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Resumo
A presente pesquisa objetivou aproveitar biomassa residual lignocelulósica (LC) para obter em uma só etapa sacarídeos (ou açúcares); produtos intermediários considerados de grande interesse industrial. O estudo avalia a influência da temperatura (T), concentração de substrato (CS) e tempo (t) sobre a síntese direta de açúcares redutores totais (ART) a partir de caules e folhas de Alstroeméria sp. usando fermentação em estado sólido (FES) com o fungo Pleurotus ostreatus PLO6. Para o substrato foi determinado o teor de lignina Klason (LG), celulosa (CE) e hemicelulosas (HC); caracterização feita no Instituto de Química (IQ) da Universidade Federal de Uberlândia (UFU). As FES foram conduzidas em triplicata e a escala laboratorial no Laboratório de Microbiologia do programa de Engenharia Ambiental na mesma universidade. O estudo de influência foi realizado através de um planejamento fatorial completo 23, sendo a variável de resposta a concentração de ART e os fatores a T: 24 e 32°C, a CS: 20 e 30% e o t: 8 e 15 dias. Os resíduos LC permitiram produzir ART utilizando um só passo. A máxima concentração de ART (4,5 g/L) foi atingida na configuração T = 24 °C, CS = 20% e t = 8 dias, e analisada por cromatografia líquida (HPLC). Os resultados obtidos permitem concluir que durante o crescimento do P. ostreatus, o fator com maior influência sobre a produção de ART foi a temperatura, a qual teve um efeito positivo quando o nível se manteve em 24 °C.
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Introdução
Dentro da vasta biomassa vegetal existente no planeta, os materiais LC residuais são considerados recursos limpos, abundantes e renováveis. Os principais compostos de estes subprodutos são a CE, HC e LG presentes na parede celular vegetal, esta composição química permite que os resíduos LC podam ser catalogados como matérias-primas potenciais para a obtenção de diferentes tipos de bioprodutos (BAR-ON; PHILLIPS; MILO, 2018; GANDINI; BELGACEM, 2008). Dentro dos possíveis recursos vegetais, a biomassa residual gerada pela floricultura brasileira tem estrutura química LC, o que permitiria considera-a como uma possível fonte para produzir ART, os quais têm muitas aplicações em industriais de biocombustíveis, biopolímeros, etc. (SARKAR et al., 2012).
No ano 2013, aproximadamente 13500 ha de flores foram colhidos no Brasil, os quais, originaram quase 13,5 mil toneladas de resíduos LC (SEBRAE, 2015). A coleta de 1 ha de flores gera ao redor de 1 tonelada de resíduos, e estes comumente são dispostos em aterros sanitários, queimados ou destinados para compostagem (JUNQUEIRA; PEETZ, 2017). Estas três alternativas de uso final fazem que os resíduos florais percam interesse, tal vez por desconhecimento da sua potencialidade para serem aproveitados como matéria-prima na obtenção de produtos intermediários de valor agregado como os ART.
Os ART estão presentes de forma espontânea na natureza. Podem estar dissolvidos na água conteúda dentro da estrutura de varias espécies vegetais (cana de açúcar, sorgo sacarino e frutas) ou formar parte de macromoléculas químicas como a CE e as HC. Alguns monossacarídeos (glucose, frutose, arabinose e xilose) e dissacarídeos (sacarose, celobiose e maltose) são considerados ART (OUELLETTE; RAWN, 2018; ZOECKLEIN et al., 1990).
Os principais mono e dissacarídeos que compõem a estrutura da CE são a glicose e a celobiose, e das HC são a xilose, arabinose e xilobiose. No entanto, estes compostos não estão livremente expostos na estrutura molecular LC, portanto é necessário de processos (pré-tratamento e hidrólise) físicos, químicos, biológicos ou misturados para obtê-los. O pré-tratamento é um processo que promove acesso à CE e às HC, e remove ou modifica a LG. E a hidrólise é um procedimento que quebra a CE e as HC em moléculas menores (mono e dissacarídeos) (SHIMIZU et al., 2020).
O tipo de hidrólise que tem tomado mais relevância nos últimos anos é a biológica, a qual usa microrganismos (bactérias ou fungos) que sintetizam enzimas celulolíticas (ou celulases) e hemicelulolíticas (ou hemicelulases) para fazer o rompimento da CE e das HC, respectivamente, e assim obter sacarídeos pequenos (BHATTACHARYA; BHATTACHARYA; PLETSCHKE, 2015). O processo para obter aqueles sacarídeos menores é feito geralmente em duas etapas sucessivas que operam separadamente; a primeira relacionada com a síntese de enzimas usando fermentações (submersa ou sólida) e a segunda focada à sacarificação (hidrólise) (SHIMIZU et al., 2020). No entanto, propor obtenções simultâneas de produtos de interesse é uma alternativa de integralidade de processos (BART, 2001).
Existem várias espécies de microrganismos (especialmente fungos) que sintetizam enzimas hidrolíticas que a sua vez permitem obter ART, entre eles os basidiomicetos têm sido considerados de grande interesse porque geram simultaneamente conjuntos enzimáticos que atuam sobre a CE e as HC (PERALTA et al., 2017).
De acordo com o descrito, pesquisar basidiomicetos com o potencial de ser utilizados para produzir diretamente ART é relevânte, assim como utilizar resíduos LC não tradicionais. Portanto, este estudo avalia a obtenção direta de ART com diferentes efeitos de T (24 e 32°C), CS (20 e 30%) e t (8 e 15 dias), a partir de caules e folhas da flor Alstroemeria sp. por médio de FES usando o fungo Pleurotus ostreatus PLO6.

