitormonios pré-fermentados por PGPGR.

2.4 ACAO ANTIOXIDANTE DE MOLECULAS PRESENTES NO ARROZ

O estresse oxidativo esta associado com a relagao entre oxidantes produzidos
(ou presentes no meio) e o0 mecanismo de defesa antioxidante, isto €, quando esta
relacdo se encontra em desequilibrio, favorecendo a transferéncia de elétrons pelos
agentes oxidantes. Existem oxidantes enddgenos e exdgenos, onde dois grupos de
oxidantes sdo conhecidos, as chamadas espécies reativas de oxigénio (ROS) e
espécies reativas de nitrogénio (RNS). No entanto, as espécies reativas de cloro,
bromo e sulfeto também sao conhecidas como potenciais oxidantes. A maioria dos
oxidantes sdo quimicos instaveis e de vida curta, ja que estes apresentam tendéncia
de doar elétrons, alterando assim sua estrutura para uma forma mais estavel
(ESFANDI; WALTERS; TSOPMO, 2019).

Substancias antioxidantes reagem com radicais livres transformando-os em

espécies estaveis ndo reativas. No nosso organismo, a producédo de radicais livres
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pode ser controlada por substancias antioxidantes adquiridas através da alimentacao,
tais como, tocoferois (Vitamina E), acido ascérbico (vitamina C), flavonoides e outros,
além de também poder ser controlada por enzimas antioxidantes (CERQUEIRA;
MEDEIROS; AUGUSTO, 2007). Outras moléculas, como peptideos e carboidratos,
sao também comumente relatadas com potencial de aplicagdo na industria, pelo seu
papel bioativo antioxidante (PARRADO; MIRAMONTES; JOVER; GUTIERREZ et al.,
2006; SURIN; YOU; SEESURIYACHAN; MUANGRAT et al., 2020).

ROS e RNS incluem radicais livres, pode-se citar como exemplos: peréxido
de hidrogénio (H202), diéxido de nitrogénio (NOz2), anion superoxido (O2), hidroxila
(OH), 6xido nitrico (NO), e perdxidos associados a radicais organicos (ROO"), também
espécies nao-radicais como ('02), 0zénio (O3), acido hipocloroso (HOCI), &cido nitroso
(HNO:2), peroxinitrito (ONOO"), trioxido de dinitrogénio (N203) e hidroperéxido (ROOH)
(CHEN; GUO; KONG, 2012; RATNASARI; WALTERS; TSOPMO, 2017). Radicais
(moléculas com numero impar de elétrons na camada de valéncia) OH e ROO podem
diminuir o valor nutricional de proteinas reagindo com grupos nucleofilicos, como o
grupo amina de cadeia lateral de lisina ou o grupo sulfidril de cisteina em peptideos,
proteinas ou aminoacidos livres (ESFANDI; WALTERS; TSOPMO, 2019; KAMDEM,;
TSOPMO, 2019).

O farelo de arroz apresenta em sua composi¢cao componentes antioxidantes,
como orizanol e tocoferdis, bem como acido ferulico, que fornece hidrogénio para a
neutralizagdo de radicais livres relacionados ao envelhecimento celular (CHAUD;
ARRUDA; DE ALMEIDA FELIPE, 2009). De acordo com Qureshi, Sami, Salser e Khan
(2002) o farelo de arroz possui ainda tocotrienos que sdo capazes de reduzir os niveis
de colesterol em humanos. Batista et al. (2004) avaliaram a atividade antioxidante de
diferentes extratos de farelo de arroz, revelando alto potencial antioxidativo do extrato
de farelo de arroz obtido com acetona em comparagao ao uso do antioxidante padrao
BHT (Hidroxitolueno butilado).

Segundo Parrado et al. (2006), a presenca de componentes antioxidantes,
bem como o teor de proteinas contidas no farelo de arroz, evidenciam o potencial
desse material para composi¢cao de alimentos funcionais ou nutracéuticos. Estes
autores mostraram que extratos enzimaticos de farelo de arroz com alta capacidade
antioxidante induziram a morte de células leucémicas, podendo desta forma
suplementar dietas para pacientes portadores de alguns tumores com minimo de

efeitos toxicos. Segundo Dei Piu et al. (2014) pequenos peptideos apresentam maior
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capacidade antioxidante do que proteinas nativas, uma vez que podem ser absorvidos
no intestino sem posterior degradagcdo da sua estrutura. Neste estudo, peptideos
obtidos a partir de hidrdlise enzimatica de proteina do farelo de arroz foram testados
quanto a atividade antioxidante. Os resultados obtidos sugerem que o tratamento
hidrolitico deste subproduto industrial, com enzimas e sistemas microbianos
selecionados, permitiu isolar fragdes ricas em peptideos com atividade antioxidante.

Existem dois mecanismos principais pelos quais as moléculas antioxidantes
podem neutralizar radicais: transferéncia de elétron unico (SET) e transferéncia de
atomo de hidrogénio (HAT). Ambos vao resultar em produtos reacionais iguais, apesar
da diferenga nos mecanismos (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005). Os dois mecanismos
podem ocorrer em paralelo, mas um pode dominar dependendo da estrutura do
peptideo antioxidante e as condigdes do meio reacional, que ira influenciar a
solubilidade, o coeficiente de particao e capacidade de desprotonar moléculas através
do pH (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).

Os peptideos de cisteina, triptofano e histidina atuam principalmente por meio
de mecanismos SET, ja os peptideos contendo tirosina podem atuar principalmente
através de um mecanismo HAT. Durante a HAT, ha uma separag¢ao do proéton ligado
(Figura 3.1, moléculas marcadas com “ponto” simbolizam radicais que contém numero
impar de elétrons na camada de valéncia). O préton pode ser transferido diretamente
entre as moléculas reagentes ou pode ser envolvido em uma perda de protons atraves
do solvente (SAPL) (ESFANDI; WALTERS; TSOPMO, 2019; MUNOZ-RUGELES;
GALANO; ALVAREZ-IDABOY, 2017).

Os radicais formados nas cadeias laterais dos aminoacidos de peptideos
antioxidantes tém uma vida significativamente mais longa, portanto sdo mais estaveis
se comparados aos radicais hidroxila e radicais peroxidos presentes nos alimentos
(MUNOZ-RUGELES; GALANO; ALVAREZ-IDABQOY, 2017).
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FIGURA 3.1 — MECANISMOS DE AGAO ANTIOXIDANTE DE PEPTIDEOS
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NOTA: HAT = transferéncia de atomo de hidrogénio; SET = transferéncia de elétron unico;
SAPL = perda de protons assistida por solvente. Esquema proposto para tirosina (a), cisteina na cadeia
peptidica (b), histidina na cadeia peptidica (c). FONTE: (ESFANDI; WALTERS; TSOPMO, 2019).

Estudos realizados na Asia, regido onde produz-se em larga escala um vasto
numero de bebidas a partir de arroz, tém relatado a presenca de diferentes moléculas
com propriedades antioxidantes. Wang (2019), relataram a presenca de moléculas
fendlicas em “Baijiu” (bebida chinesa a base de arroz). Tais componentes atuaram
como inibidores de Nt-carboxymethyllysine (CML), uma molécula formada em
decorréncia de reagdes de Maillard atipicas. As CML vem sendo associadas como a
doengas degenerativas como Alzheimer (CAIl; URIBARRI; ZHU; CHEN et al., 2014;
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PARRADO; MIRAMONTES; JOVER; GUTIERREZ et al., 2006). Han e Xu (2011)
observaram a presenca de mais de 500 peptideos de baixo peso molecular em “Huang
Jiv”, um vinho chinés nao destilado a base de arroz. Dentre esses peptideos, 43
apresentaram potencial bioativo. Saigusa e Teramoto (2014) mostraram que extratos
de vinhaga de “Shochu” (bebida de arroz tradicional japonesa) foram ativos na
eliminacao de radicais livres de DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) e inibicdo da
peroxidagao lipidica. Resultados semelhantes foram obtidos por Takeshita, Saigusa e
Teramoto (2015) quando analisaram bebidas alcéolicas produzidas por diferentes

tipos de arroz.
2.5 PROCESSO PARA OBTENCAO DE HIDROLISADOS DE PROTEINAS

Muitos processos que envolvem hidrolise enzimatica de proteinas sao
empregados atualmente, principalmente nas industrias de alimentos, na industria
farmacéutica, téxtil, agronémica e também em produtos de higiene.

No ramo alimentar, entre os efeitos positivos esperados com o processamento
de alimentos existem aspectos relacionados ao valor nutricional e propriedades
funcionais dos alimentos. Isso inclui modificagdes de qualidade sensorial (como
textura ou sabor), uma digestibilidade melhorada e beneficios para a saude, como
reducao de compostos alergénicos e melhoria da capacidade antioxidante (PANYAM,;
KILARA, 1996; VAN BOEKEL; FOGLIANO; PELLEGRINI; STANTON et al., 2010).
Processos que usam enzimas em alternativa aos processos quimicos, sdo atraentes,
ja que eles preservam as espécies quimicas presentes nas amostras de alimentos e
diminuem a possibilidade de aparecimento de moléculas téxicas complexadas. A
escolha das enzimas e dos parametros de hidrolise devem ser realizadas levando em
conta o sabor, solubilidade e aplicagdo especifica de propriedades do produto
hidrolisado (LAHL; BRAUN, 1994). Sendo assim as proteases sdo empregadas em
cervejarias, em fabricagao de queijos nos laticinios, amaciamento de carnes e também
em processos up-streams para produgao de antioxidantes, dentre muitas outras
aplicacdes (GONZALEZ-RABADE; BADILLO-CORONA; ARANDA-BARRADAS; DEL
CARMEN OLIVER-SALVADOR, 2011; TAVANO, 2013).

A contribuicdo dos processos para produgao dos hidrolisados proteicos é muito
mais do que a do fornecimento de fontes de nitrogénio. Eles s&o uteis no aumento da

produgdo, por exemplo, de anticorpos monoclonais, e também para aumentar a
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produtividade de varias drogas terapéuticas feitas por células animais e
microrganismos, visto que, compde alimentagédo de biorreatores com o objetivo de
fornecer metabdlitos para crescimento celular e precursores de vias de interesse
(CHU; ROBINSON, 2001).

Ja em agronomia, as PHs sao identificadas para melhorar o desempenho de
safras no que diz respeito ao aumento de biomassa e de raizes, ganho em
produtividade e resisténcia a estresses climaticos (COLLA; ROUPHAEL,;
CANAGUIER; SVECOVA et al., 2014).

Na verdade, mais de 90% do mercado de PH na horticultura é baseado em
produtos obtidos por hidrolise quimica, enquanto os PHs produzidos enzimaticamente
sdao menos comuns porque estdo sendo mais exploradas nas ultimas décadas
(COLLA; NARDI; CARDARELLI; ERTANI et al., 2015). Ja na industria de alimentos, a
hidrolise enzimatica pode ser considerada o método industrial preferido para produzir
hidrolisados a partir de proteinas de origem alimentar, uma vez que ocorre em
condigdes suaves com reagdes colaterais minimas (HOU; WU; DAI; WANG et al.,
2017). No entanto, ainda pode haver alguma variabilidade na composi¢ao de métodos
para producdo do hidrolisado, o que, portanto, requer uma analise sistematica dos
constituintes (ABEER; TRAJKOVIC; BRAYDEN, 2021; ETEMADIAN; GHAEMI;
SHAVIKLO; POURASHOURI et al., 2021; LIANG; CHALAMAIAH; REN; MA et al.,
2018).

2.5.1 Proteases

A obtencado de hidrolisados enzimaticos de proteinas é feita por meio de
proteases que clivam as proteinas da vinhaga gerando peptideos e aminoacidos
livres. Proteases, também denominadas peptidases, proteinases e enzimas
proteoliticas, sdo enzimas capazes de quebrar ligagcdes peptidicas de cadeias
proteicas (FIGURA 3) classificadas como peptideo hidrolases ou peptidases
(Subclasse EC 3.4) (RAWLINGS; MORTON; KOK; KONG et al., 2007; SABOTIC;
KOS, 2012; VERMELHO; MELO; SA; SANTOS et al., 2008). Cada protease é
atribuida a uma familia baseado em semelhancas estatisticamente significativas na

sequéncia de aminoacidos, e as familias homdlogas sdo agrupadas em conjuntos
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denominadas “classes” (RAWLINGS; MORTON; KOK; KONG et al, 2007,
SCHALLER, 2004).

FIGURA 3 — REPRESENTACAO DE HIDROLISE PROTEICA CATALISADA POR PROTEASE
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O uso destas enzimas € secular. Sua primeira utilizagdo industrial foi no
ambito das praticas de laticinios, como agentes de coagulagao do leite para fabricar
queijo (SUMANTHA; LARROCHE; PANDEY, 2006). Hoje, elas sao um dos grupos de
enzimas industrialmente importantes, sendo aplicada em diversas industrias como
industria de detergente, industria alimenticia, industria de couro, industria
farmacéutica e de cosméticos (MURTHY; KUSUMOTO, 2015; SARAN; ISAR;
SAXENA, 2007).

O tamanho do mercado global de proteases pode ultrapassar US$ 3 bilhdes
até 2024 (GLOBAL MARKET INSIGHTS, 2017). O crescimento da tecnologia de
engenharia de proteinas, juntamente com iniciativas governamentais favoraveis, pode
alimentar a demanda global por estes bioprodutos (CHEW; TOH; ISMAIL, 2019;
GLOBAL MARKET INSIGHTS, 2017). Cerca de 60% das enzimas comercializadas no
mundo sao da familia das proteases (GURUMALLESH; ALAGU; RAMAKRISHNAN;
MUTHUSAMY, 2019; KUMARI; KAUR; SRIVASTAVA; SANGWAN, 2015).

Ao longo dos ultimos anos houve um consideravel avango na identificagao e
isolamento de dominios de enzimas multifuncionais complexas como algumas

proteases regulatorias. O advento da biologia molecular aperfeicoou a analise de
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sequéncia das proteases, por meio de técnicas de clonagem e sequenciamento dos
DNAs correspondentes, contribuindo significativamente para o entendimento sobre
funcdo, organizacdo e evolucdo dessas enzimas (RICHARDSON, 1991;
TREMACOLDI, 2009).

Enzimas proteoliticas sdo encontradas em animais, vegetais, bem como em
microrganismos. Em animais, elas participam de importantes processos bioldgicos,
entre os quais: a digestdo proteica, coagulagdo sanguinea, morte celular,
diferenciacao de tecidos, ativagdo de formas zimogénicas de enzimas por protedlise
limitada e processamento e transporte de proteinas secretadas atravéns das
membranas (DE LIMA; DE JESUS; DE SOUSA; OKAMOTO et al., 2008; RAO;
TANKSALE; GHATGE; DESHPANDE, 1998). Algumas das enzimas animais mais
bem conhecidas sdo as enzimas da classe das tripsinas, pepsinas, pancreatinas,
dentre outras do trato gastrointestinal. Sua atuagao no processo digestivo é essencial
para o processo de absorgdo, pois hidrolisam as proteinas provenientes da
alimentagdo para que seus aminoacidos (mondémeros) possam ser absorvidos e
reaproveitados pelo organismo (SAID; PIETRO, 2004).

Alcalase, Flavourzyme e Neutrase sdo exemplos de enzimas de origem
animal que chamaram a atengcdo de pesquisadores em decorréncia das inumeras
aplicagées dos seus produtos de hidrélise na industria alimenticia (CHEW; TOH;
ISMAIL, 2019). Proteases pancreaticas e proteases do trato gastrointestinal, séo
enzimas amplamente caracterizadas no campo da saude humana e animal. O estudo
detalhado e aprofundado sobre a especificidade de inibicdo, cinética, analise de
sequéncias de aminoacidos, e analises estruturais por cristalografia de Raios X destas
enzimas, permitiram a identificagcao das regides com fungdes especificas e o sitio ativo
dessas macromoléculas, bem como o entendimento de seus mecanismos de agao
(NEURATH, 1989; TREMACOLDI, 2009). Dessa forma proteases foram divididas em
familias, onde membros de uma mesma familia apresentam estruturas e mecanismos
de acao similares.

Nos vegetais, as enzimas proteoliticas estdo envolvidas nos processos de
amadurecimento, de germinacao, de diferenciagdo e morfogénese, de morte celular,
de resposta de defesa de plantas a processos de estresse oxidativo, e claro, séao
empregadas nos processos de degradagdo de proteinas n&o funcionais em
aminoacidos (DE LIMA; DE JESUS; DE SOUSA; OKAMOTO et al., 2008). Proteases

sdo, portanto, reguladores chaves em plantas, pois determinam o destino de outras
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proteinas quando regulam diferentes processos em resposta a fatores do ambiente
(DE LIMA; DE JESUS; DE SOUSA; OKAMOTO et al., 2008; VAN DER HOORN,
2008). Algumas enzimas envolvidas no amadurecimento de frutos, como a ficina
(figo), a papaina (mamao) e a bromelina (abacaxi), podem ser extraidas em grandes
quantidades e apresentam, por isso, uma significativa importancia econémica (DE
LIMA; DE JESUS; DE SOUSA; OKAMOTO et al., 2008).

