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APRESENTACAO

Avancos Cientificos e Tecnoldgicos em Bioprocessos € uma obra que reune
vinte e trés capitulos com temas em pesquisas cientificas realizadas no campo da
biotecnologia, e que envolve agentes bioldgicos e bioquimicos na geracéo de produtos
ou processos. Nesta obra se concentram diversos avangos descritos nas metodologias
e nos resultados, distribuidos em quatro tdpicos principais, envolvendo: processos
quimicos e biotecnolégicos no aproveitamento de residuos; producédo de metabdlitos
e enzimas; métodos analiticos e de simulacéo; e biotratamentos envolvidos na
geracao de energias. Esta obra foi escrita por jovens pesquisadores brasileiros que
estdo desenvolvendo suas teses e/ou dissertacdes em instituicdes nacionais. Por este
motivo, os aspectos inovadores e o alcance dos resultados apresentados podem ser
um grande estimulo para aqueles que visam conhecer com maior amplitude alguns
dos aspectos biotecnologicos estudados em algumas das instituicdes de nosso pais.

Alberdan Silva Santos
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CAPITULO 7

VALORIZAGCAO DE RESIDUOS DA PALMA DE
OLEO (ELAEIS SP) PARA PRODUCAO DE
POLISSACARIDEOS EXTRACELULARES POR

Jhonatas Rodrigues Barbosa

Universidade Federal do Para, Programa de Pos-
graduacéao em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,
Instituto de Tecnologia, Belém-Para.

Mauricio Madson dos Santos Freitas
Universidade Federal do Para, Programa de Pés-
graduacao em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,

Instituto de Tecnologia, Belém-Para.

Marcos Ené Chaves Oliveira

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA), Departamento de Agroindustria,
Belém-Para.

RESUMO: O éleo de palma é o principal 6leo
da matriz mundial de 6leos vegetais e sua
producdo gera uma grande quantidade de
residuos lignocelulésicos e efluente liquido com
potencial de aplicacdo biotecnolégica. Dentro
deste contexto, a producao de biomassa fungica
e exopolissacarideos pode ser uma alternativa
para reaproveitamento destes residuos, assim
como ja vem sendo feito com residuos de outros
produtos agroindustriais como a cana-de-agucar
e milho. Com o objetivo de avaliar a producéo
de biomassa e exopolissacarideos em cultivo
submerso com o cogumelo Pleurotus ostreatus
foram realizados ensaios fermentativos com
diversas formulagdes contendo os residuos da
agroindustria da palma de 6leo, POME (Palm
oil mill efluente) e borra sélida do tridecanter. Os
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PLEUROTUS OSTREATUS

ensaios foram conduzidos em frascos agitados
e avaliados quanto a produgcao de biomassa
e exopolissacarideos. Os resultados de
biomassa e exopolissacarideos indicam que 0s
tratamentos com maior quantidade de substrato
(residuos), foram os que melhor produziram
biomassa e exopolissacarideos em 10 dias de
cultivo. Assim, os tratamentos T4 e T5 foram
0s que apresentaram melhores resultados na
producao destes parametros, além da producao
debiofilmes. O tratamento T5 apresentou a maior
producdo de biomassa e exopolissacarideos,
durante o processo fermentativo. Os resultados
reforcam a importdncia do aproveitamento
integral dos residuos agroindustrias, dentro de
uma perspectiva de inovagado tecnolégica em
bioprocessos.

PALAVRAS-CHAVE: Residuos de Palma de
Oleo; Pleurotus ostreatus; Exopolissacarideos.

