| |
Qm .»\1'11:.\{(’

S 88

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE SANTA CRUZ
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

JOSE LUCAS DE ALMEIDA ANTUNES FERRAZ

XILANASE DE Penicillium roqueforti ATCC 10110: PRODUCAO SOB
FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO, ESTUDO DE PROPRIEDADES
BIOQUIMICAS E APLICACAO NA SACARIFICACAO DE AGRORESIDUOS

ILHEUS-BA
FEVEREIRO DE 2017



JOSE LUCAS DE ALMEIDA ANTUNES FERRAZ

XILANASE DE Penicillium roqueforti ATCC 10110: PRODUCAO SOB
FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO, ESTUDO DE PROPRIEDADES
BIOQUIMICAS E APLICACAO NA SACARIFICACAO DE AGRORESIDUOS

Dissertacdo apresentada ao Programa de POs-
graduacdo em Quimica da Universidade Estadual
de Santa Cruz - UESC - como parte dos requisitos
para obtencdo do titulo de Mestre em Quimica.
Area de Concentracdo: Quimica Analitica Aplicada;
Linha de Pesquisa: Andlise de Alimentos e
Bebidas.

Orientador: Prof. Dr. Marcelo Franco

Co-orientador: Prof. Dr. Janclei Pereira Coutinho

ILHEUS-BA
FEVEREIRO DE 2017



F368  Ferraz, José Lucas de Almeida Antunes.
Xilanase de Penicillium roqueforti ATCC 10110:

producado sob fermentacdo em estado solido,
estudo

de propriedades bioquimicas e aplicacdo na
sacarifi-

cacao de agroresiduos / José Lucas de Almeida

Antunes Ferraz. — llhéus, BA: UESC, 2017.

107 f. - il.

Orientador: Marcelo Franco.

Co-orientador: Janclei Pereira Coutinho.

Dissertacao (Mestrado) — Universidade Estadual
de Santa Cruz. Programa de Pés-Graduagédo em
Quimica.

Inclui referéncias.

1. Enzimas. 2. Fermentagao. 3. Hidrolise. 4. Plane-
jamento experimental. 5. Xilanases. I. Titulo.

CDD 572.7




JOSE LUCAS DE ALMEIDA ANTUNES FERRAZ

XILANASE DE Penicillium roqueforti. PRODUCAO SOB
FERMENTAGAO EM ESTADO SOLIDO, ESTUDO DE
PROPRIEDADES BIOQUIMICAS E APLICACAO NA
SACARIFICACAO DE AGRO-RESIDUOS

[lhéus-BA, Ilhéus, 21 de fevereiro de 2017.
COMISSAO EXAMINADORA:

L < ¥
= e < —

Prof(a). Dr. Marcelo Franco
Doutor em Quimica - UFRJ
Universidade Estadual de Santa Cruz - UESC
Orientador(a)

L’XML kut\/\uf (/fu,umm

Pr‘df . Dra. Julieta Rangel de Oliveira (UESC)
Doutora em Ciéncias - USP
Universidade Estadual de Santa Cruz - UESC

i, S
Prof(a). Dra. AnaMaria Queijeiro Lépez (UFAL)
Doutora Bioguimica e Fitopatologia Molecular

Universidade Federal de Alagoas - UFAL




A todos os responsaveis pelo que ha de bom em
mim. Principalmente, meu pai Silvino, minha mée

Liane e minha esposa Eli.

Dedico.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus, pelo dom da vida e por todas as condi¢cdes
necessarias, principalmente saude e sabedoria.

Aos meus pais, Silvino e Liane, pelo amor, ensinamentos e total apoio em
todas as etapas ao longo de minha vida; a minha irm&, Bruna, meu cunhado, Bruno,
e meus sobrinhos, Pedro e Maria Eduarda, pelos momentos especiais.

A Eli Aguiar, que foi muito mais que uma esposa, uma amiga companheira,
por acreditar em mim e me ajudar a vencer os momentos de desanimo.

A todos os familiares, especialmente, minhas tias Lana, Léa, Lando e Sonia;
aos novos familiares, Alga, Weliton, Ligia, Marcelo, Ariana, Holfman, Clara, Macel e
isis; e a0 meu primo Felipe, pelo companheirismo e palavras de encorajamento.