Os microrganismos sdo uma das principais fontes de enzimas industriais.
Estas enzimas sdo bastante atrativas, uma vez que os microrganismos podem ser
cultivados facilmente e seus metabdlitos podem ser obtidos em grandes quantidades
num tempo relativamente curto. Além disso, a produgédo enzimatica microbiana nao
esta condicionada a questdes sazonais ou geograficas, sendo possivel a utilizagao de
matéria-prima de baixo custo para seu cultivo (WERNECK; ZIMMER; BORRE;
TRENTIN; JUNIOR et al., 2009). Proteases alcalinas e acidas sao comumente
produzidas por microrganismos, visto que organismos extremafilos (que naturalmente
possuem enzimas que trabalham em pHs e temperaturas extremas) tem capacidade
de produzir estes biocatalizadores de maneira mais diversa, ou seja, enzimas que
trabalham com parametros de ambientes extremos em relagdo a outras fontes

(animais e vegetais).

2.5.1.1 Classificacado de proteases

As proteases sao classificadas como um subgrupo das hidrolases e dividem-
se em diferentes classes de acordo com a natureza e propriedades quimicas do sitio
catalitico, tipo de reagdo catalisada e relacdo evolutiva da estrutura proteica
(GULERIA; WALIA; CHAUHAN; SHIRKOT, 2016). Dessa maneira, de acordo com o
tipo de acgédo clivada, as proteases subdividem-se em dois grupos principais:
exopeptidases e endopeptidases, clivando peptideos terminais ou aqueles distantes
dos terminais dos substratos, respectivamente. As exopeptidases executam sua
atividade enzimatica apenas por hidrélise nos pontos amino-terminal ou carboxi-
terminal da cadeia de substratos inteiramente constituidos de ligagdes peptidicas
(MOTYAN; TOTH; TOZSER, 2013). As endopeptidases sdo responsaveis por causar
clivagem em aminoacidos ndo-terminais e sdo submetidas a classificagdo dependente
do tipo quimico do grupo responsavel pela atividade catalitica (MOTYAN; TOTH;

TOZSER, 2013). Sobre a terminologia, o termo protease é sindnimo de peptideo
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hidrolase e inclui todas as enzimas que clivam peptideos, enquanto o termo proteinase
€ sinbnimo para o grupo das endopeptidases (GURUMALLESH; ALAGU;
RAMAKRISHNAN; MUTHUSAMY, 2019; MCDONALD, 1985).

O sitio catalitico de uma enzima é formado por uma triade catalitica composta
por um residuo de acido aspartico, um residuo de histidina e um residuo de um
aminoacido nucledfilo, variavel, podendo se diferenciar entre aspartato, cisteina,
glutamato, serina, e treonina. A capacidade desta triade em se ligar
regioespecificamente, de maneiras diferentes, nas proteinas, € que vai ditar as
diferencas de clivagem das proteases (BORDUSA, 2002).

A Uniado Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular reconhece quatro
classes de enzimas proteoliticas, as quais compreendem seis familias. Cada familia
possui um sitio ativo, isto é: um grupo caracteristico de aminoacidos funcionais,
agrupados em uma configuracao particular (TREMACOLDI, 2009). Sao elas: serino
proteases (I e Il), metalo proteases (I e Il), cisteino proteases e aspartico protease.

A familia de proteases mais bem caracterizada e fisiologicamente mais
versatil € a das serino-proteases, que caracteriza-se por seus sitios ativos de triade
catalitica: asparagina, histidina e serina (YONAMINE, 2007). As serino proteases
incluem duas familias distintas: as serino proteases de mamiferos (serino proteases
), representadas pelas proteases quimotripsina, tripsina, elastase e calicreina, e as
serino proteases bacterianas (serino proteases IlI) representada pela protease
subtilisina (NEURATH, 1986). Embora ambas tenham um sitio ativo e um mecanismo
enzimatico em comum, diferem-se entre si pela sequéncia de aminoacidos e estrutura
tridimensional (TREMACOLDI, 2009).

As metalo proteases incluem duas familias: as carboxipeptidases
pancreaticas de mamiferos (metalo protease |) e a termolisina bacteriana (metalo
protease Il), e diferem-se uma da outra na estrutura quimica, embora ambas tenham
zinco ou metal divalente, como cobalto, magnésio, manganés, calcio e niquel, em seu
sitio ativo (KRAUT, 1977; (GONZALES; ROBERT-BAUDOUY, 1996).

As cisteino proteases sao enzimas que possuem mecanismo catalitico que
envolve um residuo de cisteina (Cys) (TREMACOLDI, 2009). No grupo destas
enzimas encontra-se varias catepsinas de mamiferos, proteases ativadas pelo calcio
citossolico (calpainas), actinidina e papaina de plantas, sendo as papainas as mais
estudadas dessa familia (BODE; HUBER, 1992). A catalise ocorre via um tioéster

intermediario e é facilitada por cadeias adjacentes de histidina e acido aspartico
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(TREMACOLDI, 2009). As proteases asparticas apresentam como residuo ativo
caracteristico o acido aspartico e incluem a penicilopepsina bacteriana, a pepsina de

mamiferos renina, a quimosina e certas proteases fungicas (NEURATH, 1990).

2.5.2 Imobilizagado Enzimatica

Os métodos biotecnoldgicos de produgao de enzimas sao caros, e por essa
razao novos métodos vém sendo testados com o intuito de reduzir o custo e perda
das moléculas biocatalisadoras, valendo-se principalmente de imobilizagcao
enzimatica. Enzimas apresentam ainda outras limitagdes, como sensibilidade e baixa
estabilidade as condicbes do processo, problemas contornados pelas técnicas de
imobilizagdo (KRAJEWSKA, 2004; PANESAR; KENNEDY, 2006).

A imobilizagao é definida como a fixagao de enzimas ou células vivas em um
ambiente, de maneira que a sua atividade catalitica ndo seja afetada (MEERSMAN,
1992). Tanto o envolvimento por membranas quanto encapsulagédo sao termos que
descrevem as muitas formas com que as enzimas podem ser aprisionadas em
matrizes ou suportes. Existem dois tipos de leitos para a imobilizagéo de enzimas: os
de aprisionamento, onde as enzimas sao aprisionadas em globulos ou fibras feitas de
polissacarideos, proteinas ou polimeros sintéticos, e os de adesao a superficie, onde
as enzimas séo fixadas ao suporte de imobilizagao diretamente por ligagdes quimicas
(I6nicas ou covalentes) (LAPA, 2003). Inumeros materiais inertes s&o citados na
literatura como suportes para imobilizagdo enzimatica. A natureza fisica destes
suportes varia desde superficies solidas (vidro poroso, Eupergit C, alumina, etc), até
matérias geliformes (alginato, alcool polivinilico, carragenanas, etc). Os suportes
podem ser classificados em cinco tipos fundamentais: 1. microporosos ou ndo porosos
(vidro, silica, nylon); 2. microencapsulados (nitrocelulose, triacetato de celulose); 3.
polimeros com moderado grau de ligagdes cruzadas (poliacrilamida); 4. polimeros
com baixo grau de ligagdes cruzadas (Sephadex, DEAE celulose); 5. macroporosos
(silica, alumina, celulose) (CANILHA; CARVALHO; SILVA, 2006).

A partir disso, sdo descritos sete tipos de métodos para a imobilizacdo de
biocatalisadores (FIGURA 4), sendo: 1. ligacdo covalente, 2. aprisionamento, 3.
encapsulacao, 4. adsorgao, 5. ligacao idnica, 6. ligacao por afinidade, e 7. ligagcao por

ion metalico.



32

FIGURA 4 — TIPOS DE IMOBILIZAGAO ENZIMATICA
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NOTA: a) Ligacado Covalente; b) Aprisionamento; ¢) Encapsulagéo; d) Adsorcao; e) Ligagao idnica; f)

Ligacédo por afinidade; g) Ligacao por ion metalico.
FONTE: (NISHA; KARTHICK; GOBI, 2012).

A pratica da ligagdo a superficies via ligagdo covalente € alcangada por
ligacdo direto com a enzima, e permite uma boa recuperagdo do complexo enzima-
matriz, ja que ligagdes covalentes sao fortes e estaveis (NISHA; KARTHICK; GOBI,
2012). Este método é usado principalmente quando um processo de reagdo nao
requer enzima no produto.

A imobilizagdo por meio de aprisionamento em matrizes porosas, como

alginato, carragenana ou quitosana, normalmente envolve a sintetizagcao in situ da
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matriz porosa em torno dos biocatalisadores a serem imobilizados (GROBOILLOT;
BOADI; PONCELET; NEUFELD, 1994). Este método tem sido extensivamente
estudado, devido a possibilidade de uso de polimeros hidrofilicos biocompativeis
como suportes de imobilizagao.

As tecnologias de encapsulamento sdo amplamente utilizadas na industria
para o desenvolvimento de liberacdo controlada de moléculas, uma vez que esse
método permite controlar a transferéncia de massa entre 0 meio e o interior da
capsula. Embora tais sistemas sejam amplamente utilizados, problemas associados a
sua estabilidade e permeabilidade sao frequentemente encontrados, limitando assim
sua aplicagdo geral (CARUSO; TRAU; MOHWALD; RENNEBERG, 2000).

A imobilizagdo por meio de adsorgao natural, é bastante simples e barata. A
interacdo entre a enzima e a superficie da matriz se da por meio de forcas
eletrostaticas, interagdes hidrofdbicas, ligagdes ibnicas, for¢cas de Van der Waals ou
mesmo ligagdes de hidrogénio, a depender das caracteristicas do suporte e da
hidrofobicidade da enzima (TOMASIK; HORTON, 2012). A forga de ligagao fraca entre
o complexo imobilizado é a principal desvantagem deste método, apesar disto, a
simplicidade e rapidez desta técnica preserva seu uso nos dias atuais (BRADY;
JORDAAN, 2009; NISHA; KARTHICK; GOBI, 2012).

No método de imobilizagao por forga ibnica o suporte possui grupos funcionais
ionizaveis caracteristicos, os quais irdo interagir especificamente com grupos da
enzima (FERNANDES; LIMA; LOPES, 2010). O processo de ligagdo pode ser
revertido mudando a polaridade do solvente, o que consequentemente altera as
condigdes de forga ibnica. Este principio € semelhante ao ligante de algumas colunas
de proteinas em principios de interacdo usados em cromatografia (GUISAN; PENZOL;
ARMISEN; BASTIDA et al., 1997; NISHA; KARTHICK; GOBI, 2012).

A imobilizagdo por meio de ligagdes de afinidade pode estar presente na
parede da matriz ou ser adicionada em uma posig¢ao especifica, longe do sitio ativo,
na estrutura das enzimas. Esse tipo de imobilizagao € usado para criar fortes ligagdes
de afinidade entre a estrutura da enzima e um suporte sélido funcionalizado com o
ligante de afinidade. Promove alta seletividade reacional, porém além de onerosa, a
técnica exige conhecimento prévio sobre regides enzimaticas especificas e seus
ligantes (ANDREESCU; BUCUR; MARTY, 2006).

Na imobilizagdo de enzimas ligadas por metal, os sais de metal sao

precipitados sobre a matriz e tem potencial para se ligar a grupos nucleofilicos



34

(NISHA; KARTHICK; GOBI, 2012). Este € um método simples e a atividade das
enzimas imobilizadas é relativamente alta. O complexo enzimatico imobilizado pode
ser separado pela diminuigdo do pH, portanto, trata-se de um processo reversivel
(YUCEL, 2011).

Existe ainda a imobilizagédo por auto agregacao, que envolve a agregagao ou
a floculagao artificialmente induzida das enzimas. Desta forma, os biocatalizadores
sao ligados entre si sem a necessidade de uso de um suporte de imobilizagao
(CANILHA; CARVALHO; SILVA, 2006).

2.5.2.1 Adsorgao Seguida de Envolvimento por Membrana

A sintese biocatalitica de produtos € um processo onde uma ou mais enzimas
podem estar envolvidas. A vastidao das diferentes técnicas em enzimologia e suas
versatilidades em rotas sintéticas inteligentes geram processos para geragao produtos
valiosos e rentaveis (LEVIN; GOMEZ; GLODOWSKY; CASCONE et al., 2018).

A atividade catalitica e a estabilidade de enzimas imobilizadas podem ser
afetadas pelo procedimento de imobilizacéo, pela natureza do suporte sdlido, por
produtos formados e até mesmo pela estabilidade do ambiente reacional. Cada
metodologia de imobilizagdo tem limitagées e desvantagens, portanto, a aplicagao de
imobilizagdo por duas metodologias em combinagao pode obter melhores resultados
quando oferecem alguma melhoria reacional (WANG; REN; YU; JIANG et al., 2020).

Técnicas de imobilizagcdo enzimatica utilizadas em combinacédo sao descritas
na literatura em menor numero comparadas a processos unitarios de imobilizagéo,
isto porque é preciso haver um real beneficio ao processo para emprega-las, ja que,
comumente, isto onera etapas up-stream. No entanto, seja pela estabilidade reacional,
pela comparacdo de custos com processos unitarios ou pela recuperacdo dos
biocatalizadores, elas sdo estratégias validas para aliviar gastos com reagentes ou
facilitar purificagdo dos produtos, tornando-as taticas atraentes para industria.

E possivel aplicar diversas combinagées de engenhosas técnicas ja
conhecidas. Uma bem conhecida € a utilizagdo de adsorgédo associada a agregagao
das enzimas com ligante quimico, como demonstrado por Passela et al, (2008) que
utilizou adsor¢ao em resinas carregadas, através de interagdes idnicas e eletrostaticas
entre ions de proteina e ions da resina, e para evitar que os catalisadores proteicos

sejam liberados do suporte, uma etapa de “cross-link” foi feita com glutaraldeido
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(GUIDINI; FISCHER; SANTANA; CARDOSO et al.,, 2010; PESSELA; MATEO;
CARRASCOSA; FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 2008).

Segundo Tadipov et al, (2021) varias técnicas podem ser combinadas com
tripsina em gel de quitosana. Sao relatadas variadas formas de ligar quimicamente
esta enzima ao gel, tais como ligagbes covalentes, de hidrogénio, eletrostaticas e
Wan-der-Waals (0 que englobaria adsorcao) e ligagdes por ion metalico. Desta forma,
ao encapsular a quitosana ou seus derivados, aplica-se uma combinacado de
imobilizagdes enzimaticas para promover ganho processual (TAPDIGOV, 2021).

A adsor¢ao de enzimas em material celuldsico constitui um nos métodos mais
tradicionais e baratos (DATTA; CHRISTENA; RAJARAM, 2013; TIZCHANG;
KHIABANI; MOKARRAM; HAMISHEHKAR et al., 2021), sendo possivel adsorver a
enzima em nanomateriais (como halloysite, um tipo de aluminio-silicato), e conter por
membranas a enzima adsorvida em materiais celulésicos, mesmo em estruturas
nanocristalinas (TIZCHANG; KHIABANI; MOKARRAM; HAMISHEHKAR et al., 2021).
A adsorgdo em nanoparticulas e o respectivo aprisionamento em substancias
poliméricas formadoras de géis, sdo exemplos de técnicas “two-step” que vem se
tornando notdrias por sua capacidade de estabilizar enzimas e recupera-las
(MOHAMMADI; KHIABANI; GHANBARZADEH; MOKARRAM, 2020).

Neste contexto, a utilizagado de adsor¢ao em matrizes celuldsicas contidas por
membrana polimérica, torna-se uma ideia de utilizagdo de combinacbes em
imobilizagdo enzimatica com ampla possibilidade de exploracdo tecnologica para

inovacao.



36

3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIA PRIMA: VINHAGA DO ALCOOL DE ARROZ

A vinhaga do alcool de arroz, objeto deste trabalho, foi cedida pela empresa
de Razao Social “Rozalcool do Brasil LTDA” (CNPJ: 09.082.906/0001-77), situada no
distrito de Jacinto Machado/SC. A vinhaca resultante do processo de producio do
alcool de arroz (alcool de cereal) foi coletada, em galdes estéreis de 50L, diretamente
na saida da coluna de destilacdo a elevadas temperaturas, e imediatamente
acondicionada em freezer para congelamento. Para transporte até Curitiba, os galdes
foram termicamente isolados, permanecendo congelado durante todo o trajeto até o

destino final.

3.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DA VINHACA DE ARROZ BRUTA
Todas as medicbes foram realizadas em quadriplicatas experimentais,

calculadas utilizando médias estatisticas entre as replicatas.

3.2.1 Determinacgao dos sélidos totais e percentual de umidade

Para a determinacao dos solidos totais e umidade foi utilizado a metodologia
descrita na norma NREL/TP-510-42621 (SLUITER; HAMES; HYMAN; PAYNE et al.,
2008). Papel filtro qualitativo foi seco em estufa a 105 + 3 °C por 4 h, transferido para
dessecador até atingir temperatura ambiente, e posteriormente pesado em balancga
analitica para determinacao da massa. Sobre o papel filtro seco, depositou-se 1,0 g
da vinhacga bruta, e levou-se para estufa a 105 + 3 °C durante 8 h. Em UMIDADE
seguida, as amostras foram transferidas para o dessecador até atingir temperatura
ambiente. O percentual de solidos totais e umidade, foi calculando utilizando as

Equacbes 1 e 2.