ABSTRACT: Palm oil is the main oil in the world
vegetable oil matrix and its production generates
a large amount of lignocellulosic waste and
liquid effluent with potential for biotechnological
application. Within this context, the production
of fungal biomass and exopolysaccharides can
be an alternative to reuse these waste, as it has
been done with waste from other agroindustrial
products such as sugar cane and corn. In order
to evaluate the production of biomass and
exopolysaccharides in culture submerged with
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the Pleurotus ostreatus mushroom, fermentation tests were carried out with several
formulations containing the oil palm agroindustry waste, POME (Palm oil mill effluent)
and solid tridecanter sludge. The tests were conducted in shaken flasks and evaluated
for the production of biomass and exopolysaccharides. The results of biomass and
exopolysaccharides indicated that the treatments with the highest amount of substrate
(waste) were the ones that produced the best biomass and exopolysaccharides in
10 days of cultivation. Thus, T4 and T5 treatments presented the best results in the
production of these parameters, in addition to the production of biofilms. The T5
treatment showed the highest biomass and exopolysaccharides production during the
fermentation process. The results reinforce the importance of the integral use of the
agroindustry waste, within a perspective of technological innovation in bioprocesses.
KEYWORDS: Oil Palm Waste; Pleurotus ostreatus; Exopolysaccharides.

11 INTRODUCAO

Exopolissacarideos de fungos formadores de cogumelos, principalmente os
comestiveis como os do género Pleurotus vem sendo amplamente estudados devido
as suas caracteristicas de biodegradabilidade, baixa toxicidade e potenciais atividades
biolégicas como anti-inflamatérias, antitumorais e antidiabéticas (PAPASPYRIDI et al.,
2012; HELENO et al., 2015; RUTHES; SMIDERLE; IACOMINI, 2015).

Os exopolissacarideos sdo macromoléculas de alto peso molecular excretadas
pelas células para o meio externo como resposta as condicbes de cultivo e
principalmente influenciada pela composicao de carbono, nitrogénio e pH do meio de
cultivo (RUTHES, SMIDERLE; IACOMINI, 2015). Um dos exemplos mais classicos € a
producéo de pululana com o fungo Aureobasidium pullulans utilizando o meio de cultivo
POL. Este exopolissacarideos tem amplas aplicagbes industriais e farmacéuticas
(GIBBS; SERVIOUR, 1998; HELENO et al., 2015).

O género Pleurotus, por outro lado, é responsavel pela producéo de glucanas
extracelulares que sao utilizadas em farmacos e alimentos (HELENO et al., 2015).

Na producéao industrial o custo do meio de cultivo € um importante fator para
a viabilidade econd6mica da producdo de exopolissacarideos, sendo que meios
complexos como o POL sao onerosos por apresentaram constituintes caros como
peptonas e extrato de levedura, além de glicose e outros sais (DICHINSON, 2015). Em
vista disto, fontes alternativas de carbono, nitrogénio e micronutrientes de baixo custo
e com potencial para uso em cultivo submerso de fungos voltados para a producgéao
de exopolissacarideos sao uma forma de diminuicdo do custo de producao destes
compostos. Em vista disto, meios alternativos baseados em residuos agroindustriais
vém sendo testados como, por exemplo, residuos agroindustriais da cana de agucar,
de trigo e de milho (BONATTI, KARNOPP, SOARES; FURLAN, 2004).

Atualmente o Brasil vem se destacando no cenario internacional de producéo
de Oleo de palma, sendo que o estado do Para é responsavel por mais de 90% da
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producdo brasileira de 6leo de palma (Elaeis guineenses) e a agroindustria de extracéo
deste 6leo gera da ordem de duas toneladas de efluente para cada tonelada de 6leo
produzida, sendo que s em 2018 s&o estimadas a producao de mais de 1,2 milhdo de
toneladas de POME — Palm Qil Mill Effluent, juntamente com o POME € gerada ainda
a borra do tridecanter. Estes residuos da agroindustria da palma de 6leo podem ser
uma alternativa viavel para producédo de biomassa fungica e exopolissacarideos em
cultivo submerso.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a produgéo de biomassa fungica
e exopolissacarideos em cultivo submerso do fungo Pleurotus Ostreatus em residuos
da palma de 6leo.

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Microrganismo e manutencao

Para este estudo foi utilizada uma cepa comercial de Pleurotus ostreatus
adquirida da Brasmicel. A manutencao da cepa foi feita a cada trés meses em BDA
(Batata Dextrose Agar). As placas colonizadas com o micélio fangico foram utilizadas
como inéculo para os ensaios em frascos agitados.