A CAPES (Coordenacédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior)
pela concessao da bolsa durante todo o periodo de realizacdo deste Mestrado. A
Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC), pelo apoio técnico e administrativo, e
a todos os docentes, técnicos e colegas do Programa de Pdés-graduacdo em
Quimica da UESC.

A meu orientador, Prof® Dr. Marcelo Franco, pela ajuda, compreensédo e
confiangca em mim depositados, e aos colegas do Laboratério de Biotransformacéo e
Biocatalise Organica (LaBioCat): Gleydison, Poly, Nadabe, Aila, Edvan, George,
Maiara, Franciele e, principalmente, Lucas e Tatielle, pela amizade e companhia
durante a realizacdo desta jornada.

Aos professores: Dr. Raildo Mota de Jesus, Dr. Janclei Pereira Coutinho, Dra.
Julieta Rangel de Oliveira, Dr. Mércio Luis Oliveira Ferreira, Dra. Elizama Aguiar de
Oliveira, Dr. André Gustavo de Araujo Fernandes, Dr. Luiz Carlos Salay, Dra.
Rosenira Serpa da Cruz, Dra. Rosilene Aparecida de Oliveira, Dr. Rodrigo Luis S. R.
Santos, Dr. Francisco Heriberto Martinez Luzardo, Dr. Daniel de Castro Lima e Dr.
Erik Galvao Paranhos da Silva, pela ajuda ao longo deste trabalho.

Aos professores participantes da banca examinadora, Dra. Ana Maria
Queijeiro Lépez e Dra. Julieta Rangel de Oliveira, pela disponibilidade em patrticipar
e pelas contribui¢cdes acerca da dissertacao.

A todos que, direta ou indiretamente, contribuiram para a realizacdo deste

trabalho.



“Por vezes sentimos que aquilo que fazemos nédo é sendo
uma gota de agua no mar. Mas o mar seria menor se lhe

faltasse uma gota”.

(Madre Teresa de Calcuta)



FERRAZ, J. L. A. A. Xilanase de Penicillium roqueforti ATCC 10110: producéao
sob fermentacdo em estado sélido, estudo de propriedades bioquimicas e
aplicacdo na sacarificacdo de agroresiduos. 107 p. Dissertacdo de Mestrado
(Quimica) — Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus, Bahia, 2017.

RESUMO

As xilanases sdo um grupo de enzimas hidroliticas de ampla ocorréncia em micro-
organismos como o0s fungos, bactérias e leveduras. A principal funcao das xilanases
€ catalisar a despolimerizacdo de xilanas presentes em materiais lignocelulésicos
para formar xilo-oligossacarideos e xilose. Nos ultimos anos, estas enzimas tém
recebido crescente atencdo devido a possibilidade de aplicagdo em diversos
processos industriais. No presente estudo, € descrito a producdo de xilanases por
Penicillium roqueforti ATCC 10110 em fermentacdo em estado solido empregando-
se apenas residuo de caja (Spondias mombim L.) e 4gua como alternativa aos
meios de cultura comerciais. Para os testes de fermentacao, foi avaliada também a
utilizacéo de residuo de caja submetido a um processo de extracdo com etanol puro.
Os parametros temperatura de incubacao, umidade inicial e tempo de fermentacéo
foram otimizados utilizando o planejamento experimental Box-Behnken. Utilizando o
residuo ndo processado com etanol foi alcangcada uma méaxima atividade de xilanase
de 14,03 Ul/g, ao passo que utilizando o residuo processado foi alcancada uma
maxima atividade de 6,24 Ul/g. O extrato enzimatico bruto (xilanase bruta) foi
utilizado para determinacdo dos parametros cinéticos e avaliado quanto ao efeito da
temperatura, pH, adicdo de ions metalicos, compostos organicos, e efeito do
congelamento sobre a atividade de xilanase. Os respectivos valores de Ky € Viax
encontrados foram 1,06 mg/mL e 16,23 pumol/min/mL. As xilanases apresentaram
maior atividade em pH na faixa de 3-5 e temperatura de 60°C. Melhor estabilidade
foi alcancada em pH na faixa de 3-5 e em temperaturas <60°C. A adicdo dos ions
Mn#*, AP, Zn?*, Na*, Ca®* e dos compostos Trolox e Triton X-100, melhorou a
atividade de xilanase, ao passo que as espécies Mg®*, Pb®", Cu** e SDS
comportaram-se como inibidores. O congelamento a -20 ou 4°C manteve mais de
94% da atividade enzimatica ap6s 120 dias de armazenamento. Xilanase bruta foi
utilizada visando a sacarificacdo de bagaco de cana-de-aclcar, casca de amendoim,
sabugo de milho e casca de arroz. Melhor rendimento de acUcares redutores
(259,45 mg/g) foi alcancado quando utilizado bagaco de cana-de-agclucar como
substrato ap6s 4h de reacéo. A hidrdlise de sabugo de milho, casca de arroz e casca
de amendoim resultou na producdo de 180,22 mg/g, 137,70 mg/g e 128,48 mg/q,
respectivamente. A adicdo de Mn?" aumentou cerca de 86% o rendimento de
acucares durante a sacarificacdo de bagaco de cana-de-aclUcar. Os parametros
temperatura e carga de substrato foram otimizados utilizando o planejamento
Doehlert. Maxima producdo de acucar (662,34 mg/g) foi alcancada mantendo a
temperatura em 62,40°C e carga de substrato de 0,22%. O rendimento de aclUcares
foi significativamente alto quando comparado com estudos anteriores disponiveis na
literatura, o que sugere a utilizacdo de xilanase bruta adicionada de Mn?* um
processo alternativo e promissor para sacarificacdo de bagaco de cana-de-acucar.