((MASSA DO PAPEL+MASSA AMOSTRA UMIDA)-MASSA PAPEL)) 4 4 (19
MASSA AMOSTRA SECA

% Solidos totais =

(Eq. 1)
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((MASSA DO PAPEL+MASSA AMOSTRA UMIDA)—-MASSA PAPEL)) X 100

) ; _ _
A) Umldade =100 MASSA AMOSTRA SECA

(Eq. 2)
3.2.2 Determinacgé&o do pH e Atividade de agua (Aw)

O pH da vinhaga bruta foi determinado por meio de método direto com
pHmetro. O parametro atividade de agua, definido como a relacdo da presséo de
vapor da agua contida no material a pressao de vapor da agua a mesma temperatura,
foi determinado por meio de método direto utilizando o analisador AquaLab CX-2
(Decagon Devices, Inc.), utilizando 1 mL de vinhaga bruta. A atividade de agua pode

variar de 0 a 1, sendo que quanto mais proximo de 1, maior sera o teor de agua livre.
3.2.3 Determinagao do Teor de Cinzas

Para a determinagdo de cinzas na vinhaga bruta foi utilizada metodologia
descrita na norma NREL/TP-510-42622 (SLUITER; HAMES; RUIZ; SCARLATA et al.,
2008). Primeiramente, os cadinhos de porcelana (devidamente identificados) foram
calcinados, com o propdsito de eliminar possiveis interferentes, em mufla a 575 + 25
°C por 4 h. Apos, os cadinhos foram transferidos para dessecador até atingir
temperatura ambiente. Seguidamente, a massa inicial foi determinada usando balancga
analitica. Os cadinhos com 1,0 g de amostra de vinhaga bruta liofilizada, previamente
pesados, foram entdo retornados para mufla em cadinhos abertos a 575 £ 25 °C
durante 6 h, verificando ao fim do processo se a amostra adquiriu coloragao
branco/acinzentada. Apds a calcinagao das amostras, os cadinhos foram transferidos
para o dessecador até atingir temperatura ambiente. Por fim, foi determinado
novamente a massa dos cadinhos com as amostras calcinadas. A porcentagem de

cinzas da amostra foi calculada de acordo com a Equacéo 3.

Massa final(cadinho+amostra)— Massa inicial(cadindo) (Eq 3)

% Cinzas =
/o Massa Seca da Amostra
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3.2.4 Determinagao de Agucares Redutores

Os acucares redutores foram determinados utilizando o método do DNS,
originalmente proposto por Miller (1959). O teste de DNS (acido dinitrosalicilico) € um
teste que, através de um composto colorido formado pela reagdo entre agucares
redutores e acido 3,5-dinitrosalicilico (cor amarelada), € identificado no
espectrofotometro - UV em comprimento de onda de 540 nm. Foi feita uma curva
padrao de glicose com valores entre 0,1 e 6,5 mg mL™', para que a quantidade de
acgucares redutores das amostras de vinhaga pudessem ser comparadas, seguindo o
método proposto. Os valores de absorbancia das amostras foram aplicados a equagao
da reta gerada pela curva padréo e assim foram determinados os valores para as
amostras.

Para que isso pudesse ser feito sem interferéncias da coloracao prépria das
amostras, e para reduzir os efeitos dos solidos presentes que podem turbidificar o

meio, as amostras passaram por centrifugagao 8.000 rpm a 10°C.

3.2.5 Determinacgéao de Lipidios Totais

Para a determinagéo dos lipidios totais foi utilizada a metodologia de Bligh e
Dyer (BLIGH; DYER, 1959) adaptada por Rodriguez, Palau, Lépez (2007). As
amostras de biomassa seca (50 mg) foram primeiramente extraidas com 3 mL de
solugao de cloroférmio e metanol 99,8% na proporg¢ao de 1:2 (v/v), sonicadas por 15
min, e posteriormente incubadas a 4 °C por 24 h, para favorecer a extragcao de
lipideos. Apds, as amostras foram novamente sonicadas por 15 min e centrifugadas
(2607 x g, 20 min, 4°C). A fase cloroformio:metanol foi recuperada e transferida para
um tubo de centrifuga. Foram adicionados mais 1,5 mL de solugcédo
cloroférmio:metanol a biomassa residual, e a centrifugacao foi repetida nas mesmas
condigdes anteriores. A fase cloroférmio:metanol foi entdo recuperada e transferida
para o tubo de centrifuga. Foi entdo adicionado 2 mL de agua ultrapura e 1 mL de
cloroférmio a fase reservada. A mistura foi agitada, centrifugada em 2607 x g por 10
min, e a fase inferior (fase cloroférmica) foi entdo transferida para um vial previamente

pesado. A fase aquosa foi novamente lavada com 1 mL de cloroférmio, agitada e
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centrifugada nas condi¢cdes anteriores, e a fase cloroférmica transferida ao vial. O
solvente foi evaporado em capela de exaustao até secura total. O percentual de

lipidios foi calculado pela Equacgao 4:

%Lipideos = g1-va)

x 100 (Eq. 4)
onde:

V1 = massa do vial vazio (g);

V2 = massa do vial com lipidios (g);

B = biomassa seca (g).

3.2.6 Determinacao de Proteinas Totais

Para a dosagem de proteinas na biomassa seca da vinhacga, foi pesado 1 g
da vinhacga bruta previamente seca a 65 °C por 32 h. Uma diluicdo seriada do material
obtido foi aplicada considerando a sensibilidade dos métodos para determinacao de
proteinas soluveis, sendo o fator de diluicdo considerado ao final. A suspensao foi
entdo submetida a centrifugacgéo (7155 x g, 10 min, 25 °C), e o sobrenadante obtido
foi submetido ao métodos Biureto (GORNALL; BARDAWILL; DAVID, 1949) e Bradford
(BRADFORD, 1976), utilizando albumina como padréo. A determinag&o das proteinas
insoluveis da vinha bruta seca e sua subfragdo Pellet (obtido previamente por
centrifugagéo [7155 x g, 10 min, 25°C]) foi realizada seguindo o método de Micro-
Kjeldahl (JENSEN, 1991) utilizando 5 g da amostra.

3.2.7 Andlise de lons

A quantificacéo de anions e cations foi realizada na mostra bruta, e em suas
subfracdes (pellet e sobrenadante) obtidas apds centrifugagao (7155 x g, 10 min, 25
°C). Para as analises, as amostras foram diluidas na razao de 1:10. As analises foram
realizadas em cromatografo de ions Metronm CH-9101. Para a analise de cations foi
utilizado a coluna Metrosep C3 250/4.0 (250mmL x 4,0mm ID; No. 5607002), com as
seguintes condigdes de andlise: eluente 5,0 mM HNO3; vazdo: 1,0 mL-min'; detector:

CD; temperatura 40 °C; volume de injecéo: 20 uL. Para a analise de anions foi utilizado
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a coluna Metrosep A Supp 5 250/4.0 (250 mL x 4,0 mm ID; No. 7610789), com as
seguintes condi¢des de analise: eluente 3,2 mM Na2COs + 1,0 mM NaHCOs; vazao:
0,7 mL-min-'; detector: supressed CD; temperatura ambiente (25 °C); volume de

injecao: 20 uL.
3.3 ENZIMAS UTILIZADAS E FORMULACAO DE MIXS
Para o desenvolvimento de um processo economicamente viavel de produgao

de bioestimulantes vegetais através da hidrolise de vinhaca de arroz, foram escolhidas

proteases comerciais.

QUADRO 1 — CLIVAGEM PREFERENCIAL DAS ENZIMAS UTILIZADAS E pH OTIMO.

Enzimas

Classe Enzimatica (aminoacido nucledéfilo)

Serina

Cisteina

Aspartato

H-pH
(AB Enzymes)

Clivagem Preferencial:

Ala, Tyr, Phe [6-10]

7089 (AB Enzymes)

Clivagem Preferencial:

Unidades neutras

grandes. [6-9]
Clivagem Preferencial:
SAVINASE Unidades neutras - -
(Novozymes)
y Pequenas. [6-9]
Clivagem Preferencial:
ALCALASE Unidades neutras
(Novozymes) - B
y grandes. [8-10]
Clivagem Preferencial:
BROMELINA ) Aminoacidos )
(Prozym) hidrofobicos de cadeia

longa. [3-6.5]

PAPAINA (Prozym)

Clivagem Preferencial:
Aminodacidos
hidrofébicos de cadeia
longa. [5-7]

PROTEASE 100
(Prozym)

Clivagem Preferencial:
Aminoacidos
hidrofébicos. [4-9]
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Enzi Classe Enzimatica (aminoacido nucleéfilo)
nzimas Serina Cisteina Aspartato

TRIPSINA Clivagem Preferencial:

(Instrulab) Arg, Lys. [6-8] - -

NOTA: Dados retirados do banco de dados “enzyme expasy”. [pH 6timo]

QUADRO 2 —~COMPOSICOES DOS MIXS ENZIMATICOS

MIX ENZIMAS
HBTB [pH 6] e H-pH
*  Bromelina
« P100
S7P [pH 9] » Savinase
e 7089
* Papaina
HP [pH 6] * H-pH
* Papaina
PE [pH 8] + Mix da Sigma de
proteases

NOTA: [pH utilizado]

Como parametro de eficiéncia do processo de liberacdo de aminoacidos,

utilizou-se como padréao o mix PE (sigma) de enzimas proteoliticas.

3.4 PROCESSO DE IMOBILIZAGCAO ENZIMATICA

Esferas amorfas de celulose tratadas constituem o suporte poroso utilizado na
imobilizacdo das enzimas. Foram suspendidos em tampao fosfato 0,1 M, numa
concentracao de 0,1 g/L de cada enzima (para enzimas liquidas, calcula-se, através
da molaridade e peso molecular, quantos uL devem ser aplicados) e mantidos em
contato com 100 g de suporte de imobilizag&o para cada litro de solugao, sob agitagao
branda, a 15 °C por 20 h. Seguidamente, as esferas foram secas em estufa com
circulagao de ar, sob temperatura branda de 30 °C, para ndo ocorrer desnaturagao, e
revestidas com uma camada de quitosana (100 pL de solugéo de quitosana 1% m/v

em acido acético 1 M para cada 0,1 g de suporte imobilizado e seco).
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As enzimas testadas foram as proteases: (a) protease de Aspergillus oryzae
P100 (Prozyn BioSolutions, EC 3.4.21.63), (b) Bromelina (Prozyn BioSolutions, EC
3.4.22.32), (c) Corolase-H-pH (AB Enzymes, EC 3.4.21.61), (d) Tripsina (Prozyn
BioSolutions EC 3.4.21.4). Também foi testado o mix HBTP que contem todas as
enzimas anteriores em conjunto em proporgdes equivalentes na solugado de tampao
fosfato, chegando a uma propor¢ao de 25mg de cada enzima para cada litro de

solugdo. Os sistemas se encontravam em ph 6.

3.5 COMPARAGCAOQO DAS ATIVIDADES PROTEOLITICAS DAS ENZIMAS LIVRES
E IMOBILIZADAS

A atividade proteolitica foi avaliada modificando o método previamente
descrito por Garcia-Carrefo e Haard (1993). A atividade foi testada com pH especifico
de cada enzima a 25 °C. Hemoglobina (2%), solubilizadas em tampao Tris/HCL
(50mM), (Merck [hemoglobin from bovine blood, suitable for protease substrate]) foi
usada como substrato em pH acido (2—6) e caseina (2%) (Merck), solubilizadas em
tampéao fosfato (0,1 M) para pHs neutros e alcalinos (7-12). A solugdo enzimatica,
para cada enzima testada, foi de 20 pL de uma solugédo 0,1 g/L de enzimas,
solubilizadas nos mesmos tampdes dos substratos. A reacao foi interrompida apds 30
min por adigao de 0,5 mL de TCA 20%, seguida por centrifugacao (5 min, 6500 x g).
O sobrenadante separado do substrato nao digerido teve sua absorbancia
determinada em espectrofotdmetro a 280 nm. Todos os ensaios foram realizados em
triplicatas. Brancos foram descontados em todos os ensaios. A atividade proteolitica
foi expressa em Unidades (U) por mg de proteina na solugéo enzimatica.

Para as enzimas imobilizadas, foi utilizado o mesmo procedimento, no
entanto, ao invés da solugédo enzimatica, foi adicionado 1 g do suporte com enzimas
imobilizadas. Os valores de concentracdo enzimatica adsorvidos ao suporte mudam
para cada enzima testada, foi necessario considerar, na equagao, o valor de
concentragao para cada enzima em separado. Aliquotas extras do mesmo suporte,
sujeitas ao mesmo procedimento de imobilizagdo, foram maceradas e tiveram suas
quantificagcbes de proteinas analisadas pelo método de Biureto (GORNALL;
BARDAWILL; DAVID, 1949) e descontadas ao final da cinética. A atividade proteolitica

foi expressa em Unidades (U) por mg de proteina na solugéo enzimatica.
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Para determinacdo das unidades de atividade proteolitica, foi utilizado o
meétodo Sigma para proteases nao especificas descrito por Cupp-Enyard (2008). Para
tanto foi plotado uma curva de calibragao de tirosina livre (umol de tirosina / min). A
partir da equagao de segundo grau originada pela curva de calibragao, foi determinado
a atividade de protease em Unidades (U).

A atividade da enzima foi expressa em Unidades/mL de enzima ou

Unidades/mg de enzima, utilizando respectivamente as equagdes 5 e 6:

(Amol) X (VT)

UNIDADES/mL

UNIDADES/mg= peso (mg),/mL

(Eq. 6)

onde:

Amol = ymol de tirosina equivalente para a leitura da amostra;
VT = Volume total do experimento (mL);

VE = Volume de enzima utilizado no experimento (mL);

TE = Tempo Total do experimento (min);

VC = Volume da cubeta do espectrofotdmetro (mL).
As proteases imobilizadas foram:

- Protease de Asperqgillus oryzae (Prozyn BioSolutions, EC 3.4.21.63);
- Bromelina (Prozyn BioSolutions, EC 3.4.22.32);

- Corolase-H-pH (AB Enzymes, EC 3.4.21.61);

- Tripsina (Instrulab EC 3.4.21.4);

Foram testados o complexo HBTP (apresentou a melhor expressao de
aminoacidos em comparagao a outros complexos testados no experimento de analise
de aminoacidos) e conjuntamente testou-se as enzimas que o compde, isoladamente,

objetivando analisar a capacidade de cada uma em manter sua atividade.



44

3.6 DETERMINACAO DE AMINOACIDOS LIVRES DOS HIDROLIZADOS DE
VINHACA COM MIXS ENZIMATICOS

Para determinacdo de aminoacidos, amostras contendo 10mL dos meios
reacionais foram centrifugadas (14310 x g, 10 mim, 4°C), os sobrenadantes
ultrafiltrados em um sistema de microfiltracao VivaSpin (10 kDa, 14310 x g). Apos
passarem pela filtracdo, as amostras foram liofilizadas e foram pesados 1g do material
em tubos proprios para a coleta de amostra (vials de 12 x 32 mm com tampa
perfurdvel para o injetor de amostras do aparelho) e diluidos no tampao de amostra
do fabricante, até chegar em uma concentracao de 50ug/mL.

A analise seguiu protocolo de funcionamento do analisador Sykam S433D
(SYKAM GmbH; Munique, Alemanha), o Analisador de Aminoacidos Sykam S 433
combina as vantagens da separagao por troca idnica classica com a moderna técnica
de HPLC, composto por 4 blocos de operagdo: um organizador de eluentes
refrigerado, pressurizado por gas inerte N2, um sistema de mistura de solventes
composto por misturador, bomba e coluna de lavagem de amdnia, um sistema de
injecao e coleta de amostras refrigerado, composto por valvulas para mistura dos
tampdes com a amostra, e, um modulo reacional composto pela coluna de separacéo,
bomba de injecdo do reagente de ninidrina pds coluna, reator de alta temperatura e
leitor de espectrofotometria.

No procedimento, as concentragcdes de aminoacidos foram medidas por
cromatografia de troca idnica, seguida derivacao de ninidrina pés-coluna. A separagao
dos aminoacidos foi realizada em uma coluna de alta eficiéncia Pickering Laboratories
de troca catidnica de sédio (4,0 x 150 mm), usando um gradiente ternario, com os
tampdes A, B e C fornecidos pelo fabricante. O programa gradiente foi implementado
da seguinte forma: tempo=0 min, A:B:C (100:0:0); tempo = 5 minutos, A:B:C (100:0:0);
tempo=28 min, A:B:C (0:100:0); tempo =45 min, A:B:C (0:100:0); tempo= 5 min, A:B:C
(0:0:100). A vazao da fase movel foi de 0,45 mL/min, e a vazdo do reagente de
derivatizacao foi de 0,25 mL/ min. A temperatura da coluna foi fixada em 48° C e o
equipamento de reacgao foi mantido a 130° C. A temperatura do amostrador automatico
foi mantida a 5° C e o volume de injecéo foi de 10 yL para padrdo e amostras. Os
aminoacidos separados foram detectados por uma deteccéo espectrofotométrica a

440 nm e 570 nm (para todos menos prolina). As concentragdes de os aminoacidos
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foram expressos em pmol/g de amostra. Devido a sua degradagao durante a hidrolise
acida, o triptofano foi estimado por outro método.