2.2 Substratos

Para a avaliacdo de producéo de polissacarideos extracelular do fungo foram
utilizados substratos compostos de residuos da agroindustria da palma de 6leo. Os
residuos utilizados foram o efluente liquido (POME), e a borra sélida de tridecanter,
ambos foram adquiridos entre os dias 12 e 16 de marco de 2017 no polo de producao
de 6leo de palma da DENPASA, localizada no km 12 da PA 240, municipio do Taua,
Para, Brasil

2.3 Producao de Exopolissacarideos (EPS) em Frascos Agitados

A producéo biotecnoldgica de exopolissacarideos foi feita em cultivo submerso
contendo diferentes formulacées de POME (Palm Oil Mill Effluent) e borra soélida.
Foram realizados 5 tratamentos cujas formulacdes sao descritas na tabela. 1, a seguir.

Tratamentos Concentracio de borra sélida Concentracio de POME

(2 (mL)
T1 1,0 10,0
T2 3.3 27,5
T3 5.5 45,0
T4 7.8 67.5
T5 10.0 90.0

Tabela 1. Planejamento experimental dos ensaios para definicdo do melhor meio de cultivo para

producdo de biomassa e exopolissacarideos.
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Cada tratamento foi completado o volume para 100 mL com agua deionizada
e o cultivo foi realizado em frasco de erlenmeyer de 250 mL contendo cada meio
especifico, conforme a formulagdo descrita anteriormente em triplicata. Os meios
foram esterilizados a 121°C e inoculados com a biomassa total de duas placas de
BDA de 52,15 mm de diametro colonizadas com o micélio fungico. Os fracos foram
incubados em camara de incubacéo do tipo SHAKER- MA-420 (MARCONI), velocidade
de agitacdo de 150 rpm e 30 °C por 10 dias. A cada 48 horas uma amostra de 2
mL foi retirada para quantificacédo de exopolissacarideos pelo método fenol-sulfurico
(ROSADQO et al., 2002).

2.4 Quantificacao da Biomassa Fungica

Ap6s o termino do processo fermentativo a biomassa micélial total de cada
tratamento foi separada do sobrenadante por centrifugacéo (5000 rpm por 10 minutos).
Esta biomassa separada foi pesada e em seguida colocada para secar em estufa a
75°C por 48 horas (DUBOIS, GILLES, HAMILTON, REBERS; SMITH, 1956).

2.5 Extracao e Quantificacao de Exopolissacarideos (EPS)

Para a extracdo de EPS, as amostras de 2 mL coletadas a cada 48 horas de
cultivo de todos os tratamentos em triplicata foram centrifugadas (14000 rpm por 10
minutos), para separar a biomassa do sobrenadante. 0,2 mL do sobrenadante de cada
amostra centrifugada foi retirada e adicionou-se etanol 96% frio (4°C) a uma proporcao
de etanol: sobrenadante de 1:4 (v / v) para precipitar os EPS (LEE et al., 2003).

O total de EPS precipitado foi suspenso em agua deionizada para completar 1
mL, em seguida foi retirada 0,1 mL da amostra suspensa de EPS em agua e foram
feitas diluicbes dessa para 2 mL. Desta amostra diluida 200 vezes foi retirada uma
subamostra de 0,5 mL para determinacdo da concentracéo total de acgucares pelo
método colorimétrico Fenol Sulfurico (DUBOIS, GILLES, HAMILTON, REBERS;
SMITH, 1956), o qual foi subsequentemente analisado em espectrofotometro UV-Vis
(Agilent Technologies) a 490 mm. A construgcéo da curva padréo foi feita com glicose
PA com concentragéo entre 0,1 a 0,01 g.L". A purificag&o parcial do polimero foi feita
com lavagens com etanol para eliminar componentes soluveis dos meios de cultura.