Palavras chave: Enzima. Hidrdlise enzimatica. Planejamento Experimental.
Propriedades enziméaticas. Residuos agro-industriais.



FERRAZ, J. L. A. A. Xylanase from Penicillium roqueforti ATCC 10110:
production under solid state fermentation, biochemical properties study and
application in saccharification of agroresidues. 107 p. Master's dissertation
(Chemistry) — Santa Cruz State University, llhéus, Bahia, 2017.

ABSTRACT

Xylanases are a group of hydrolytic enzymes of wide occurrence in microorganisms
such as fungi, bacteria and yeast. The main function of xylanases is to catalyze the
depolymerization of xylans present in lignocellulosic materials to form
xylooligosaccharides and xylose. In recent years, these enzymes have received
increasing attention due to potential application in various industrial processes. In this
study, it is described the xylanase production by Penicillium roqueforti ATCC 10110
in solid state fermentation using only yellow mombin (Spondias mombim L.) residue
and water as an alternative to commercial culture media. For fermentation tests, it
was also evaluated the use of yellow mombin residue subjected to an extraction
process with pure ethanol. The parameters such as incubation temperature, initial
moisture and fermentation time were optimized using Box-Behnken experimental
design. Using the unprocessed residue it was achieved maximum xylanase activity of
14.03 1U/g whereas using the processed residue it was achieved a maximal activity
of 6.24 1U/g. The crude enzymatic extract (crude xylanase) was used for the
determination of kinetic parameters and evaluated for the effect of temperature, pH,
addition of metal ions, organic compounds, and freezing effect on xylanase activity.
The respective K, and Vusx values were 1.06 mg/mL and 16.23 pmol/min/mL.
Xylanases exhibited higher activity at pH in the range 3-5 and temperature of 60°C.
Better stability was achieved in pH in the range of 3-5 and at temperatures < 60° C.
The addition of ions Mn?*, AI**, Zn?*, Na*, Ca®* and compounds Trolox and Triton X-
100 improved xylanase activity, whereas the species Mg?*, Pb?*, Cu?** and SDS
behaved as inhibitors. Freezing the -20 or 4°C maintained more than 94% of the
enzyme activity after 120 days of storage. Crude xylanase was used aiming the
saccharification of sugarcane bagasse, peanut shells, corn cob and rice husk. Better
yield of reducing sugars (259.45 mg/g) was achieved when using sugarcane bagasse
as the substrate after 4 h of reaction. The hydrolysis of corn cob, rice husk and
peanut shells resulted in the production of 180.22 mg/g, 137.70 mg/g and 128.48
mg/g, respectively. The addition of Mn?" increased the yield of sugars by about 86%
during saccharification of sugarcane bagasse. The parameters temperature and
substrate load were optimized using Doehlert design. Maximum sugar yield (662.34
mg/g) was achieved by maintaining the temperature at 62.40°C and substrate load of
0.22%. The sugar yield was significantly highe when compared to previous studies
available in the literature suggesting the use of crude xylanase added Mn?* an
alternative and promising process for sugarcane bagasse saccharification