O padrao de aminoacidos (Sykam, Alemanha), contém 2,5 mM de cada
aminoacido, incluindo acido aspartico (Asp), treonina (Thr), serina (Ser), acido
glutamico (Glu), prolina (Pro), glicina (Gly) , alanina (Ala), cisteina (Cys), valina (Val),
metionina (Met), isoleucina (lle), leucina (Leu), tirosina (Tyr), fenilalanina (Phe),

histidina (His), lisina (Lys) e arginina (Arg).

3.7 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

O suporte apds imobilizacdo enzimatica e aplicacdo de quitosana foi
submetido a analises de MEV. Para tanto, as amostras foram saturadas de COz2 liquido
(ponto critico) e metalizadas com ouro para avaliagao sob o microscoépio eletrénico de
varredura TESCAN VEGA3 LMU, em voltagem 15 kV no Centro de Microscopia
Eletrénica da UFPR (CME-UFPR).

3.8 DELINEAMENTO DO COMPOSTO CENTRAL ROTACIONAL 23 (DCCR) PARA
OTIMIZACAO DA IMOBILIZAGCAO ENZIMATICA

Metodologia de superficie de resposta (MSR) foi utilizada para otimizagéo dos
parametros de imobilizagcdo de enzimas no suporte poroso Bio4, pelo processo de
adsorcdo em superficie porosa. Aplicou-se um Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR) com trés fatores (variaveis) independentes (agitagéo (rpm): X1;
concentragao enzimatica [E] (mg/mL): X2; tempo (horas): X3) em cinco niveis (TABELA
1). O delineamento experimental consistiu de oito pontos fatoriais, seis pontos axiais
numa distancia de +1,68179 (nivel codificado) do ponto central e quatro repeticdes do
ponto central, totalizando 18 experimentos. Como variavel dependente ou variavel

resposta foi selecionado: quantidade de proteina no suporte [P] (Y1) (% pg/mL).
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TABELA 1 — NIVEIS DAS VARIAVEIS INDEPENDENTES UTILIZADOS NO DCCR

Variaveis i Niveis Codificados
Simbolos
Independentes -1,68179 1 0 1 1,68179
Agitagéo (rpm) X1 29,5 50 80 110 130,5
[E] (mg/mL) X2 0,3 3 7 11 13,7
Tempo (h) X3 2 4 7 10 12

Para realizar o planejamento experimental foi utilizado um suporte
lignoceluldsico (fornecido pela Bio4-Solugdes Biotecnoldgicas), mix enzimatico HBTP
em solugdo com tampao fosfato. Apds imobilizagao, o suporte foi seco em estufa a 45
°C e triturado em moinho de facas. Foram retirados 20 mg de suporte para dosagem
de proteinas pelo método de Bradford (1976).

O suporte foi avaliado enquanto matriz com potencial de imobilizagdo de
enzimas, com fim de obter porcentagem relativa de imobilizagcdo. Foi realizado um
Delineamento Experimental Composto Central Rotacional (DCCR) 23 e construidos
graficos de superficie de respostas para analisar os resultados obtidos.

O suporte seco, foi pesado em fragdes de 0,1 g, e submetido ao processo de
imobilizagdo. Este suporte foi acomodado em vials de 4 mL, ambientado a 25 °C,
seguido por adigdo de 1 mL enzima solubilizada tampéao fosfato. Todas as cinéticas
foram realizadas em shaker a 25 °C.

Analise de variancia (ANOVA) e teste de Fisher foram aplicados sobre os
dados experimentais para avaliar a significancia estatistica do modelo, e a qualidade
do ajuste do modelo foi expressa pelo coeficiente de determinagdao R2 Os pontos
centrais foram utilizados para estimar o erro puro do modelo. Teste t de Student foi
utilizado para avaliar a significancia das estimativas dos coeficientes da regresséo,
onde p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Os programas
Statistica (verséo Trial 12, StatSoft Inc., EUA) e Design Expert (verséo Trial 9, Stat-
Ease Inc., USA) foram aplicados para a analise dos dados e otimizagédo gréfica,

respectivamente.

3.9 OBTENGCAO DE BIOPRODUTOS A PARTIR DE VINHAGA DE ARROZ

Ap0s processo de preparagao da matéria-prima e imobilizacdo das proteases,
a vinhaca de arroz foi submetida a processos de digestdo enzimatica, seguido por

associagao ou fermentagcdo com Azospirillum brasilense, gerando assim o0s
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bioprodutos HV (hidrolisado de vinhaga de arroz) HVF (hidrolisado de vinhacga de arroz
fermentado com A. brasilense), HVI (hidrolisado de vinhaga de arroz em associagéo
com A. brasilense). O processo para obtengdo dos bioprodutos € resumido na

FIGURA 5. Os bioprodutos HV, HVF e HVI foram utilizados para os ensaios biolégicos.

FIGURA 5 — FLUXOGRAMA GERAL PARA OBTENGAO DE HIDROLISADO DE VINHAGA DE ARROZ
(HV), HIDROLISADO DE VINHACA DE ARROZ FERMENTADO COM Azospirillum brasilense (HVF),
HIDROLISADO DE VINHACA DE ARROZ EM ASSOCIACAO COM A. brasilense (HVI)
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3.9.1 Obtencéo de Hidrolisado de Vinhaca de Arroz (HV)

A vinhaga de arroz, apds ajuste do pH para 7,0, utilizando NaOH 0,5 M
(aproximadamente 20 mL/L de vinhaga) foi aquecida a 50 °C para posterior etapa de
hidrolise enzimatica e possibilitar o uso das enzimas imobilizadas. Apds, 10 g de
suporte imobilizado com o complexo enzimatico de proteases por litro de vinhaga foi
adicionado, permanecendo sob agitagdo de 120 rpm, a 50 °C por 24 h. Seguidamente,
as esferas foram separadas da suspensdo utilizando uma peneira mesh 12 e a
vinhaca hidrolisada foi decantada. O sobrenadante foi separado, originando os
produtos hidrolisados de vinhaga de arroz (HV).

A quantificagdo de aminoacidos foi realizada em analisador automatico de
aminoacidos, modelo SYKAM S433D (Sykam GmbH) e a quantificagao de triptofano
foi realizada por HPLC-UV-Vis a 283 nm com coluna C18, adaptando metodologia
descrita por Absalan, Akhond e Sheikhian (2010).
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3.9.2 Obtencdo de Hidrolisado de Vinhaca de Arroz Fermentado com Azospirillum
brasilense (HVF)

Utilizado HV como meio de cultura para a producado da biomassa de células
viaveis de AZO, para inoculagdo em solo, contempla-se a possibilidade de producéao
de moléculas de interesse agronémico, liberadas no sobrenadante apds o processo,
ja que o AZO é apto a produzir e excretar acido indol 3-acético (IAA), acido giberélico
(GA3) e zeatina (Z) (CASSAN; PERRIG; SGROY; MASCIARELLI et al., 2009).

Uma diluicado de 20% v/v de HV em agua purificada foi utilizada para o
crescimento da bactéria, adicionadas de fontes de nitrogénio 2,5% v/v (cloreto de
amoénio 0,02 M), fésforo 5% v/v (fosfato de potassio 5 mM), e melago de cana como
fonte de carbono (300 mg/mL). A. brasilense foi inoculado em concentragéo de 1% v/v
(10x108 células/mL), e a fermentagdo permaneceu por 24 h, agitagdo de 120 rpm, e
temperatura de 30 °C. O meio fermentado foi entdo decantado e o sobrenadante foi
separado, originando o hidrolisado de vinhaca de arroz fermentado (HVF). A
fermentacao realizada foi aerodbia.

A quantificagdo de aminoacidos foi realizada em analisador automatico de
aminoacidos, modelo SYKAM S433D (Sykam GmbH) e a quantificagao de triptofano
foi realizada por HPLC-UV-Vis a 283 nm com coluna C18, adaptando metodologia
descrita por Absalan, Akhond e Sheikhian (2010).

3.9.3 Obtencéao de Hidrolisado de Vinhaga de Arroz em Associagdo com Azospirillum
brasilense (HVI)

O produto se constitui em duas fracdes, uma nomeada HV, de vinhaca
hidrolisada, para aplicagao foliar, e a outra, um inoculante de raiz, contendo células
viaveis de AZO. O produto hidrolisado da vinhaca de arroz (HV) pode ser utilizado
com um inoculante em paralelo com o fertilizante foliar. Para tanto, foi adicionado 20
uL de uma solugdo contendo 1,0x108 ou 2,5x108 células/mL de A. brasilense,
previamente crescidas em meio NFb padréo (TABELA 2) por 24 h (tempo necessario
para atingir densidade o6tica de 1,0 a 600 nm) e injetadas 5 cm abaixo do hipocétilo

das plantas recém brotadas.
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Componente* Quantidade (g/L)
K2HPOq4 5x 10"
MgSQO4.7H20 25107
NaCl 1x 10"
CaClaz. 2H20 251072
Acido lactico (Lactato) 5
FeEDTA 6,56 x 102
Na2Mo04.2H20 2x103
MnS0O4.H20 2,354 103
HsBOs3 2,8 103
CuS04.5H20 8 x10°
ZnS04.7H20 2,45 10*
Biotina 1x10%
Piridoxol-HC1 2510+

*pH final foi ajustado para 6,5-6,8 com NaOH
FONTE: DoBereiner et al. (1995)

3.10 DETERMINACAO DO POTENCIAL BIOESTIMULANTE

Os produtos HV, HVI e HVF, obtidos apds as etapas de hidrolise enzimatica
foram avaliados quanto ao potencial bioestimulante por meio de bioensaios com

sementes de milho (Zea mays L.) e alface (Lactuca sativa).

3.10.1 Bioensaios com sementes de Milho (Zea mays L.)

Os bioensaios com milho foram realizados adaptando metodologia descrita
por Egener, Hurek e Reinhold-Hurek (1999). Sementes de milho, previamente lavadas
e esterilizadas com hipoclorito de sédio (0,1% v/v), foram pré-germinadas em placas
de Agar-agar (0,8% m/v) por 48 h a 30 °C. Seguidamente, as sementes de milho pré-
germinadas foram transferidas para tubos contendo aproximadamente 25 g de esferas
de polipropileno, e permaneceram por 7 dias em estufa incubadora, com fotoperiodo
de 12 h, intensidade luminosa de 197 pmol m=<s1, umidade e temperatura
controladas. Neste experimento, as sementes foram ancoradas nas esferas de

polipropileno para a simulagdo de um solo inerte, no interior de um tubo de ensaio e
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adicionados 10 mL da solucdo de interesse, com potencial para estimular o
enraizamento do milho.

Foram testados: o hidrolisado de vinhaga de arroz (HV) e o hidrolisado de
vinhaca de arroz em associagao com A. brasilense (HVI). HV foi diluido para as
concentragdes 2,5 e 10% v/v em agua purificada. Para obtengcédo do hidrolisado de
vinhaga de arroz em associacdo com o microrganismo A. brasilense (HVI), as células
viaveis do microrganismo, foram inoculadas a uma concentragéo de 2,5x108 células
por tratamento, aplicando-as em cima das sementes de milho. Agua purificada foi
utilizada como controle negativo, e um produto comercialmente disponivel
(Aminosoil®, Agrivalle) foi utilizado como controle positivo. Para cada experimento
individualizado, foram realizadas 15 réplicas por tratamento, e 3 réplicas
experimentais, de modo que os valores obtidos sdo uma média dos experimentos.
Foram avaliados o comprimento (cm) e o volume (cm?) da raiz, através do programa

computacional Win Rhizo® acoplado a Scanner.

3.10.2 Bioensaios com alface (Lactuca sativa)

3.10.2.1 Teste de crescimento de plantas de alface utilizando os produtos HV, HVF,
HVI como fertilizantes foliares

Para avaliar o potencial dos produtos derivados da vinhaca de arroz, como
fertilizante foliar, foram realizados bioensaios com plantas de alface (Lactuca sativa).
Para tanto, foram utilizados vasos de 1 L com volume equivalente de solo previamente
autoclavado, para garantir a esterilizacdo da microbiota natural e permitir a avaliacéo
dos ganhos agronémicos quando realizado com inoculagdo de A. brasilense. As
plantas de alface foram fertilizadas, por meio de aplicagao foliar, a cada 12 dias, a
partir do 15° dia, com 1,5 mL/planta dos produtos, assim como foram realizados os
controles. O experimento foi realizado por 50 dias em casa de vegetagdo, com 5
réplicas para cada produto testado. Este teste objetivou avaliar o tamanho de area
foliar das plantas, e o ganho em peso seco com a aplicagao foliar.

Para as plantas inoculadas com HVF e HVI, foi aplicado no solo 20 uL de uma
solugéo contendo A. brasilense a uma concentragido de 10x108 células/mL. Para os
produtos HV e HVI foram testadas as concentragdes de 1, 2,5 e 5% v/v. O produto

HVF foi diluido, primeiramente a 20% v/v, seguido por novas dilui¢des para 4, 8 e 12
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vezes em agua purificada. Agua purificada foi utilizada como controle negativo (TN),
também foi avaliado um controle de inoculagédo sem adigédo de fertilizante (sigla TI).
Como controle positivo, utilizou-se um produto comercialmente disponivel (Liqui-Plex
Bonder®, Alltech), em concentragbes baixas (sigla TP) e altas (sigla TPH), conforme
recomendagao do fabricante. Adicionalmente, foram testados os efeitos da inoculagéo
em ambos controles positivos (TPl e TPHI para as respectivas concentracoes).

3.10.2.2 Teste de enraizamento de plantas de alface utilizando os produtos HV e
HVF

Este teste foi realizado para avalizar o potencial dos produtos HV e HVF como
enraizadores para alface (Lactuca sativa). Para tanto, utilizou-se HV nas
concentragdes 5 e 10% v/v, e HVF foi diluido 4 e 8 vezes. Como controle negativo foi
utilizado agua, e como controle positivo um produto comercialmente disponivel
(Aminosoil, Agrivalle®). Os testes foram realizados em casa de vegetagdo, em
plantadeiras com volume de 50 mL cada pogo, preenchidas com terra preta inerte. As
plantulas foram tratadas com 0,5 mL de cada tratamento apds o quinto dia, em que
houve a germinagéo das sementes, até o trigésimo dia, com aplicagdes a cada 5 dias.
As leituras de volume, comprimento e area das raizes, foram feitas em quintuplicatas

para cada tratamento.

3.10.2.3 Testes de germinagao de sementes de alface com os produtos HV, HVI e
HVF

Para avaliar a capacidade dos produtos obtidos na presente invengédo como
auxiliar de germinagao, foi realizado um experimento testando os produtos HV, HVF
e HVI (em quintuplicata) em sementes de alface (Lactuca sativa). Para tanto, utilizou-
se placas de Petri de 5 cm, com seu interior recoberto por um disco de papel filtro.
Para cada replicata/placa, foram acomodadas 10 sementes de alface e 3 mL de cada
produto. Como controle experimental foi utilizado H20. O experimento foi conduzido
em camara de germinagédo com fotoperiodo de 12 h e temperatura de 30 °C. Apos 7
dias, as sementes foram analisadas em scanner especifico WinRhizo, medindo-se o
comprimento das raizes, o tamanho dos hipocdtilos (primeira parte aérea das

pléntulas) e a porgcéo de area foliar.
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3.11 MEIO PARA CULTIVO DE Azospirillum brasilense A BASE DE HIDROLISADO
DE VINHACA DE ARROZ E MELACO DE CANA

Objetivando um meio de cultura alternativo para A. brasilense, diferentes
meios foram formulados utilizando hidrolisado de vinhaga de arroz (HV) e melago de
cana. Para isso, formulacdes foram estudadas, variando as concentracdes das fontes
de nitrogénio, fosforo e carbono e do hidrolisado de vinhaca de arroz, em bateladas
de 24h com 4mL em frascos de penicilina de 5mL. Como fonte de fosforo foi testado
fosfato dipotassico (K2HPO4) em concentragdes de 0; 1,5; 2,2 e 3 nmol. Como fonte
de nitrogénio foi testado cloreto de aménio (NH4Cl) em concentragdes de 0; 3; 5,5e 6
nmol. Como fonte de carbono foi testado melago de cana (Glucose 45,33%; Sacarose
34,12%; Frutose 20,55%) nas concentragdes de 6,5 e 300 uyg/mL e Lactato como
descrito no meio NFb padrao. Hidrolisado de vinhaga de arroz (HV), obtido apds
reacdo com complexo HBTP imobilizado, foi diluido em agua deionizada nas
concentracdes de 10, 20, 30 e 40% v/v e adicionado aos demais componentes do

meio como fonte aminoacidos orgéanicos (resultantes da hidrolise proteica).