2.6 Analises Estatisticas

A analise estatistica foi feita em software em linguagem R com analise de variancia
mista de dois fatores e medidas repetidas, sendo o tempo o fator intraindividuo e o
grupo de tratamentos os fatores entre individuos. Na existéncia de interacdo entre os
fatores, procedeu-se a avaliagdo da interacdo por meio do método de Tukey ao nivel
de confianga de 95%.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Definicao da melhor composicao do meio de cultivo para producao de

biomassa e exopolissacarideos

Os perfis de agucares totais soluveis durante o periodo fermentativo para cada
um dos cinco tratamentos séo apresentados na (fig. 2). A andlise estatistica dos dados
apresentados nesta figura revelou que houve presenca de interacao entre tratamentos
e tempo.

Acucares Totais (g/L)

48 96 144 192

Tempo (h)

—e—T1 —T2 T3 ——T4 —a—T5

ra
P
[=]

Figura 2. Perfil dos agucares soluveis totais de cada tratamento ao decorrer do tempo de
fermentacéo.

Observa-se na (fig. 2) que, de forma geral, ha inicialmente uma diminuicéo
acentuada dos acucares totais e que ao passar do tempo ha uma tendéncia de
estabilizacdo ou uma ligeira elevagao do teor total de agucares. Considerando os
tratamentos T2 e T3, o consumo de substrato é acentuado até 144 horas, em seguida
observam-se indicios de crescimento na producdo de agucares totais que pode
ser interpretado como producdo de exopolissacarideos. Entretanto, considerando-
se a andlise estatistica, resumida na tabela. 2, verifica-se que nao houve diferenca
estatistica ao nivel de significancia a 0,05 entre os diferentes intervalos de tempo.




Erro Desvio Intervalo de

Tratamentos Tempo N Minimo Miaximo Média Padrio Padrie Confianca (95%)

Ti 48h 3 09736 1,6055 11,2252  0,1934 0,3350 (0,3930; 2,0575)
I144h 3 09205 1,0895 0,9993  0,0491  0,0851 (0,7879; 1.2106)
192h 3 09355 1,1232 1,0367  0,0547  0,0947 (0.8014; 1,2720)
240h 3 08700 1,5365 1,3055 02179 03774 (03681 2,2429)
T2 48h 3 1,7276 34976 2,3639  0,5683 09842  (-0,0811; 4,8089)
I144h 3 1.2621 1.,6480 14500 01115 01931  (0,9702; 1,9298)
192h 3 1,7745 24799 20412 02210 03829 (1,0901;2,9923)
240h 3 1,3833 21126 1.6686 02250 03897 (0.7006; 2,6366)
T3 48h 3 20790 28710 24560 02294 03974 (1.4688; 3,4431)
144h 3 1,7701 24206 2,0297 0,1989 03446 (1.1738; 2,8856)
192h 3 1,9692 24799 22925 0,1623 02812  (1.5940; 2,9911)
240h 32,1020 23091 22250 0,0629 0,1089 (1,9545; 2,4955)
T4 48h 3 44578 57048 52865 04143 07177 (3.5037; 7.0692)
144h 3 33941 3.9083 3.,5853 0,0624 02813 (2.8864; 4.2841)
192h 3 23507 32312 29171 02837 04915 (1.6962;4,1379)
20h 3 27763 3.,1268 29589  0,1015 01757 (2,5224; 3,3954)
TS 48h 36,7509 8,0899 73781 03888 06735 (5,7050;9,0511)
144 h 3 46517 48561 47346 0.0621  0,1075  (4.4674; 5.0017)
192h 32,5923 35640 31897 03019 05228 (1.8909; 4, 4885)
240h 3 34755 3.6029 3.5410 0,0368 00638 (3.3825: 3,6994)

Tabela 2. Analise estatistica descritiva dos tratamentos em fungéo do tempo de cultivo, ao nivel
de significancia de a 0,05.