Keywords: Agro-industrial residues. Enzymatic properties. Enzymatic hydrolysis.
Enzyme. Experimental Design.
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CAPITULO 1

1.1 INTRODUCAO

A demanda mundial de enzimas tem crescido cada vez mais. De acordo a
BCC Research (2014), o mercado global de enzimas industriais aumentou de
aproximadamente US$ 4,5 bilhdes em 2012, para cerca de US$ 4,8 bilhdes em
2013, sendo esperado um alcance de US$ 7,1 bilhdes para 2018.

Dentre as enzimas que participam do grande volume de vendas no mercado
destacam-se as xilanases, que junto com as celulases e pectinases contribuem para
cerca de 20% do mercado mundial de enzimas. As xilanases sao responsaveis por
catalisar a hidrélise de xilanas, principal componente da hemicelulose, para formar
xilo-oligossacarideos e xilose. Devido a esta propriedade, estas enzimas tém
apresentado potencial para aplicagdo em diversos setores industriais, tais como
manufatura de polpa e papel, alimentacdo animal, alimentacdo humana, bem como
na conversdo de residuos lignocelulésicos em compostos quimicos de valor
agregado (Ang et al., 2013).

Crescente interesse tem surgido no emprego de xilanases em processos de
hidrolise de residuos agro-industriais para producédo de acuUcares fermentaveis que
podem ser convertidos em biocombustiveis (Kumar et al., 2012; Chapla et al., 2010;
Kocabas et al., 2015). Esses residuos normalmente possuem alta concentracdo de
hemicelulose que pode ser hidrolisada a agUcares via catélise enzimatica utilizando
xilanases.

A sacarificacdo enzimatica de agroresiduos oferece diversas vantagens
gquando comparada aos métodos quimicos tradicionais (hidrolise térmica, acida,
alcalina), podendo-se destacar a alta especificidade, condicbes de reacdo mais
suave, alto rendimento e menor formacgéo de produtos indesejaveis (Sadaf e Khare,
2014; Chapla et al., 2010). Por outro lado, os altos custos e os baixos rendimentos
envolvidos na produgdo de xilanases tem limitado seu uso, principalmente para
sacarificacdo de agroresiduos, tornando necesséario o desenvolvimento de novos
meétodos de producéo de enzimas que utilizem materiais de menor custo e fornegcam
melhores rendimentos (Kamble e Jadhav, 2012).

Nos ultimos anos, muitos estudos vém sendo realizados empregando a

fermentacdo em estado sélido (FES) como processo de producdo de xilanases



15

(Kaushik et al., 2014; Pirota et al., 2013; Adhyaru et al., 2016; Mander et al., 2014).
Esta técnica tem-se mostrado bastante promissora, sendo capaz de fornecer uma
alta produtividade, concentracbes mais elevadas e maior estabilidade do produto
final. Além disso, torna-se atrativa do ponto de vista econémico e ambiental por ser
uma ferramenta que possibilita a utilizacdo de residuos agro-industriais como
matéria prima de baixo custo (Kiran et al., 2014).

A FES pode ser governada por uma grande quantidade de fatores que podem
ser considerados criticos para a viabilidade técnica e econémica do processo.
Alguns dos fatores importantes que afetam o processo da fermentacdo incluem a
natureza do meio de cultivo, o tipo de micro-organismo e as condi¢des fisico-
guimicas do processo (Thomas et al., 2013).

A producao de xilanase por FES pode ser mais eficiente utilizando-se fungos
filamentosos (Polizeli et al., 2005). Os fungos do género Penicilium tém sido
caracterizados como bons produtores de enzimas, sendo que a maioria das
espécies constitui uma rica fonte de enzimas xilanoliticas (Knob e Carmona, 2010).
Das espécies desse género, o Penicillium roqueforti tem sido aplicado em
biotecnologia e apresentando diversas caracteristicas favoraveis a fermentacéo,
como, por exemplo, bom crescimento em baixo valores de pH e capacidade de
utilizar uma variedade de compostos quimicos como substrato, incluindo pentoses e
hexoses (Mioso et al., 2014).