3.11.1 Contagem de UFC das culturas de A. brasilense nos meios de cultivo

formulados

A cultura de A. brasilense foi obtida de um estoque em placa, do qual foi feito
um preé-inéculo, crescido durante a noite em meio NFb padréo até atingir densidade
Optica de 1,0 a 600 nm. Apds, 1% v/v deste pré-indculo foi adicionado aos meios de
culturas a base de HV (ltem 3.9). Para determinar o crescimento de A. brasilense foi
feito contagem de Unidades Formadoras de Colbnia (UFC). Para tanto, 3 gotas de 10
ML de diluigbes seriadas (1 para 10) destas células crescidas nos meios a base de HV
em solucao salina 1% foram aplicadas sobre meio NFb sdlido e crescidos em 48 h a
30 °C. Apos o crescimento, fez-se contagem de UFC nas diluicbes onde essas
unidades se diferenciam, como relatado na técnica da microgota descrita por Romeiro
(2012).

3.11.2 Comparagao do crescimento de A. brasilense em meio NFb suplementado com
HV
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Objetivando o crescimento celular de A. brasilense, meio NFb padrdo foi
suplementado com HV e HV diluido em agua. Para tanto, foi avaliado o crescimento
das células em meio NFb com adigéo de 20, 40, 60 e 80% v/v de HV e HV previamente
diluido em agua nas concentracdes de 20, 40, 60 e 80% v/v. Foram realizados dois
experimentos individualizados com triplicatas experimentais, utilizando vidros de
penicilina de 5 mL, previamente autoclavados e selados, contendo um volume
reacional total de 2 mL de meio e 1% v/v de inéculo das células de A. brasilense
previamente repicadas duas vezes e crescidas até densidade 6ptica de 1,0 a 600 nm.
Meio NFb padrao foi utilizado como controle positivo. O teste foi realizado em
incubadora Shaker, com temperatura mantida em 30 °C, agitagao de 120 rpm por 24
h. Apds o crescimento, fez-se contagem de UFC nas diluigdes onde essas unidades

se diferenciam, como relatado na técnica da microgota descrita por Romeiro (2012).

3.11.3 Avaliacao da suplementacao de HV com fonte de carbono, nitrogénio e fésforo

para o crescimento de A. brasilense

Com o intuido de avaliar as necessidades nutricionais das células de A.
brasilense, diluigdes de HV foram suplementadas com fonte de carbono, nitrogénio e
fésforo. Para isso, dois blocos experimentais foram realizados utilizando meio a base
de HV (20 e 100% v/v em agua purificada) suplementado. Num primeiro bloco, lactato
de sodio (fonte seletiva de carbono do NFb padrao) foi adicionado em concentragdes
de 0, 20, 30, 40, 50 e 100 mM. No segundo bloco, utilizou-se as mesmas
concentragdes de fonte de carbono (lactato de sodio) acrescidos 3 nmol de K2HPO4 e
6 nmol de NH4ClI (valores utilizados em meio NFb padrdo) como fontes de fésforo e
nitrogénio.

Foram executados dois experimentos individualizados com triplicatas
experimentais cada um, utilizando vidros de penicilina de 5 mL, previamente
autoclavados e selados, contendo um volume reacional de 2 mL de meio e 1% de
indculo das células de A. brasilense previamente repicadas duas vezes e crescidas
até densidade 6ptica de 1,0 a 600 nm. Meio padrdo NFb foi utilizado como controle
positivo. O teste foi realizado em incubadora Shaker, com temperatura mantida em 30
°C, agitacao de 120 rpm por 24 h. Apés o crescimento, fez-se contagem de UFC nas
diluicdes onde essas unidades se diferenciam, como relatado na técnica da microgota

descrita por Romeiro (2012).
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3.11.4 Substituicdo da fonte de carbono por melaco de cana

Com o intuido de avaliar o efeito da substituicdo da fonte de carbono padrao
(lactato de sodio) sobre o crescimento de células de A. brasilense, meio contendo HV
20% v/v em agua purificada, contendo adig¢des fixas de N e P (conforme descritas no
meio NFb padréo) foi adicionado de melago de cana, nas concentragdes de 0, 3, 6,
50, 300 e 600 pg/mL.

Foram executados quadruplicatas experimentais, utilizando vidros de
penicilina de 5 mL, devidamente autoclavados e selados previamente autoclavados e
selados, contendo um volume reacional de 2 mL de meio e 1% de inéculo das células
de Azospirillum brasilense previamente repicadas duas vezes e crescidas até
densidade o6ptica de 1,0 a 600 nm. Meio padrédo NFb foi utilizado como controle
positivo. O teste foi realizado em incubadora Shaker, com temperatura mantida em 30
°C, agitacado de 120 rpm por 24 h. Apds o crescimento, fez-se contagem de UFC nas
diluicdes onde essas unidades se diferenciam, como relatado na técnica da microgota

descrita por Romeiro (2012).

3.12 QUANTIFICACAO DE FITORMONIOS, EM MEIOS A BASE DE HIDROLISADO
DE VINHACA FERMENTADOS, POR CROMATOGRAFIA DE ULTRA
ELEVADA EFICIENCIA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS
(UHPLC-MS)

A identificacdo e quantificacdo de fitohormdnios em meios a base de HV
(vinhacga hidrolisada com o complexo enzimatico HBTP) foi realizada por UHPLC-MS.

A vinhacga hidrolisada com o complexo enzimatico HBTP foi escolhida para
formular os meios fermentativos pelo fato de ser o produto reacional que mais obteve
aminoacidos livres entre todas as reacdes testadas.

Foram testadas 4 diluigbes de HV, denominadas V10, V20, V30 e V40 (10%,
20%, 30% e 40% em H20 ultrapura respectivamente), 3 concentragées de NH4Cl e
KH2PO4, denominas 50% para N=0,5M; P=50mM, 75% para N=0,75M; P=75mM e
100% para N=1M; P=100mM e 2 concentracbes de melaco de cana como fonte de

carbono denominadas 1:8 para 300mg/mL e 1:400 para 6mg/mL.
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Para cada variacdo, foram executadas quadruplicatas experimentais
utilizando vidros de penicilina de 5 mL, devidamente autoclavados e selados
previamente ao manuseio e inoculagdo em fluxo laminar, cada qual contendo um
volume reacional de 2 mL de meio e 1% de in6culo das células de Azospirillum
brasilense previamente repicadas duas vezes e crescidas até densidade 6ptica de 1,0
a 600 nm. Meio padrao NFb foi utilizado como controle positivo acrescido. O teste foi
realizado em incubadora Shaker, com temperatura mantida em 30 °C, agitacao de 120
rom por 24 h. Apos o crescimento, mediu-se densidade ética em espectrofotdmetro a
600nm, para todas as concentragdes, em seguida, os respectivos sobrenadantes
microfiltrados (0,22 ym, Kasvi) para a analise cromatografica.

Nas replicatas experimentais utilizando meio NFb, foi utilizado meio tal qual
descrito na unidade 3.7 deste trabalho, no entanto, com adi¢do de 50ug/mL de L-
triptofano (Sigma).

Os tempos de retencdo das amostras analisadas foram comparados aos de
padrdes analiticos. Cada padrao foi analisado separadamente para determinagao do
tempo de retencgdo individual. Uma curva de calibrac&o foi gerada a partir de solugdes
padrao, para cada molécula.

As amostras e os padrées de fitormbénios N6-benziladenina (BA), NG6-
benziladenosina (BAR), dihidrozeatina (DZ), dihidrozeatina ribosidio (DZR), N6-
isopenteniladenina (iP), cinetina (K), cinetina ribosidio (KR), trans-zeatina (tZ), trans-
zeatina ribosidio (ZR), cis,frans-acido abscisico (ABA), acido indol-3-acético (AlA) e
acido giberélico (GA3) (adquiridos da empresa OIChemIm - Republica Tcheca), foram
solubilizados em agua ultrapura e metanol 99,9%, em proporgédo de 70:20 (v/v),
previamente filtrados em unidades filtrantes com poro de 0,22 pm.

Os solventes utilizados na fase movel foram, acido formico 85%, acetonitrila
99,9% e agua ultrapura. A fase mével consistiu em dois solventes: A e B. O solvente
A consistiu em 0,1% de acido férmico em acetonitrila e o solvente B consistiu de 0,1%
de acido férmico em agua ultrapura.

A andlise de cromatografia liquida foi realizada em um UHPLC Waters,
equipado com coluna cromatografica Ascentis® C18 (15 cm x 2,1 mm), com tamanho
de particula de 3 ym, utilizando os seguintes parametros cromatograficos: Volume de
inje¢do: 10 uL; Fluxo: 0,4 mL min™'; temperatura 40 °C e fase mével com gradiente de
solventes A e B (Tabela 3). O equipamento de UHPLC é acoplado a um espectrometro

de massas Xevo® G2-S QTof, sendo a fonte de ionizagéo por eletrodisperséo (ESI,
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electrospray ionization) e o gas nebulizador nitrogénio. A press&o do gas nebulizador,

a temperatura do gas e a voltagem utilizada foram 4,0 Bar, 200 °C e 10,0 eV,

respectivamente.
TABELA 3 — GRADIENTES DA FASE MOVEL
Tempo (min) Solvente A? (%) Solvente B (%)
0:01 3 97
8:00 30 70
10:00 50 50
14:10 80 20
20:00¢ 3 97

NOTA: 2 Solvente A: 0,1% de acido férmico e acetonitrila; ® Solvente B: 0,1% de acido férmico e agua
ultrapura; ¢ Tempo total da cromatografia.

3.13 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE HIDROLISADOS DE VINHACA DE ARROZ

A atividade antioxidante foi avaliada quanto a capacidade de doagao de
hidrogénios, ou seja, inativagdo de radicais livres, através do método do radical
estavel DPPH (a,a-difenil-B-picrilhidrazil) (Brand-Willians et al., 1995).

Foram testados os produtos da hidrélise enzimatica da vinhaga com os
complexos enzimaticos:

- HP [Corolase-H-pH (AB Enzymes, EC 3.4.21.61) e Papaina (Prozyn
BioSolutions, EC 3.4.22.2)];

- S7P [Savinase (Novozymes, EC 3.4.21.62), Corolase 7089 (AB Enzymes,
EC 3.4.24.28), Papaina (Prozyn BioSolutions, EC 3.4.22.2)].

E também dos complE também as enzimas livres:

- Aspergillus oryzae P1000 (Prozyn BioSolutions, EC 3.4.21.63) e

- Corolase 7089 (AB Enzymes, EC 3.4.24.28).

FIGURA 6 — OBTENCAO DE HV PARA A DETERMINACAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE

Reacs Ultrafiltragéo Determinacéao
eagao com 10 kDa o .| do Potencial
Enzimatica e > 8000 rpm »  Liofilizagao Antitioxidante

Inativagao (VivaSpin) (DPPH)
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Em uma placa de poliestireno de 96 micropocos, 50 yL das amostras
solubilizadas em metanol nas concentragdes de 2-50 ug, foram misturados a 200 pL
de uma solugdo de DPPH (0,04 g/L em metanol), preparada apenas pouco tempo
antes dos ensaios. As placas foram incubadas por 30 min em temperatura ambiente.
A leitura das absorbancias foi feita em leitor de microplaca a 515 nm a cada 5 min.
Também foi preparado um branco do DPPH (200 uL de DPPH e 50 uL de solvente
somente). Devido as amostras terem cor, foram preparados branco da amostra com
50 uyL da amostra e 200 pyL de solvente somente. Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-carboxylic acid) e BHT (di-terc-butil metil fenol) foram utilizados
como controles positivos. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas, e
em triplicatas de experimentos individuais. A capacidade de inativagcao do radical
DPPH, em percentagem, foi calculada através da Equacéo 7:

Ac—(Ar—Aa]

%INB =1 x 100 (Eq. 7)

onde:
Ac = controle;
Ar = amostra;

Aa = branco da amostra.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZAGCAO FiSICO-QUIMICA DA VINHACA DE ARROZ BRUTA

A vinhaga do alcool de arroz € um subproduto com caracteristicas conhecidas
no universo das aplicacdes de efluentes de destilarias, suas principais caracteristicas,
em grande parte, ndo se diferem das vinhagas em geral, contendo um pH acido,
grande quantidade de agua livre e elevada quantidade de matéria organica (EL-
ZAIAT; RE; PATINO; SALLAM, 2019) No, entanto, se comparada a vinhaga de cana
de agucar, deve possuir maiores valores de proteinas vindas do arroz, ja que ndo sao
aproveitadas no processo fermentativo em sua totalidade.

Entre os trabalhos que utilizam a vinhaga do alcool de arroz, encontra-se um
pH que varia entre 2,95 e 3,5, uma quantidade de acgucares totais que varia entre 5 a
26% do peso seco total. Nota-se também a presenca de ions de fésforo, calcio,
magnésio, e zinco, podendo variar de acordo com os parametros desejados na
concepgao do produto final (COLUSSE; SANTOS; RODRIGUES; BARGA et al., 2021,
EL-ZAIAT; RE; PATINO; SALLAM, 2019; WU; LIU, 2013; YANG, 1998; YANG; LIN,
1998; YANG; TUNG, 1996).

A determinagao dos parametros fisico-quimicos: pH, atividade de agua (Aw),
umidade, cinzas, quantificacao de acgucares, ions e proteinas para a vinhacga bruta foi
realizada logo apos a chegada da matéria-prima. Os resultados obtidos estdo

apresentados na Tabela 4.

TABELA 4 — PARAMETROS FISICO-QUIMICOS DA VINHAGCA BRUTA

Parametros Fisico-Quimicos

pH 3,06 £ 0,01
Atividade de agua (aw) 0,993
Solidos Totais (%) 0,04 + 0,003
Umidade (%) 0,96
Cinzas (%) 15,03+ 0,17
Acucares Redutores (mg/g) 5,42
Proteinas Totais (mg/g) 570,32 + 2,67
Proteinas Soluveis (mg/g) 106,01 £ 0,12
Lipidios totais (mg/g) 35,5+ 0,69




TABELA 5 — QUANTIFICACAO DE iONS

Concentragéao
ions (mg.L")
Cations soluveis
Na* 24,98
NH,* 20,24
K* 40,01
Mg?* 20,2
Ca? 13,53
Anions soluveis
F- 0
Cl- 30,03
NO2 0
Br 0
NO3 - 0
PO4 -3 320,5
S04 2 45,42

A vinhaga bruta apresentou um pH de 3,06, demostrando que a matéria-prima
possui um elevado carater acido. Os experimentos subsequentes foram realizados
somente apos ajuste do pH para 7,0.

A atividade de agua foi igual a 0,993, o que limita o armazenamento do
material, ja que em condi¢des de temperatura ambiente, este poderia facilmente sofrer
contaminagao. No entanto, assim como observado por (RAMOS; LABERNIA; MARIN;
SANCHIS et al., 1998), essa caracteristica é desejavel em formula¢des de meios de
cultura, onde deseja-se teores acima de 0,9 para meios liquidos. O percentual de
solidos totais foi de 0,04% + 0,003 e a umidade foi de 96,00% + 0,003. O teor de
umidade total corrobora com os resultados de Aw, como esperado para um
subproduto liquido, demostrando um baixo teor de sdlidos totais.

A determinacgao das proteinas totais nos solidos da vinhaga bruta indicou que
esse tipo de macromolécula € o composto mais abundante na composi¢ao da vinhaga.
As analises de Kjeldahl apontaram para uma quantidade de 570,32 + 2,67 mg/g de
proteinas nos solidos da vinhaga, o que representa mais da metade em peso, e
destas, 106,01 £ 0,12 mg/g foram de proteinas soluveis, determinadas pelo método
de Biureto. Esses valores estao dentro do esperado quando analisamos a composi¢ao
do arroz, que, em diferentes variedades, sempre apresenta as proteinas como
segundo composto mais abundante, perdendo apenas para os carboidratos, que

nesse caso s&o consumidos em larga medida durante o processo fermentativo.
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A anadlise de ions comprovou 0 que ja era esperado de uma vinhaga, a
presenca de eletrélitos remanescentes no meio, necessarios para fermentacéo, assim
como macro e microminerais, vindos do arroz, podendo variar de acordo com a
eficiéncia da fermentagdo ou objetivo sensorial. Isso favorece a utilizagdo deste
efluente em bioprocessos que precisam ser suplementados com elementos quimicos
para nutrir fermentagdes diversas ou mesmo para producdo de biomassa
microbiolégica. Como macrominerais, encontra-se na vinhaga deste estudo valores
de 13,53 mg/L para o calcio, 320,5 mg/L para fésforo, 40 mg/L de potassio e 14,9 g/L
de ions amoénio. Ja nos microelementos, ndo encontramos flior ou bromo, potenciais

poluentes.

4.2 ENZIMAS UTILIZADAS E IMOBILIZACAO ENZIMATICA

Para aproveitamento de vinhaca de arroz como biofertilizante, foram
escolhidas enzimas comerciais de mecanismo proteolitico conhecido, com vasta
utilizagdo em processos agrondmicos e alimenticios no processo de hidrolise. Essas
proteases, de diversas caracteristicas e classes diferentes foram escolhidas quanto
ao mecanismo de atuagao promovido pelo sitio catalitico das mesmas, avaliando a
capacidade de gerar peptideos bioativos e aminoacidos livres a partir das proteinas
presentes na vinhaga.