Analisando-se os tratamentos T4 e T5, nota-se que as taxas de consumo de
acucares totais sdo acentuadas até 192 horas, quando se observam indicios de
crescimento na producdo de exopolissacarideos até 240 horas. Estatisticamente,
entretanto, foi observado que nao ha diferencas entre os resultados a partir do tempo
de 144h. A producao de exopolissacarideos para o tratamento T5 € consideravelmente
alta (3,60 g.L") em 10 dias de cultivo, quando comparada a valores encontrados por
outros autores como 3,15 g.L" encontrado por Vamanu (2012), em meio composto por
extrato de milho seco e suplementado com sais de s6dio, magnésio, calcio e amido
de milho, cultivado em um biorreator de 4 litros, nas condi¢des de 25°C, velocidade de
agitacao de 150 rpm, pH 5,5 e cultivado por 10 dias. Rosado et al., (2002), avaliaram
a producdo de exopolissacarideos de Pleurotus ostreatus variando a concentracao
de sulfato de aménio em meio tradicional (POL), os melhores resultados foram 1,4
g.L" em 12 dias de cultivo. Este resultado indica que esta € uma boa formulacao do
ponto de vista de volume de exopolissacarideo produzido, restando avaliar o tipo de
composto obtido nestas condi¢oes.

Quanto ao tratamento T1, observa-se que a producdo de acgucares totais
praticamente n&o mudou durante o processo fermentativo e a producdo de
exopolissacarideos nédo pode ser observada. Estatisticamente, conforme apresentado
natabela 2, ndo houve diferenca entre os diferentes intervalos de tempo, comprovando
a constancia dos agucares totais observada no gréfico.
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Todos os tratamentos apresentaram crescimento micélial sem a presenca de
contaminagao. Observou-se também que as hifas formadas apresentavam distribuicéo
pelo substrato, colonizando completamente 0 mesmo. Somente os tratamentos T4 e
T5 apresentaram alta viscosidade e formacgao de biofilme no substrato. Os tratamentos
com producéo de biofilmes e limos fora da parede celular apresentam maior potencial
para comercializa¢do, pois a recuperacao dos exopolissacarideos do meio fermentativo
€ mais simples (RUTHES, SMIDERLE; IACOMINI, 2015).

Na figura 3 apresenta-se a relagdo entre a biomassa final seca, correspondente
a massa micélial nos meios de cultivo, e a biomassa seca dos substratos (residuos).

5 y = 0,6044x - 0,2328
R*=0,9975

Biomassa Seca do Fungo (g)

0 1 2 3 < 5 6 7 8 9 10

Biomassa seca do substrato (g)

Figura 3. Correlagéo entre a biomassa seca do fungo Pleurotus ostreatus e a biomassa seca
dos substratos.

Verifica-se na (fig. 3) que ha uma correlagao linear entre as mesmas, ou seja,
um aumento na biomassa dos substratos (residuos) implica em um aumento na
biomassa micélial final com fungo. Isto implica que a producéo de exopolissacarideos
de cada tratamento é diretamente proporcional a biomassa de substrato, ou seja, os
tratamentos com a maior producdo de biomassa fungica foram os que apresentaram
maior producdo de exopolissacarideos. Este resultado corrobora com o observado
na (Fig. 2), onde se verifica que a concentragao final de polissacarideo cresce com o
aumento da biomassa de substrato nos tratamentos.

Conforme observado nos resultados em cada tratamento, as formulagdes
contendo POME e borra sélida proporcionaram um meio complexo de carboidratos
e nitrogénio adequado para o crescimento do fungo, o que foi demostrado com os
resultados de biomassa e de exopolissacarideos.
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41 CONCLUSOES

A utilizagdo de residuos da palma de 6leo como elementos de formulagdo de
substrato para o cultivo do cogumelo comestivel Pleurotus ostreatus mostrou-se viavel,
tanto para a producao de biomassa quanto para a sintese de exopolissacarideos, sem
a necessidade de acréscimo de qualquer outra suplementacdo ao meio. Observou-
se que a producdo de biomassa total de micélio fungico em cada tratamento foi
proporcional a biomassa de residuos no substrato. Em vista disto, o tratamento T5,
com maior concentracéo de biomassa residual de palma, levou a maior producéo de
biomassa fungica, bem como a maior producdo de exopolissacarideos em cerca de
240 horas de avaliacdo. Os resultados demostram a importancia da aplicacao dos
residuos agroindustriais em uma nova cadeia biotecnoldgica, com geragao de residuos
minimos, sendo uma tecnologia inovadora em bioprocessos.
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