A utilizacdo de meios de culturas de baixo custo torna-se essencial para o
desenvolvimento de um bioprocesso viavel para producdo de enzimas microbianas.
Neste sentido, os residuos provenientes da agroindlstria sdo considerados
potencialmente (teis, visto que consistem de polissacarideos e nutrientes
necessarios para o desenvolvimento microbiano e sintese enzimética (Santos et al.,
2012).

Na agricultura brasileira, muitas culturas s&o consideradas geradoras de
residuos. Dentre estas, pode-se incluir o caja, que, apesar de ser um fruto de
producdo espontanea, tem apresentado expressivo aumento da sua participagdo em
diversos setores comerciais e regides do pais (Cavalcante et al., 2009). Na regiédo
sul da Bahia, a polpa de caja € a que possui maior demanda entre as polpas de
frutas comercializadas, ressaltando o crescimento no consumo deste fruto e dos
seus subprodutos (Santos-Serejo et al., 2009). Estima-se que o processamento do

caja produza em torno de 40% de seu peso de residuos, 0s quais ndo possuem
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nenhum fim especifico, sendo, na maioria dos casos, incinerados ou descartados na
natureza (Cavalcante et al., 2009; Santos-Serejo et al., 2009).

Neste sentido, propor a utilizacdo do residuo de caja como substrato para
producado de xilanases por micro-organismos pode evidenciar este material como um
meio de cultura alternativo, abundante e de baixo custo. Além disso, propor o estudo
bioguimico das xilanases produzidas torna-se uma tarefa importante ndo s6 do
ponto de vista cientifico, mas, também, do ponto vista técnico, devido a possibilidade
de revelacéo de potenciais catalisadores a serem aplicados em processos cataliticos

especificos.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Desenvolver e avaliar um bioprocesso em escala laboratorial para obtencao
de xilanase fungica por Penicillium roqueforti ATCC 10110, estudar as propriedades
bioquimicas destas enzimas e aplica-las na sacarificacdo de residuos agro-

industriais.

1.2.2 Objetivos especificos

e Avaliar o potencial do fungo P. roqueforti ATCC 10110 como agente fermentador
e residuo de caja como meio de cultura para producdo de xilanases por
fermentacdo em estado sélido;

e Avaliar a utilizacdo de residuo de caja pré-tratado por extracdo com etanol como
um substrato para producao de xilanase por P. roqueforti ATCC 10110;

e Verificar os parametros de fermentag&do: temperatura de incubacdo, umidade
inicial e tempo sobre a producdo de xilanases e determinar a condigbes que
levam a maximizac&o da producdo enzimatica;

e Caracterizar as propriedades cinéticas e fisico-quimicas das xilanases obtidas.

e Avaliar o potencial de utilizacdo do extrato enzimatico bruto rico em xilanase
obtido ap6s o processo fermentativo, visando a sacarificacdo de biomassa
lignocelulésica (bagaco de cana-de-acucar, sabugo de milho, casca de arroz e

casca de amendoim).
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1.3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.3.1 Caracteristicas gerais das xilanases

As xilanases sdo um conjunto de enzimas hidroliticas de ampla ocorréncia em
organismos dos dominios Eucariota e Procariota, sendo os principais produtores 0s
fungos, bactérias, leveduras, protozoarios, algas marinhas, insetos, crustaceos e
sementes. A principal funcdo das xilanases € catalisar a degradacdo da xilana,
reduzindo o grau de polimerizacdo desse substrato (Manimaran et al., 2009; Irfan et
al., 2014).

A xilana € um dos componentes majoritarios da parede celular de plantas,
sendo encontrada em grandes quantidades em madeira mole de gimnospermas (7 a
10% do conteudo da parede celular), madeira dura de angiospermas (15 a 30%) e
em plantas anuais (<30%). Dentro da estrutura da parede, é encontrada na fracdo
da hemicelulose, que fica na interface entre a lignina e a celulose mantendo ligacdes
covalentes e ndo covalentes que mantém a coesdo das fibras e a integridade da

parede celular (Figura 1.1).

Celulose

—— Lignina

Hemicelulose

Feixes de celulose

Figura 1.1 - Representacdo esquematica de parede celular vegetal (Yu et al., 2008).