Objetivando otimizar a liberagdo desses aminoacidos e peptideos de baixo
peso molecular de interesse agronémico, testou-se também a formulagado de “mixs”
enzimaticos (enzimas utilizadas em conjunto). Esses mixs foram formulados com
enzimas de classes diferentes e que, portanto, atuariam na cadeia polimérica de
aminoacidos em sitios diferentes, otimizando a liberagao de moléculas menores. Além
disso, a prépria conformacgao bioquimica e tridimensional das estruturas das enzimas
podem fornecer especificidades diferentes para enzimas de mesma classe (BOYER;
KREBS, 1986; DIXON; WEBB, 1960; POLAINA; MACCABE, 2007; TERRA;
FERREIRA; JORDAO; DILLON, 1996)

O sistema combinado de imobilizacdo permite que as esferas de celulose nao
se fragmentem com a abrasao do movimento reacional, desta forma, também permite
maior reutilizacdo das mesmas. O revestimento com quitosana permite que as fibras

do suporte, inchadas pelo contato com 0 meio aquoso, ndo se desfragmentem com a
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friccdo provocada pelo atrito entre as esferas em meio a agitagdo. Para imobilizagéo
em suportes lignoceluldsicos, enzimas podem chegar a uma manutencgao de atividade
de 88% usando aparas, cavacos e serragens como suporte, materiais com alta
porosidade e de pequeno diametro, aumentando a area de contato para a imobilizagao
(A MAHMOOD, 2010; SANTOS, 2010). Do mesmo modo, proteases podem chegar a
rendimentos de manutencao de atividade parecidos, chegando a valores que podem
chegar de 80 a 88% para materiais imobilizagdo em materiais contendo celulose, e
até 93% para nanoparticulas de celulose (DE MELO BRITES; CERON; COSTA;
OLIVEIRA et al., 2020; LAN; TAI; SHEN; WANG et al., 2012; TACIAS-PASCACIO;
MORELLON-STERLING; CASTANEDA-VALBUENA; BERENGUER-MURCIA et al.,
2021).

Comumente, o envolvimento enzimatico de proteases por membranas
esféricas de quitosana varia entre 60 a 90% de manutencao da atividade enzimatica,
a depender de questdes que podem influenciar na transferéncia de massa, como usar
um ligante quimico, ou mesmo o didmetro das esferas utilizadas (BADOEI-DALFARD;
SAEED; KARAMI, 2022; DEMIRKAN; AVCI; AYKUT, 2018; ELCHINGER;
DELATTRE; FAURE; ROY et al., 2015).

Esses procedimentos, combinados, compde sistema de imobilizagdo por
adsorgdo em matriz porosa, juntamente com envolvimento por membranas. As
técnicas aplicadas, conjuntamente, possibilitam a reutilizacdo das esferas, assim
como a protegédo contra abragdo em meio agitado. Esse sistema combinado, possui
eficacia diminuida pelo fato de haver duas barreiras para a transferéncia de massa,
porém apresenta mais estabilidade mecanica, alta porosidade, a um baixo preco.

Entao, o sistema de suporte combinado de imobilizagao foi testado. Apresentou
uma eficacia na manutencéo da atividade enzimatica de 61,4% (+ 15%), em relagao
a eficiéncia das enzimas livres (FIG. 7), além de apresentar bom rendimento de
imobilizagdo enzimatica (70 mg/g de suporte). O complexo enzimatico HBTP
apresentou manutengdo de atividade de 60%, o que condiz com a média das
manutengdes das enzimas que o compdem, dentro dos desvios padrbes
apresentados.

A enzima que obteve melhor manutencgéo de atividade (capacidade de
aderir ao suporte) adsorvida pelo suporte, foi a H-PH, com 78% de retencdo de

atividade, ao passo a que apresentou pior manutengao de atividade foi a P100, com
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52% (FIG. 8). A enzima bromelina manteve retencéo de atividade de 64% e a tripsina
ficou em 53%.

As diferengas se devem pelo fato de que as enzimas interagem com diferentes
forgcas de ligacao eletrostatica nos arcabougos porosos do suporte lignocelulésico, e,
de modo geral, € também possivel avaliar que perdas na atividade enzimatica fossem
previstas por basicamente mais dois fatores: O primeiro e certamente o mais provavel
reside no fato de que a tecnologia de enzimas imobilizadas normalmente atravessa
questdes de transferéncia de massa. A adsor¢do em matriz porosa nao foge a regra,
ja que o meio difusional no interior das fibras nao apresenta a mesma mobilidade de
um meio com enzimas livres e o aprisionamento com quitosana pode interferir nisto,
pela mesma logica. O segundo se da por questdes de inibicdo, pois a medida que
ocorre a hidrélise e a despolimerizacao das proteinas, o meio reacional vai se
alterando de tal forma que seria possivel imaginar que essas enzimas pudessem
sofrer inibigao pelo produto.

No entanto, estas enzimas apresentaram bons resultados de
manutencdo, considerando que sempre havera perdas para o tipo de material
empregado como suporte.

Ensaios de ciclos enzimaticos mostram que o suporte ndo apresentou queda
significativa da atividade, mesmo apés 10 ciclos consecutivos (FIG. 8). E importante
destacar que, sem a camada externa de quitosana, ndo seria possivel viabilizar a
utilizagao do suporte lignocelulésico. Testes preliminares mostraram que as fibras se
desfizeram quando submetidas a agitagdo em meio aquoso, como ficou comprovado
através das imagens de microscopia (MEV). A quitosana além de manter as enzimas
no interior dos poros do material lignoceluldsico por mais tempo, também impede a
abrasividade gerada no contato de uma esfera com a outra. O carater gelificante da
quitosana, € uma das principais caracteristicas do material, que, em uma reacao
agitada, torna possivel a capacidade de manutengao da integridade fisica do sistema
suporte-enzima, visto que particulas gelatinosas tem capacidade de absorver impacto
(KLEIN; NUNES; RODRIGUES; BENVENUTTI et al, 2012; KOUKARAS;
PAPADIMITRIOU; BIKIARIS; FROUDAKIS, 2012; KRAJEWSKA, 2004; YEON; YOU;
ADHIKARI; HONG et al., 2019).
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FIGURA 7- CINETICA DOS CICLOS E TEORES DE PROTEiNAS REMANESCENTES APOS CADA
CICLO ENZIMATICO
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FIGURA 8- COMPARACAO DAS MANUTENGOES DE ATIVIDADES DAS ENZIMAS LIVRES E

IMOBILIZADAS
| -
H-PH

4.3 DETERMINACAO DE AMINOACIDOS LIVRES DOS HIDROLIZADOS DE
VINHACA COM MIXS ENZIMATICOS
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Na figura abaixo, observa-se o cromatograma do padrao de aminoacidos, com
concentragao determinada pelo analisador de aminoacidos Sykam S 433 (sistema de
detecgao e derivatizagdo pods-coluna). A quantificagao dos aminoacidos foi realizada
segundo processo padrao Sykam, realizada por HPLC (cromatografia liquida de alta
eficiéncia), os temos de retengdo dos aminoacidos foram comparados ao perfil pré

estabelecido pelo fabricante. Os cromatogramas das amostras dos hidrolisados de
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vinhaga com os mixs enzimaticos foram analisados através de medi¢cdo da area dos
picos, quando comparados aos do padrao com concentracdo conhecida. Nota-se que
a existéncia de duas linhas de base deve-se ao fato da realizagcao de medigdo em dois

comprimentos de onda diferentes. Sendo o superior em XX e a inferior em XX.

Na Figura seguinte temos o cromatatograma do hidrolisado denominado
HBTP, que, conforme esta analise, demonstrou a maior quantidade de aminoacidos
livres presentes na amostra (Tabela de quantificacdo). Pode-se observar que todos
0s aminoacidos, como acido aspartico, treonina, serina, acido glutamico, prolina,
glicina, alanina, cisteina, valina, metionina, isoleucina, leucina, tirosina, fenilalanina,
histidina, lisina e arginina estédo presentes na amostra HBTP. O aminoacido triptofano

nao foi detectado porque o equipamento utilizado nao identifica este aminoacido.
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Tendo as amostras passado por método de microfiltracdo 10 kDa, espera-se
que somente fracdes hidrolisadas de proteinas tenham restado na fracido purificada
para a analise, ja que, dentre as prolaminas, glutelinas, globulinas e albuminas,
proteinas presentes na fragao proteica do arroz, as globulinas, proteinas de menor
peso molecular, apresentam de 11 a 15 kDa (JAYAPRAKASH; BAINS; CHAWLA;
FOGARASI et al., 2022). Ja na fragéo proteica advinda das leveduras do processo de
fabricacdo do alcool, todo o perfil proteico de metabolismo eucarionte pode ser
encontrado, podendo possuir vasto perfil, ja que sdo conhecidas 5797 proteinas
conhecidas pela literatura. (TIESSEN; PEREZ-RODRIGUEZ; DELAYE-
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ARREDONDO, 2012; WIEDERHOLD; VEENHOFF; POOLMAN; SLOTBOOM, 2010).
Mas também nesta fragdo proteica dos extratos hidrolisados, grande parte pode ser
retirada via filtracado 10kDa.

O fator limitante para a preparacéao de proteinas de arroz com valor agregado
€ sua baixa solubilidade, na agua € menos de 2% e a faixa de pH de 4-7. Como
discutido acima, a extensa agregacao e reticulacao através de interagao hidrofébica e
ligagbes dissulfeto resultam no insoluvel precipitado. Portanto, a aplicagdo atual de
proteina de arroz é limitada (MALECKI; MUSZYNSKI; SOLOWIEJ, 2021). E comum a
usar protease para desdobrar a matriz polissacaridica para liberar e fracionar a
proteina maior em proteinas menores e soluveis (JAYAPRAKASH; BAINS; CHAWLA;
FOGARASI et al., 2022). Através destas caracteristicas do perfil proteico do arroz, é
possivel considerar que os tratamentos enzimaticos aplicados as proteinas da vinhaca
de arroz possam sofrer limitagdes de carater difusional, visto que enzimas hidroliticas
atuam preferencialmente em meios contendo agua, e podem sofrer instabilidades
estruturais em suas cadeias polipeptidicas quando expostas a um meio hidrofébico
(como é o caso das fragdes de micelas formadas pela carga lipidica advinda das
organelas celulares, parede celular e metabolismo das leveduras), e, como
mencionado, boa parte do conteudo proteico do arroz permanecera inacessivel,
(integrando a fragao hidrofébica) as proteases.

As concentracdes de 16 aminoacidos presentes nas 4 amostras de
hidrolisados e as porcentagens relativas ao total analisado foram apresentadas na
Tabela de quantificagdo. O Hidrolisado que mais apresentou concentragcdo de
aminoacidos livres foi o HBTP, com um somatdrio de 388,4 umol/g, seguido por HP,
com um total de 224,2 umol/g. E justo salientar que os hidrolisados com o mix PE
podem apresentar valores de liberagcéo abaixo do esperado pois 0s mixs em questao
foi formulado para isolar fracdes de polissacarideos dos conteudos proteicos, neste
caso, o foco ndo € necessariamente liberar aminoacidos, e sim, fracionar as

macromoléculas proteicas.

TABELA DE QUANTIFICACAO — QUANTIFICACAO DE AMINOACIDOS PRESENTES NOS
HIDROLISADOS DE VINHACA COM MIXS ENZIMATICOS

HBTP HP S7P PE

Aminoacidos
umol/g | % Aas | umol/g | % Aas | umol/g | % Aas | umol/g | % Aas

ASP 8,3 16 - - - ] } _
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HBTP HP S7P PE
Aminoacidos

umol/g | % Aas | umol/g | % Aas | umol/g | % Aas | umol/g | % Aas
THR 24,5 4,7 17,2 5,1 - - 3,7 4,7
SER+GLU+PRO* 449 8,6 6,3 1,9 - - 7,8 9,9
GLY 34,4 6,6 - - 54 5,5 5,1 6,5
ALA+CYS* 41,1 7.9 30,0 9,0 8,9 9,0 7,2 9,3
VAL 44,5 8,6 29,9 9,0 10,8 10,9 12,4 15,8
MET 16,4 3,2 21,0 6,3 4.6 4.6 - -
ILE 27,0 52 19,2 5,8 8,3 8,4 4.8 6,1
LEU 38,1 7,3 21,9 6,6 10,8 11,0 6,6 8,5
TYR 24,1 4,6 25,9 7,8 6,0 6,0 4,8 6,1
PHE 23,5 4,5 19,1 57 12,6 12,8 3,7 47
HIS 37,3 7,2 35,8 10,7 6,4 6,5 5,0 6,4
LYS 24,3 4,7 15,1 4,5 6,3 6,3 5,0 6,4
3 388,4 100,0 2242 100,0 80,1 100,0 66,0 100,0

* Aminoacidos quantificados em conjunto.

Com essa analise, ficou estabelecido que o hidrolisado proteico com o mix
HBTP é o que mais expressou as moléculas alvo, os aminoacidos. Nos testes por

subsequentes, foi utilizado esta fragao para avaliar o potencial dos hidrolisados.

4.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As analises de microscopia foram realizadas de forma a comparar o suporte
de imobilizacdo, antes e apds imobilizagdo enzimatica, em meio aquoso e finalmente
apods o tratamento com a solugao de quitosana. A MEV permite observar a estrutura
detalhada do suporte e perceber as nuances das mudancas estruturais que os
tratamentos conferiram ao mesmo.

Nas Figuras 9 e 10 sdo apresentadas imagens de MEV do suporte de
imobilizacdo, em aumento de 100x. Na Figura 9a, € apresentada a estrutura
tridimensional do suporte enzimatico na sua forma original, sendo possivel observar a
forma compactada das fibras do material, bem como sua caracteristica amorfa. A
disposicao e caracteristicas das fibras sao decorrentes do processamento realizado
no material vegetal original para produzir o suporte lignoceluldsico (tecnologia em fase
de patenteamento pela Bio4). Na Figura 9b, é apresentada a estrutura do suporte apés
processo de imobilizagdo enzimatica, passando pelo contato com meio aquoso

(tampao fosfato). E possivel observar uma modificacdo na estrutura tridimensional do
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suporte. As fibras se encontram mais espacadas, alterando a compactagdo do

material, porém mantendo o carater amorfo no que diz respeito a estrutura das fibras.

FIGURA 9: MEV DO SUPORTE LIGNOCELULOSICO ANTES E APOS IMOBILIZAGAO ENZIMATICA

NOTA: A: Suporte lignocelulésico; B: Suporte apds imobilizagao enzimatica.

Na Figura 10 sdo apresentados os suportes de imobilizagdo antes (Figura
10a) e apo6s (Figura 10b) o processo de imobilizagado, envoltos em um biofilme de
quitosana. O processo de biofilme é necessario para manter o suporte parcialmente
integro durante a subsequente hidrélise proteolitica em meio aquoso. O biofilme de
quitosana auxiliou na compactacao das fibras, diminuindo o espagamento entre as
mesmas quando em contato com meio aquoso, como pode ser observado na Figura

10b em relagéo a Figura 9b.

FIGURA 10: MEV DO SUPORTE DE IMOBILIZAGAO E COM ENZIMAS IMOBILIZADAS, APOS
APLICACAO DE BIOFILME DE QUITOSANA
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NOTA: A: Suporte + biofilme de quitosana; B: Suporte com enzima imobilizada + biofilme de quitosana.

Os materiais lignocelulésicos como suporte para imobilizagdo de enzimas,
pertencem a uma das classes mais amplamente utilizadas de suportes naturais
(D’Souza & Godbole, 2012). Os suportes organicos usados para a imobilizagao
enzimatica devem possuir alta resisténcia quimica, mecanica e microbiana,
termoestabilidade e durabilidade quimica, baixo custo e regenerabilidade. Atualmente,
existe um grande interesse nessa tipologia de suporte, principalmente por serem

ecologicamente corretos (Costa, 2015).

4.5 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL UTILIZANDO DELINEAMENTO
COMPOSTO CENTRAL ROTACIONAL (DCCR) DA IMOBILIZACAO
ENZIMATICA

Os resultados do DCCR expressos na forma das curvas de superficie
evidenciaram quais foram as melhores condigbes para a adsor¢gdo enzimatica nos
arcaboucos fisicos das fibras lignoceluldsicas. E essencial, para a compreensio
destes resultados, evocar as imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV),
onde é possivel identificar que ha uma dilatagédo das fibras lignocelulésicas do material
mediante exposicdo ao meio aquoso. E possivel observar, também, que a combinagao
do meio aquoso com a agitagao vigorosa acaba por destruir a estrutura tridimensional
do suporte.

Sendo assim, o DCCR visou encontrar os valores 6timos para que o
aprisionamento das enzimas na matriz porosa pudesse ser maximizado. O fator
resposta foi mensurado por ug de proteinas (dosadas por Bradford), apés moagem do
suporte. Foi encontrado entdo que os pontos centrais resultaram sempre nos
melhores resultados para todos os parametros testados (FIGURA 11). Observa-se,
com excecgao do valor de concentragao quando comparado ao tempo, que os valores
extremos, simulados através da equacao quadratica que o modelo fornece, e mesmo
nos pontos axiais do DCCR, que estes resultam em valores abaixo dos pontos

centrais. Isso se deve ao fato de que com maior agitacéo e tempo de contato com o
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meio aquoso, as fibras do suporte acabam por ndo manter a adsor¢ao maxima quando
parte da estrutura tridimensional do suporte se desfaz no meio aquoso agitado.
Estes resultados foram utilizados para determinar a metodologia para
imobilizar o mix HBTP de enzimas no suporte lignoceluldsico, a partir deste método,
foi produzido as amostras de vinhaga hidrolisada (HV), utilizadas neste trabalho.
Como ficou demonstrado, os melhores valores de agitagao ficam entre 70 rpm e 100
rom, sedo o valor 6timo de 82 rpm. Para o tempo 6timos em que a solugao enzimatica
deve ficar em contato com o suporte, o valor 6timo é de 6h. Ja para a concentracao

ideal de proteinas, a melhor solugao fica em 8 mg/mL.