Metodologia
Os caules e folhas de Alstroemeria sp. foram facilitados pela empresa UAI Flores, localizada a 15 km ao norte da cidade de Andradas (Minas Gerais). Os resíduos foram secados naturalmente por exposição solar e moídos até atingir um tamanho de partícula menor que 1.4 mm. No substrato (ou biomassa) foi determinado o teor de LG pelo método TAPPI T13M-54, e CE e HC pelo método clorito-ácido e hidróxido (BROWNING, 1967). As FES foram realizadas em erlenmeyers de 250 mL, pH 5,5 e utilizando como inóculo 5 discos miceliais (8 mm de diâmetro) de 8 dias de crescimento do fungo em meio Ágar Batata Dextrose a 28 ºC. A produção de ART foi avaliada através de um planejamento fatorial completo 23, sendo a variável de resposta a concentração de ART (g/L) e os fatores a T (24 e 32°C), a CS (20 e 30%) e o t (8 e 15). Para a extração dos ART, em cada um dos frascos foram adicionados 50 mL de água destilada e homogeneizados durante 1 hora a 200 rpm à temperatura ambiente. Logo, as amostras foram filtradas em tecido tipo voile, centrifugadas a 2000 rpm por 20 minutos e o sobrenadante foi filtrado novamente em papel filtro. A concentração dos ART foi quantificada na fração líquida resultante por o método do ácido 3,5-dinitrosalisílico (DNS) (MILLER, 1959).

Resultados e Discussões
Encontrou-se que os teores de CE, HC e LG dos resíduos florais estão dentro dos intervalos de valores reportados para outros substratos LC usados na produção de ART e outros produtos químicos de interesse industrial (MENON; RAO, 2012). A Tabela 1 mostra a composição mássica em base seca dos caules e folhas de Alstroemeria sp. e a compara com outros resíduos LC, revelando assim as diferenças e semelhanças entre eles.

Tabela 1. Composição LG dos resíduos de Alstroemeria e de outros resíduos agroindustriais
	Biomassa
	LG
	CE
	HC
	Ref.