Do ponto vista estrutural, a xilana é caracterizada como um polissacarideo
gue consiste de um esqueleto homopolimérico de unidades de D-xilopiranosil unidas

por ligagdes B-1,4, e em alguns casos [(-1,3, que pode conter ramificacdes de
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cadeias curtas de residuos de acetil, arabinofuranosil, glicuronosil, metil-glicuronosil,
feruloil e/ou p-cumaroil. As ramificacbes e o grau de polimerizacdo diferem nas
estruturas de diferentes fontes. Normalmente, apresentam ramificacdes, no entanto,
xilanas lineares nao substituidas tém sido relatadas em algumas espécies de plantas

e algas marinhas (Collins et al., 2005) (Figura 1.2).
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Figura 1.2 - Estrutura primaria de xilanas comumente encontradas na natureza. (a) homoxilana com
ligagdes p-1,4; (b) homoxilana com ligagdes B-1,4 e pB-1,3; (c) glucuronoxilana; (d)
glucoronoarabinoxilana e (e) arabinoxilana (Adaptado de Ebringerovéa, 2006).

As enzimas que constituem o sistema xilanolitico e que desempenham o
principal papel na despolimerizacdo da xilana séo as endoxilanases (3-1,4-D-xilana-
xilanohidrolase, EC 3.2.1.8) e as [-xilosidases (B-D-xilosideo xilohidrolase, EC

3.2.1.37). Enzimas acessorias também sdo necesséarias para a desramificacdo de
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grupos laterais ligados a cadeia principal de xilanas substituidas, tais como acetil
xilana esterase (EC 3.1.1.16), a-arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55), a-glicuronidase
(EC 3.2.1.131), &cido p-cumérico esterase e &cido ferulico esterase (Figura 1.3)
(Mohana et al., 2008; Sonia et al., 2005; Subramaniyan e Prema, 2002).

a) Xilana _Y
oo a-Glicuronidase Acetil xilana esterase

" 3“\\ //‘. \ o
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Figura 1.3 - (a) Representacéo de estrutura de xilana mostrando diferentes grupos substituintes com
sitios de ataque por enzimas xilanoliticas; (b) estrutura da xilobiose e sitio de ataque de B-xilosidases
e (c) estrutura da xilopiranose (Adaptado de Pastor et al., 2007).

As endoxilanases e as B-xilosidases atuam na cadeia principal da xilana. As
endoxilanases clivam as liga¢c@es glicosidicas interiores provocando uma diminuicédo
do grau de polimerizacdo e formando oligdmeros de B-D-xilopiranosil, podendo
formar também mono, di e trissacarideos de B-D-xilopiranosil. Essa clivagem ocorre
de forma ndo aleatéria, no entanto, o local de ataque enzimatico depende das
caracteristicas estruturais da molécula do substrato, por exemplo, a presenca de
substituinte, o grau de ramificacdo e o comprimento da cadeia. Ja as B-xilosidases
atuam clivando as ligacbes terminais nao redutores de pequenos xilo-
oligossacarideos e xilobiose liberando monémeros de (B-D-xilopiranosil (Girio et al.,
2010) (Figura 1.3).

As xilanases podem ainda ser classificadas de acordo com seu peso
molecular e ponto isoelétrico (Wong et al., 1988), e com base na estrutura primaria
do dominio catalitico (Henrissat, 1991). A primeira propde a classificacdo em dois
grupos: um grupo de baixo peso molecular (<30KDa) e ponto isoelétrico basico, e
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um segundo grupo de alto peso molecular (>30KDa) e ponto isoelétrico &cido. No
entanto, existe um numero significativo de xilanases que apresentam propriedades
intermediarias e que ndo se adequam a essa classificacdo. Ja o sistema de
classificacdo baseado no dominio catalitico € considerado mais completo e, por isso,
tem-se tornado o padréo para a classificagdo dessas enzimas, incluindo-as no grupo
das glicosideo hidrolases (EC 3.2.1.x) junto com outras hidrolases.