FIGURA 11 - SUPERFICIE DE RESPOSTA E CURVAS DE CONTORNO PARA A VARIAVEL TEOR
DE PROTEINA EM FUNGAO DA AGITAGAO E CONCENTRAGAO (A),(B), TEMPO E
CONCENTRACAO (C),(D) E AGITACAO E TEMPO (E),(F)
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4.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS HIDROLISADOS DA VINHACA DE ARROZ

A FIGURA 12 compara as trés melhores atividades antioxidantes dos extratos
liofilizados de vinhacga hidrolisada com as respectivas enzimas e mix que sao nome
as amostras (mix HP, enzimas P100 e 7089), com os dois controles positivos (BHT e
Trolox).

Observa-se que as fragbes HP, P100 e 7089 atingiram valores de inibigao
equivalentes em relagdo a porcentagem de inibicdo do controle positivo BHT,
atingindo valores 6timos numa concentracao e 50ug/mL para P100 e HP, e 45ug para
7089. Apesar dessas amostras nao terem atingido aos valores de inibigao

encontrados para o Trolox, considera-se que os dos hidrolisados da vinhacga de arroz
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nao foram purificados e consequentemente as fragcdes purificadas dos mesmos
poderiam apresentar atividades antioxidantes muito mais elevadas.

Os peptideos antioxidantes sdo um tipo de peptideo curto de alta atividade,
rico em aminoacidos e de facil absor¢ao pelo organismo. Os peptideos antioxidantes
funcionam impedindo a formacgao de radicais livres, a eliminagédo de radicais livres e
oxigénio ativo devido a capacidade de sequestro de elétrons pelas cadeias laterais de
aminoacidos presentes nos peptideos (CHEN; NING; JIAO; XU et al., 2021; VECOLI;
BORGHINI; FOFFA; AIT-ALI et al., 2016; WANG; HAGEMANN; MESSING; FEANY,
2016). Alguns aminoacidos sao melhores candidatos a desempenhar atividades
antioxidantes nos extratos de hidrolisado da vinhaga de arroz, como s&o os exemplos
da glicina, arginina (FANG; YANG; WU, 2002; LI; YIN; LI; KIM et al., 2007).

Além disso, os hidrolisados testadas s&o formados por produtos naturais, o que
representa boa vantagem na industria alimenticia, isto €, se comparadas aos dois
controles positivos (produtos sintéticos). Com as novas demandas por produtos
naturais, fragées proteicas hipoalergénicas como € o caso das proteinas do arroz,
ainda ganham visibilidade por terem atividade nutracéutica. Estes hidrolisados
antioxidantes viaveis € o baixo custo empregado na sua producéo, pois podem ser
produzidos a partir de residuos agroindustriais, sem valor de mercado. Peptideos
antioxidantes de alimentos s&o considerados seguros e compostos saudaveis com
baixo peso molecular, baixo custo, alta atividade, facil absorcdo (FREITAS;
ANDRADE; SILVA; ROCHA-SANTOS et al., 2013; SARMADI; ISMAIL, 2010).
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FIGURA 12 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE (% DE INIBICAO) DOS HIDROLISADOS DE VINHAGA
DE ARROZ OBTIDOS COM DIFERENTES ENZIMAS
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4.7 COMPARAGAO DO CRESCIMENTO DE Azospirillum brasilense EM MEIO NFB
SUPLEMENTADO COM HIDROLISADO DE VINHACA DE ARROZ

Cereais fornecem metade da oferta diaria de proteina per capita do mundo, e
0 arroz possui qualidade de proteina somente inferior a aveia, em termos de variedade
de aminoacidos (Burks e Helm, 1994; Chandi e Sogi, 2007). Naturalmente,
hidrolisados das proteinas presentes na vinhacga do alcool de arroz, serdo boas fontes
de nutrientes para fermentagdes, tanto pela disponibilidade de aminoacidos livres, e
peptideos, mas também por apresentar, como € comum em vinhacas, agucares
residuais da fermentacao anterior, feita com Saccharomyces cerevisiae.

Pretendendo avaliar a capacidade nutritiva do hidrolisado da vinhaca (HV)
para o cultivo de micro-organismos, planejou-se um experimento visando substitui¢ao,
total ou parcial, do meio padrao sintético (NFb), por HV em cultivos da bactéria
Azospirillum brasilense (FIGURA 13).
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FIGURA13: CRESCIMENTO DO Azospirillum brasilense EM MEIOS MISTOS DE HV E MEIO
SINTETICO NFB
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Observou-se que a suplementacado do meio sintético NFb com HV foi positiva
nas trés primeiras concentragdes, obtendo os melhores resultados de crescimento
bacteriano com 40 e 60% de HV. Ja quando é utilizado somente agua, acrescida de
HV, os resultados foram bem inferiores ao do meio padrao NFb 100%, sendo que para
todas as concentragdes utilizadas, somente a que foi acrescida 20% de HV obteve
algum crescimento celular.

Ficou evidente a necessidade de uma suplementagdo maior em termos de
nutrientes essenciais para o crescimento de A. brasilense. As concentragbes de
acgucares redutores presentes no hidrolisado da vinhaca, n&o correspondem a padroes

estabelecidos para o cultivo de A. brasilense.

4.8 AVALIACAO DA SUPLEMENTACAO DE HV COM FONTE DE CARBONO,
NITROGENIO E FOSFORO PARA CRESCIMENTO DE Azospirillum brasilense.

A partir do resultado apresentado no item anterior, buscou-se avaliar a
demanda por suplementagao (fontes de carbono e elementos inorganicos) em HV.
Tendo como base o estudo realizado por D6Bereiner et al. (1995), onde se chegou a
um meio sintético (NFb), com bons resultados de crescimento para algumas
rizobactérias, dentre elas A. brasilense, foi idealizado um experimento para identificar

as caréncias nutricionais do hidrolisado de vinhaga de arroz. Entdo, como
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mencionado, variou-se a concentragao de carbono (lactato), assim como a adigdo ou
nao de P e N.

Os resultados experimentais demonstraram uma dependéncia de
suplementacado do meio HV com pelo menos uma das fontes de nutrientes P e N, visto
que as células cresceram pouco no primeiro bloco experimental, em relacdo ao
segundo bloco, onde foram adicionadas as fontes minerais (P e N). Também foi
possivel observar que o meio HV100% (concentragéo alta) desfavorece o crescimento
em relacdo ao meio HV20% (concentragdo baixa), sendo que esse segundo
ultrapassou, em numero de células, o proprio controle positivo, acentuando o fato de
que com menos quantidade de carbono, atinge valores superiores aos do controle (no
meio NFb utiliza-se uma concentragcdo de 55 mM de lactato de sodio). Observou-se
entdo que com uma adi¢cao de 40% do valor da fonte de carbono do controle, como
foi o caso de HV20% (lac-20 mM) no segundo bloco experimental, onde o meio
formulado apresenta um melhor resultado do que o controle positivo e nédo se
diferencia estatisticamente das formula¢des do préprio HV20% (FIGURA 14).

Conclui-se com este experimento que HV necessita de acréscimos de fonte
de carbono e de fontes de P e N para poder substituir totalmente ao meio sintético e
promover um bom crescimento celular. Além disso, € notorio, que € possivel diminuir

as cargas de lactato disponiveis, com o meio formulado.
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FIGURA 14: CRESCIMENTO DE Azospirillum brasilense EM MEIOS MISTOS DE HV E NFB,
ADITIVADOS COM FONTE DE CARBONO (LACTATO), FOSFORO (P) E NITROGENIO (N)
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4.9 SUBSTITUICAO DA FONTE DE CARBONO DE LACTATO PARA MELACO DE
CANA

O melago de cana é um subproduto da industria agucareira, que consiste de
aproximadamente 50% (p/p) de agucares totais (sacarose, glucose e frutose), coldides
suspensos, metais, vitaminas e compostos nitrogenados (Kotzamanidis et al., 2002;
Najafpour e Shan, 2003).

O melago de cana remonta seu uso em fermentagdes na tecnologia de
panificacdo, onde era utilizado na produgcdo comercial de levedura para propagacao
das células e também como ingrediente (White, 1954; Gouda et al., 2001).

Sendo um subproduto importante nas fabricas de acgucar, por ter alto valor
comercial como matéria-prima, € bem explorado na industria de fermentacdes, tanto
para a producado de aminoacidos, alcool, leveduras, dentre outras (Sirianuntapiboon e
Prasertsong, 2008; Yan et al., 2012). Essas fabricas, que geram este efluente
(podendo ser produzido a partir de diversos tipos de alcool), o produzem em grande
quantidade, e sempre contendo alto nivel de demanda quimica de oxigénio (COD) na
faixa de 80.000 a 130.000 mg/L (Onodera et al., 2013). Deste modo, torna-se uma das

aguas residuais mais poluentes da industria alimenticia, por outro lado, foi descrito
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que as aguas residuais de melago podem acelerar o crescimento bacteriano, ja que
possuem altos teores de matéria organica assimilavel (Sohsalam e Sirianuntapiboon,
2008; Wang e Jin, 2009; Avci et al., 2014; Ren et al., 2018).

Apesar de haver uma grande exploragao do uso do melago em diversos tipos
de fermentacdes, esta fonte de carbono foi pouco explorada em fermentagcbes de
bactérias promotoras de crescimento vegetal, tanto no intuito de produzir biomoléculas
benéficas, ou mesmo biomassa bacteriana.

No presente trabalho varias concentracdes de melago de cana foram testadas
como fonte de carbono para otimizar seu uso na producao de células de A. brasilense
(FIGURA 15). O melago de cana utilizado fornecido pelo fabricante continha, em sua
totalidade, glucose, sacarose e frutose, sendo, em peso seco, 45,33%, 34,12% e
20,55% respectivamente.

Pode-se observar com os resultados obtidos, apos as 24h de cultivo, que o
numero de células cresce exponencialmente da concentragao 0 até a concentragao 6
Mg/mL (considerando as bateladas individuais). De 6 a 600 pg/mL, n&do foram
observadas diferengas estatisticas significativas na produgdo de células, sendo
possivel concluir, que o valor ideal para cultivo encontra-se em 6 pg/mL. N&o foi
possivel concluir se acontece inibigao pelo substrato nos valores testados, no entanto,
comparando o crescimento entre 300 e 600, ha um ligeiro decréscimo no crescimento
(FIGURA 15).

Conhecendo o baixo valor de mercado do melago de cana em relagcdo ao
lactato, torna-se uma interessante opcado para cultivo ex-situ das células de A.
brasilense. O meio contendo 6 ug/mL, possui D.O. semelhante as contagens de UFCs,

utilizando lactato.

FIGURA 15: CRESCIMENTO DO Azospirillum brasilense QUANDO SUBSTITUIDA A FONTE DE
CARBONO POR MELACO DE CANA.
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4.10 DEFINICAO DE UM MEIO DE CULTURA PARA CULTIVO DE Azospirillum
brasilense E DETECGCAO DE FITORMOMIOS NO MEIO

Espera-se possuir, no composto HVF, indutores de crescimento vegetal, que
vao desde residuos de aminoacidos presentes na vinhaga hidrolisada (HV) a
fitohormonios da fermentacdo, e também células de AZO viaveis para inoculacéo,
possam agir de maneira simultanea ap6s a fertilizagao.

Fitormbnios sdo moléculas organicas, ndo nutrientes, encontrados de forma
natural durante todos os estagios de desenvolvimento das plantas. Sdo produzidos
em baixas concentra¢des e transportados em partes diferentes nas plantas, agindo
como reguladores naturais, influenciando os processos fisiolégicos (Marchioro, 2005;
Tarkowska et al., 2014).

A producgao de fitorménios por bactérias das rizosferas de plantas € um dos
fatores responsaveis pelo efeito estimulatério observado no crescimento das mesmas,
como no caso da inoculagéo de estirpes de Azospirillum brasilense (Bottini et al., 1989;
Radwan et al., 2004). O principal, e mais relatado, horménio produzido por estirpes de
Azospirillum é uma auxina, o acido 3-indolacético (AlIA), mas estas bactérias também

produzem citocininas e giberelinas. (Crozier et al., 1988; Bottini et al., 1989; Cacciari
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et al., 1989; Radwan et al., 2004). lgualmente foram reportados estudos que mostram
a producéo in vitro de acido abscisico (ABA) pelos mesmos microrganismos (Perrig et
al., 2007; Cohen et al., 2008; Bashan e De-Bashan, 2010), assim como o horménio
etileno, também foi relatado, sendo excretado (Ribaudo et al., 2006; Perrig et al.,
2007).

Muitas estirpes, mas nao todas, produzem varios fitormonios in vitro e também
em associacdo com plantas, mas a transferéncia de hormébnios €& provavelmente
limitada e nem sempre detectada (Okon e Labandera-Gonzalez, 1994; Diaz-Zorita e
Fernandez-Canigia, 2009).

Neste sentido, assumindo a possibilidade da estirpe FP2 excretar fitormdnios
em meios alternativos, de maneira in vitro, foi possivel avaliar as melhores condi¢coes
de excrecao dos fitormdnios em meios a base de HV, sob condi¢cdes diferentes de
concentracdes de nutrientes inorganicos e fonte de carbono.

Foi observado em relagcdo a concentragdo de vinhaga, a adigcdo da
suplementacdo. Observou-se que os valores testados atingiram bons valores de
crescimento celular apdés as 24h do experimento, acentuando-se o fato de que a
suplementagao em V10 foi ligeiramente inferior. A outras concentragdes de vinhacga
mantiveram um padrao de crescimento. Destaca-se o crescimento celular em V20
[100% | (1:400)] o maior valor obtido dentre todas as amostras (Tabela 6).

O fator de crescimento celular n&o esta correlacionado a uma maior presenga
de fitormonios, visto que os frascos contendo 20% de vinhaca hidrolisada nao
apresentou maiores quantidades em nenhum dos fitormonios quantificados (tabelaXX
valores fito). Essa determinacao, no entanto, pode ser assertiva para encontrar futuras

moléculas alvo relacionadas ao crescimento da cultura de AZO FP2.

TABELA D.O: DENSIDADE OTICA PARA CRESCIMENTO DO Azospirillum brasilense EM MEIOS
MISTOS DE HV E NFB, UTILIZANDO LACTATO COMO FONTE DE CARBONO

Suplementagéao V10 V20 V30 V40
50% | (1:400) 0,84 (+0,04) 0,97 (¢0,02) 1,07 (x0,04) 0,99 (x0,05)
50% | (1:8) 0,81 (0,03) 0,96 (+0,02) 0,86 (+0,04) 1,04 (x0,05)
75% | (1:400) 0,90 (x0,05) 0,97 (¢0,05) 0,99 (x0,11) 1,05 (x0,04)
75% | (1:8) 0,65 (+0,04) 0,93 (¢0,05) 1,02 (x0,06) 1,03 (+0,04)
100% | (1:400) 0,96 (+0,05) 1,13 (x0,03) 1,01 (x0,04) 1,05 (x0,05)
100% | (1:8) 0,87 (£0,04) 0,99 (x0,06) 1,05 (+0,03) 1,03 (x0,04)
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Segundo, com o intuito de identificar a producdo de fitormbnios nas
formulagbes de meio testadas, e observar as influéncias das variagbes desses
elementos na produgdo dos mesmos, foram analisadas por UHPLC-MS objetivando
identificar e quantificar a presencga dos fitormdnios, foi microfiltrado o sobrenadante do
meio de cultivo, e as amostras foram analisadas com e sem realizacdo de um
processo de sonicacao, para que se pudesse avaliar o potencial de excregao e de
producado endégena dos fitorménios. Para isso, padroes de diferentes fitormbnios
foram analisados para determinar seus respectivos tempos de retencdo e ions
moleculares (Tabela 7). As 24 amostras foram analisadas por UHPLC-MS, a
identificacdo dos fitormdnios de cada amostra foi realizada por comparagao com o0s
ions moleculares e tempos de retengcdo dos padrdoes e a quantificagdo através da

curva de calibragdo de cada padrao (Tabela 8).