	Resíduo
Alstroemeria
	15.2
	36.1
	14.7
	Esta pesquisa

	Resíduo
Crisântemo
	17.5
	49.6
	7.5
	(QUEVEDO-HIDALGO, 2015)

	Resíduo Rosa
	9.5
	38.4
	8.8
	

	Bagaço de Cana
	24.2
	42.8
	27.6
	(SILVA et al., 2018)

	Farelo de Trigo
	20
	32
	26
	(ANNAMALAI; SIVAKUMAR, 2016)

	Cachos de frutas vazios (Palma)
	33
	30.5
	19.5
	(CORAL MEDINA et al., 2015)



A Figura 1 mostra a influencia dos fatores T (24 y 32ºC), t (8 y 15 dias) e CS (20 y 30%) sobre a produção de ART (g/L). O fator com maior influência na produção de ART foi a T, a qual teve um efeito positivo sobre os ART quando foi mantida no nível inferior de 24ºC (barra retangular sombreada de cor cinza, de maior tamanho e valor negativo na Figura 1). 

Figura 1. Gráfico de Pareto para os efeitos dos fatores T, t e CS sobre a produção de ART (nível de significância, p=0,05).
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Este resultado está de acordo com as condições de temperatura (perto de 25°C) que permitem ao P. ostreatus crescer e sintetizar enzimas celulolíticas e hemicelulolíticas para a obtenção de ART (KHALIL et al., 2011). A liberação de ART mantém uma relação direta com a ação de enzimas celulolíticas e hemicelulolíticas, entre as quais se presume a presença de endoglicanases, exoglicanases, β-glucosidases, endoxilanases e β-xilosidases (QUIROZ-CASTAÑEDA; FOLCH-MALLOL, 2013).
Outro fator que influenciou de forma significativa a produção de ART foi a CS, a qual exibiu um efeito positivo sobre os ART quando o fator foi mantido no nível inferior de 20%. Este resultado está acorde com as CS usadas comumente (ao redor de 20 % m/m) que permitem ao P. ostreatus crescer e sintetizar celulases e hemicelulases para liberar ART sob condições de FES similares (DE OLIVEIRA RODRIGUES et al., 2017).
Por outro lado, o t mostrou um efeito significativo sobre a produção de ART quando seu nível foi mantido em 8 dias (nível baixo). A máxima concentração de ART obtida nesse tempo (4,5 g/L) foi maior que a encontrada por De Oliveira Rodrigues et. al. (2016), quem conseguiu 3,3 g/L de ART no mesmo período de tempo a partir de bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado. Concentração atingida através de processo convencional (síntese de enzimas e hidrólise em etapas separadas) usando enzimas celulolíticas sintetizadas por consorcio de microrganismos (Aspergillus fumigatus SCBM6 e Aspergillus niger SCBM1) (DE OLIVEIRA; ALVES, 2016).
Considerando a análise estatística obtida através do gráfico de Pareto mostrado na Figura 1, a máxima concentração de ART (4,5 g/L) foi atingida na configuração de FES de T = 24 °C, CS = 20% e t = 8 dias. Esta quantidade de ART foi analisada com HPLC, o qual mostrou que a concentração de glicose, xilose e arabinose foi de 1.02, 3.33 e 0.07 g/L, respectivamente.
Finalmente, encontrou-se interações de segunda ordem (T by CS e CS by t) com valores negativos, o qual, teoricamente estão relacionados com um efeito antagônico sobre a variável de resposta quando os níveis dos efeitos de primeira ordem são mantidos em seus valores originais (MONTGOMERY, 2009). Estes resultados podem ser atribuídos à baixa significância exibida pelos fatores t e CS, a qual pode ser resultado do estreito intervalo de t e CS utilizados neste estúdio.

Conclusões
A pesquisa conferiu que durante o crescimento do P. ostreatus PLO6 usando resíduos florais como substrato pode se obter ART sob diferentes configurações de FES. Sob as condições avaliadas, o fator com maior influência estatística sobre a produção de ART foi a temperatura, apresentando a maior influência quando a FES foi desenvolvida a temperaturas baixas (24ºC). A variável que teve o menor efeito significativo sobre a produção de ART foi o tempo, isto ocorreu provavelmente porque o estudo foi realizado com um pequeno intervalo de tempo. A pesquisa desenvolvida está relacionada com a busca de basidiomicetos que sintetizem ART de forma direta e com o aproveitamento de biomassas residuais de cadeias produtivas não comuns.
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