As enzimas do grupo das glicosideo hidrolases sdo ainda subdivididas em
familias de acordo a similaridade na sequéncia de aminoacidos. A maioria das
familias compreende enzimas com mesma especificidade ao substrato, mas
algumas familias sdo também poli-especificas e incluem enzimas ativas em
diferentes substratos. As xilanases sao principalmente distribuidas em duas familias:
GH10 e GH11, que incluem enzimas de alto peso molecular/baixo ponto isoelétrico e
baixo peso molecular/alto ponto isoelétrico, respectivamente, mas incluem também
muitas outras xilanases com propriedades fisico-quimicas amplamente diferentes.
Enzimas com atividade de xilanase estdo também distribuidas nas familias GH 5, 7,
8 e 43 (Dodd e Cann, 2009; Pastor et al., 2007).

A Figura 1.4 apresenta a estrutura quaternaria de uma xilanase produzida por
Penicillium simplicissimum, sendo indicada por Schmidt e colaboradores (1998)
como pertencente a familia GH10. O sitio ativo foi localizado em uma fenda no
centro da enzima, sendo composto por residuos cataliticos de glutamato. Maior
atividade foi alcancada em pH relativamente baixo (pH 5,6) e temperatura de 67°C,
indicando que mudancas nos niveis destes parametros podem influenciar na

atividade catalitica de xilanases.

Figura 1.4 - Estrutura quaternaria de uma Xxilanase produzida por Penicillium simplicissimum. a) Vista
superior; b) vista lateral (Adaptado de Schmidt et al.,1998).
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O interesse na obtencdo de xilanases esta relacionado as diversas
possibilidades de aplicacdo e ao potencial biotecnoldégico em diversos processos
industriais. Dentre essas aplicacfes podem-se destacar a industria de manufatura
de polpa e papel (branqueamento de polpa), industria de alimentos e bebidas
(clarificacao de sucos, panificacdo, fabricacdo de vinhos, extracdo de café, éleos de
plantas e amido), industria farmacéutica (producdo de xilooligossacarideos com
efeitos prebidticos), alimentacdo animal (melhoramento do valor nutricional de
silagem, grama verde), bem como em outros setores biocataliticos como
biorremediacéo (tratamento de alguns residuos industriais, agricolas e municipais) e
conversdo de materiais lignoceluldsicos em matérias-primas e combustiveis
(bioetanol) (Goluguri et al., 2012; Bakri et al., 2008; Deutschmann e Dekker, 2012;
Kamble e Jadhav, 2012; Collins et al., 2005; Subramaniyan e Prema, 2002).

Embora existam muitos organismos produtores de xilanase, 0s micro-
organismos tém sido apontados como os preferenciais para a obtencdo dessas
enzimas devido a sua disponibilidade, estabilidade estrutural e facil manipulacdo
genética. As bactérias, leveduras e fungos filamentosos vem sendo amplamente
estudados e indicados como potenciais produtores de enzimas xilanoliticas. Dentre
os fungos, espécies do género Penicillium, Aspergillus e Trichoderma séo
consideradas excelentes fontes de enzimas para biodegradagéo de xilanas (Irfan et
al., 2016; Knob e Carmona, 2010; Li et al., 2007).

Xilanases de micro-organismos podem ser obtidas utilizando as técnicas de
fermentacdo em estado solido (FES) e fermentacdo submersa (FS).
Comercialmente, cerca de 80 a 90% de toda xilanase produzida sdo obtidas por FS.
No entanto, a FES vem sendo amplamente investigada e sugerida como uma
alternativa para reducdo de custos do processo de producdo, além disso, é
particularmente vantajosa para producdo de enzimas por fungos filamentosos, uma
vez que simula o habitat natural desses micro-organismos (Ang et al., 2013; Polizeli
et al., 2005; Holker e Lenz, 2005).

1.3.2 Utilizacdo de xilanases em sacarificacdo de residuos lignoceluldsicos
Nos ultimos anos, diante da escassez de energia e dos problemas ambientais

relacionados a utilizacdo exacerbada de combustiveis fésseis, especial atencdo tem

sido dada aos biocombustiveis, principalmente o etanol de segunda geracao, visto
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que o mesmo € produzido a partir de biomassa lignocelulésica residual, requer um
menor ciclo de producdo e esta relacionado a uma menor emissdo de gases do
efeito estufa (Goldenberg, 2007; Pensupa et al., 2013)

A conversdo de residuos lignocelulésicos em acucares fermentaveis €
considerada uma etapa critica para a producéo de bioetanol (Yu et al., 2013). Entre
as tecnologias disponiveis pode-se destacar a hidrolise enzimética. Este método
oferece diversas vantagens, como alta especificidade, condicdes de reacdo mais
suave, alto rendimento, menor gasto de energia e menor formacdo de produtos
indesejaveis (Chapla et al., 2010; Sadaf e Khare, 2014; Vicuna et al., 1995).