TABELA QUANTIFICACAO DE FITORMONIOS — PARAMETROS DOS PADROES DE
FITORMONIOS PARA ANALISE EM HPLC

. X PESO iON TEMPO DE

PADROES DE FITORMONIOS MOLECULAR MOLECULAR* RETENCAO
(g mol) [M+H]+ m/z (min)
trans-Zeatina (Z) - C10H13NsO 219,112 220,1198 3,26
Dihidrozeatina (DZ) C1oH15NsO 221,1277 222,1355 3,42
Zeatina ribosidio (ZR) C15H21Ns0s 351,1543 352,1621 4,61
Dihidrozeatina ribosidio (DZR) C1sH23N5s0s 353,1699 3541777 4,62
Cinetina (K) - C10H9NsO 215,0807 216,0885 4,67
Isopenteniladenina (iP) C1oH13Ns 203,1171 204,1249 5,83
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Benziladenina (BA) C12H11Ns 225,1014 226,1093 6,36
Cinetina ribosidio (KR) C15H17N50s 347,123 348,1308 6,43
Acido Giberélico (GA3) - C19H22056 346,1416 347,1495 7,20
Benziladenosina (BAR) C17H19N504 357,1437 358,1515 7,98
Acido indol acético (AIA) - C1o0HsNO2 175,0633 176,0712 8,71
Acido abscisico (ABA) - C15H2004 264,1362 265,1440 9,90

* fon molecular em modo positivo
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TABELA 8: PRODUGAO DE FITORMONIOS POR Azospirillum brasilense A PARTIR DE A PARTIR

DE DIFERENTES MEIOS DE CULTURA

Amostras HVF

V10/50%/(1:8)
V10/50%(1:400)
V10/75% /(1:8)
V10/75%(1:400)
V10/100% /(1:8)
V10/100%/(1:400)
V20/50%(1:8)
V20/50%(1:400)
V20/75%(1:8)
V20/75%(1:400)

V20/100%/(1:8)
V20/100%/(1:400)
V30/50%(1:8)
V30/50%/(1:400)
V30/75%I(1:8)
V30/75%](1:400)
V30/100%/(1:8)
V30/100%/(1:400)
V40/50%/(1:8)
V40/50%(1:400)
V40/75%I(1:8)
V40/75%(1:400)
V40/100%/(1:8)
V40/100%/(1:400)
NFB

AlA (ng/mL) Z (ng/mL) ZR (ng/mL) DZ (ng/mL)
Normal Sonicado Normal Sonicado Normal Sonicado Normal Sonicado
1443,7 15219 n/c n/c 198,92 173,94 n/c n/c
1324,3 17691 n/c n/c 202,13 215,98 n/c n/c
910,68  1040,1 n/c n/c 192,48 167,67 n/c n/c
1434,8 1706,5 n/c n/c 182,95 200,81 n/c n/c
714,1 781,62 n/c n/c 172,94 168,36 n/c n/c
414,33 482,5 n/c n/c 180,63 194,47 n/c n/c
150,76 165,44 n/c n/c 364,24 396,05 n/c n/c
171,41 180,4 n/c n/c 368,71 366,83 n/c n/c
150,7 171,51 n/c n/c 354,96 352,58 n/c n/c
130 142,86 n/c n/c 352,51 334,04 n/c n/c
150,7 163,39 n/c n/c 344,15 288,12 n/c n/c
157,84 152,36 n/c n/c 321,12 322,71 n/c n/c
164,9 192,12 n/c n/c 486,67 254,35 n/c n/c
161,01 160,41 n/c n/c 362,11 358,58 n/c n/c
144,28 158,93 n/c n/c 354,4 496,83 n/c n/c
146,8 162 n/c n/c 431,17 505,71 n/c n/c
157,91 146,45 n/c n/c 465,64 326,15 n/c n/c
121,97 167,45 n/c n/c 280,24 456,84 n/c n/c
219,29 227,03 136,08 146,71 612,92 697,48 n/c n/c
188,29 178,29 125223 152,86 624,89 700,74 nic n/c
222,92 219,76 91,28 103,41 552,32 643,23 n/c n/c
206,17 178,43 110,47 138,65 470,23 674,12 n/c n/c
210,68 198,17 117,05 137,04 541,78 479,75 n/c n/c
196,81 193,57 116 123,78 525,63 577,3 n/c n/c
487,12 430,38 n/c n/c n/c n/c 11,21 12,31

n/c: ndo detectado

Os resultados demonstraram a presenga de 3 fitormonios no sobrenadante

dos meios reacionais formulados, e apenas dois no meio padrao NFb. Nas amostras

contendo HV foram identificados os fitormdnios acido indol acético, trans-zeatina e

zeatina ribosideo. Os trés fitormonios identificados, sdo citados na literatura como

moléculas excretadas na rizosfera pelo A. brasilense. Em algumas das formulacdes
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testadas, os rendimentos sdo bem expressivos, atingindo bons valores de rendimento,
como € o caso de todas as formulagdes V10. Nao foi observada diferenga entre as
amostras normais e sonicadas, dessa forma pode-se concluir que o microrganismo
excreta as moléculas no meio formulado. Da mesma forma pode-se concluir que nao
ha necessidade de etapa complementar de extragdo dessas biomoléculas.

As formulagées que obtiveram o melhor resultado na produgao de AlA foram
as que continham suplementagdes em V10, em especial a denominada V10 [50% |
(1:400)], aquela na qual foram utilizados os menores valores de suplementagéo e os
menores valores de sobrenadante de vinhaga hidrolisada, o que torna o processo de
producao de AIA o mais viavel possivel de acordo com os parédmetros testados. A
suplementacdo do meio V10 decaiu a medida que aumentava a concentracdo das
fontes de N e P no meio, simbolizando que o microrganismo possa preferir utilizar as
fontes de nitrogénio inorganica as organicas presentes em V10, inibindo assim, a
utilizagao dos precursores essenciais para a producgao dos fitorménios.

No caso da Zeatina, s6 foi possivel detecta-la nas formulagcdes contidas em
HV40, ndo havendo padrédo observavel de variagao na suplementagdo em relagao a
produtividade. O meio que mais se destacou na produ¢cado do mesmo, foi o V40 [50%
| (1:400)], novamente observa-se que a baixa quantidade de suplementagao acarretou
em uma maior produgao da biomolécula. O fato de que esse fitormdnio s6 aparece na
formulagdo mais alta de vinhaca hidrolisada, simboliza que seus precursores so6 estao
disponibilizados em quantia razoavel nestas concentragbes por HV.

O fitorménio zeatina ribosideo, foi detecta-lo em toda a configuragdo do
delineamento experimental. Dessa vez havendo correlagdo com o aumento da
quantidade de vinhaca hidrolisado no meio, para V40 foram observados os maiores
valores de producdo deste fitormbénio, sendo possivel correlacionar com a
disponibilidade dos nutrientes e precursores maiores em V40. Nao ha correlagcdes
interpretaveis para a questao da suplementacao, as variacées nos valores N e P, e de
melago de cana nao demonstraram efeito observavel. No entanto a maior
concentragao encontrada de zeatina ribosideo foi em V40 [50% | (1:400)], com valores
baixos de suplementacido. Neste caso, para esse fitormbnio, e nesse bloco de HV40,
foi possivel perceber a relagao crescente do processo de sonicagdo, com excecao de
V40 [100% | (1:8)]. O que se pode correlacionar com o carater de armazenamento que

a glicosilagéo da Zeatina confere a molécula.
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4.11 EFEITO DO HIDROLISADO DA VINHACA DE ARROZ (HV) NO
ENRAIZAMENTO DE MILHO

Estudos apontam efeitos positivos em sistemas radiculares, quando estes sao
submetidos a um bioestimulante no tratamento de adubacdo (Weber, 2010; Dos
Santos et al., 2014; Martins et al., 2016). Plantas com sistemas radiculares extensos,
de elevado comprimento, e raizes de menor diametro, apresentam uma maior
capacidade para absorgdo de agua e sais minerais disponiveis, e promovem uma
exploragdo mais efetiva do solo, facilitando a adaptacdo em ambientes de baixa
fertilidade com restricdo de agua (Machado et al., 2010; Dourado Neto et al., 2014).
Desta forma, os bioestimulantes podem atuar como uma alternativa a aplicagao de
fertilizantes constantemente utilizados para estimular a produgdo de raizes
especialmente em solos com baixa fertilidade e baixa disponibilidade de agua (Ferrini
e Nicese, 2002).

Sementes de alta qualidade sdo necessarias para o estabelecimento das
lavouras, portanto, as sementes cultivadas devem ter vigor e caracteres fisiolégicos
relacionados (FARSHADFAR; AMJADIAN; DABIRI, 2012). A qualidade da proteina é
um fator relevante para produtores e consumidores, principalmente quando a
qualidade do grao determina o preco final da commodity (SILVA; STRIEDER; COSER,;
RAMBO et al., 2005). Sendo que as caracteristicas de qualidade do milho, como o
conteudo de proteina na semente, sdo melhoradas com o nivel de nitrogénio base
organica ou quimica (AMANULLAH; KHATTAK; KHALIL, 2009). Assim como doses
baixas e altas de nitrogénio tém efeito adverso na qualidade do milho (STONE;
SORENSEN; REID, 1998). Sem a aplicagao de nitrogénio, a qualidade da germinagao
da semente podera ficar extremamente prejudicada (SEBETHA; MODI; OWOEYE,
2015).

Nem todas as sementes responderdao de maneira semelhante a um estimulo
quimico durante o processo de germinagao, isso dependera muito das necessidades
iniciais da planta e também da maneira como se desenvolve, isto porque,
naturalmente, as sementes ja possuem reservas de nutrientes, e todo contato com
substancias exégenas pode acarretar em mudancgas de vias sinalizadoras e cascatas

reativas naturais nesta fase. No caso do milho, alguns macros e micronutrientes serdo
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benvindos em concentragdes adequadas, como por exemplo, o zinco, o fosfato e o
nitrogénio (COELHO; DE FRANCA; PITTA; ALVES et al., 2008).

Os PHs foram desenvolvidos para melhorar o desempenho de varias culturas
horticolas, incluindo o aumento de brotacdes, a biomassa e a produtividade das raizes
(Kunicki et al., 2010; Lisiecka et al., 2011; Paradikovi¢ et al., 2011; Colla et al., 2014;
Ertani et al., 2014). A aplicagédo de PHs a folhas e raizes de plantas mostrou aumentar
o metabolismo de Fe e N, a absor¢ao de nutrientes e a eficiéncia do uso de agua e
nutrientes para macro e microelementos (Cerdan et al., 2008; Ertani et al., 2009;
Halpern et al., 2015). A maior absorcao de nutrientes nas plantas tratadas com PH
tem sido atribuida a (1) aumento da atividade microbiana do solo e atividades
enzimaticas do solo, (2) melhoria da mobilidade e solubilidade de micronutrientes, em
particular Fe, Zn, Mn e Cu, e (3) modificagdes na arquitetura das raizes das plantas,
em particular comprimento de raizes, densidade e numero de raizes laterais.

O experimento realizado para avaliar o efeito de HV como enraizador baseia-
se na metodologia descrita por Egener e Hurek (1999) de analise de enraizamento de
sementes do arroz, adaptado para o milho. Sementes de milho (Zea mays L.),
previamente lavadas e esterilizadas, foram pré-germinadas em placas contendo agar
e em sequéncia foram transferidas para tubos e estufa incubadora B.O.D (Figura
16.1).
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FIGURA 16.1: CRESCIMENTO DO MILHO EM TUDOS COM AERAGAO

No experimento, as sementes foram ancoradas nas esferas de polipropileno
para a simulacdo de um solo inerte, no interior de um tubo de ensaio, foram
adicionados 10 mL da solugdo de interesse, com potencial para a estimular o
enraizamento do milho. A FIGURA 16 mostra os resultados obtidos de comprimento
(Fig. 16a), volume (Fig. 16b) e didametro (Fig. 16c) das raizes de milho quando as

plantas foram tratadas com o hidrolisado de vinhaga de arroz (HV).



FIGURA16: EFEITO DE HV NO DESENVOLVIMENTO DE RAIZES DE MILHO
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Observa-se que HV produziu efeitos superiores aos obtidos para o controle

negativo, apresentando diferenga estatistica (p>0,001), em todos os parametros

analisados. Em relacdo ao controle positivo (produto comercial) os efeitos foram

equivalentes, demonstrando um ganho expressivo de comprimento, volume e

diametro das raizes de milho na concentracao de 2,5% v/v.

4.11.1.1 Avaliacdo do crescimento de plantas de alface (Lactuca sativa) utilizando

HV, HVI e HVF como fertilizantes foliares
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O efeito do tratamento de plantas de alface com HV, HVI e HVF como
fertilizantes foliares foi avaliado. Os resultados dos testes sdo mostrados nas
FIGURAS 17 e 18.

E possivel observar um ganho em area foliar para as formulacdes que
utilizaram inoculagédo de A. brasiliense (HVI) em relagdo ao a testemunha negativa
(TN) com significancia acima de p<0,001. Esses ganhos podem ser correlacionados
aos ganhos, descritos na literatura, derivados do sinergismo entre 0 microrganismo e
a rizosfera do alface, como fixagédo de nitrogénio e produgao de fitorménios.

Este beneficio, nao pode ser creditado exclusivamente pela inoculagao, visto
que a testemunha inoculada (Tl), tratada somente com agua pds a inoculagao, obteve
resultados menos expressivos do que HV.

Em termos de numero de folhas, a melhor formulagéo testada foi HV (5%)
quando comparada a testemunha negativa, pode-se, entdo, afirmar que essa
formulagao estimula o nascimento e o brotamento de novas folhas. No entanto, as
outras formulagdes testadas também tiveram significancia em relacédo a TN, porém

com menor efeito.

FIGURA 17: ANALISE DO DESEMPENHO DE HV, HVI E HVF PARA O DESENVOLVIMENTO DE
ALFACE
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FIGURA 18: COMPARAGAO DAS FOLHAS DE ALFACE DE PLANTAS TRATADAS COM HV, HVI E
HVF EM DIFERENTES CONCENTRAGCOES
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Conclui-se entdo, que no produto HVI, as propriedades de composi¢cao do
hidrolisado da vinhaca de arroz e da inoculagdo com o microrganismo, atuam em
conjunto para o ganho de area foliar. No que diz respeito ao HVF, obteve-se resultados
positivos utilizando uma fermentagao prévia do hidrolisado de vinhaga de arroz e
aplicando-a como fertilizante foliar, obtendo alguns ganhos superiores em peso seco,
como é o peso seco de HVF 1:4 e HVF 1:8, confirmando assim, que a fermentacao
libera biomoléculas estimulantes para o crescimento vegetal. Estes resultados indicam
que pode ser uma estratégia promissora ao invés de comercializar células viaveis de
rizobactérias, minimizando situacbes deletérias de logistica e falta de controle de
qualidade.

Para HV, obteve-se uma melhor resposta com a concentragcao de 5%, para
HVI, a melhor resposta foi atingida com a concentragédo de 1%, enquanto que para
HVF, o melhor resultado foi atingido com a diluigdo 1:8. Conclui-se com esse
experimento, que HV, HVI e HVF sao eficazes na proposta de utiliza-los como

fertilizantes foliares.
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5 CONCLUSOES

A imobilizagao enzimatica para hidrélise da vinhaca de alcool de arroz se
mostrou eficiente, com as enzimas isoladas garantindo entre 53—-78% de conservagao
da atividade e o complexo enzimatico garantindo até 60%.

A utilizagdo de um sistema de imobilizacdo duplo, também garantiu a
reutilizagdo do suporte por pelo menos 15 ciclos, o que desonera o processo de
obtencao dos bioprodutos.

O planejamento experimental (DDCR) com foco na imobilizagdo enzimatica
permitiu determinar as melhores condi¢gées para a imobilizagédo, agitagdo: 80 rpm,
concentracao de enzima: 8 mg/mL e tempo: 7 h.

Aplicacdo do produto da hidrolise da vinhaga do arroz (HV) como meio de
cultivo para micro-organismos mostrou que meio adicionado de HV (20% v/v; lac-50
mM) estimulou crescimento de Azospirillum brasilense. Suplementagdo desse meio
com fontes de nitrogénio, fésforo e melago de cana potencializaram esses resultados,
atingindo valores superiores aos obtidos com o meio padrao sintético descrito para a
estirpe estudada. Quantificagdo de fitormoénios constatou que a utilizagdo dos meios
HV10 (B|C) e HV40 (B|C) estimulou a producéo de AlA, zeatina e zeatina ribosideo
pelo microrganismo.

Bioensaios com diferentes culturas vegetais mostraram que os hidrolisados da
vinhaga de arroz, HV (2,5% v/v) e HVI (1 e 2,5%) e HVF (1:4 e 1:8) apresentam
potencial bioestimulante.

Hidrolisados enzimaticos da vinhaga do arroz demonstraram atividade
antioxidante, sem necessidade de etapas adicionais de purificagao.

Todos esses resultados demonstram o potencial dos hidrolisados de vinhaga
de arroz, gerando opg¢bes para a industria de alcool de cereais explorar o
beneficiamento deste subproduto. Adicionalmente, a imobilizagdo enzimatica se
apresentou como uma etapa de fundamental importancia em relagao a viabilidade do

bioprocesso.
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Adicionalmente, o hidrolisado enzimatico pode ser associado
sinergicamente a um rizo-inoculante, composto por microrganismo
promotor de crescimento vegetal (HV1). Os produtos resultantes do
processo descrito nesta tecnologia podem atuar como fertilizante
foliar, enraizador ou auxiliar de germinagao.

Figura a publicar: 01

PETICIONAMENTO  gsta solicitagio foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletronico em 13/05/2019 as

ELETRONICO

Petigio 870190044605, de 13/05/2019, pég. 2/59

10:05, Petigado 870190044605
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