A sacarificagdo enzimética de materiais lignocelulésicos requer a participacao
de celulases, hemicelulases e outras glicosil hidrolases (Rodriguez-Zufiga et al.,
2013; Pensupa et al., 2013). As xilanases tornam-se particularmente importantes
devido a funcéo de catalisar a despolimerizacao de xilanas, principal componente da
hemicelulose a qual representa cerca de 15 a 30% da biomassa vegetal para formar
acucares fermentaveis, tal como xilose (Ebringerova et al., 2005). Além disso, as
xilanases também atuam na desestruturacdo do entrelacamento entre a
hemicelulose e a celulose que existe na parede celular vegetal, facilitando, dessa
forma, a atuacdo de celulases sobre a fracdo celulésica dos residuos (Farinas,
2011).

A presenca da xilana em biomassa lignocelulédica também ocorre como
complexo lignina-xilana. Este fato contribui para tornar a biomassa recalcitrante a
hidrélise enzimética (Chapla et al., 2012). Além disso, a adsorcdo ndo produtiva das
enzimas a lignina também prejudica a hidrélise (Ko et al., 2015). Dessa forma,
frequemente, etapas de pré-tratamento do material lignocelulésico tem sido
apontadas como necessarias para o rompimento da barreira recalcitrante promovida
pela presenca de lignina e promover maior porosidade do material, possibilitando,
assim, uma maior eficiéncia de sacarificacdo (Mosier et al., 2005; Wong et al.,
1988). Pré-tratamento com &cidos ou bases diluidos, aménia aquosa, agua quente
liguida e explosdo de vapor sdo exemplos de processos de pré-tratamento que
podem ser utilizados em agroresiduos (lIbbett et al., 2011; Kim et al., 2003).
Entretanto, a utilizacdo destas estratégias vem sendo bastante discutida,
principalmente, devido aos consideraveis custos que acrescentam ao processo

podendo torna-lo desvantajoso. A Tabela 1.1 apresenta diferentes estudos



envolvendo a utilizacdo de xilanases visando a sacarificacdo de

lignocelulésicos.
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residuos

Tabela 1.1 - Alguns estudos de sacarificacdo de diferentes residuos lignocelulésicos mediada por

xilanases.
Acucares
Micro-organismo Substrato Pré-tratamento redutores Referéncia
(mg/g)

- . Amonia (15%), Zhang e Sang,
Penicillium chrysogenum Sabugo de milho 60°C, 12h 553,94 5015
Penicillium s Palha de trigo i 49,9 Murthy e Naidu,

P- Palha de arroz 42,5 2012
. . Mohana et al.,
Burkholderia sp. Farelo de trigo - 55 2008
- . . Kocabas et al.,
Scytalidium thermophilum Sabugo de milho - 17,4 2015
NaOH 2N, 30°C,
. . 20h/Tratamento Damaso et al.,
Thermomyces lanuginosus  Sabugo de milho térmico a 121°C 63,40 2004
por 90 min.
Casca de soja 29,5
Fibra de soja 21,5 Heck et al
Bacillus circulans Palha de arroz - 14,0 2006 "
Pele de uva 13,0
Bagaco de cana 4,8
Palha de trigo .- o
Aspergillus foetidus Palha de arroz Amon°|a (15%), 193,86 Chapla etal,
. 121°C, 12h 2010
Sabugo e milho
Bacillus altitudinis Palha de sorgo Peroxido de 3494  Adhyauetal,

hidrogénio (3%)

2014

1.3.3 Fermentacédo em estado solido para producédo de enzimas

A FES pode ser definida como um bioprocesso que consiste no cultivo de

micro-organismos sobre suportes soélidos Umidos, inertes ou em substratos
insollveis que podem ser utilizados como fonte de nutrientes e energia. Esta técnica
€ realizada na auséncia ou quase auséncia de agua livre, simulando o ambiente
natural que muitos fungos, bactérias e leveduras estdo adaptados. No entanto, é
necessario que o substrato possua umidade suficiente para suportar o crescimento e
atividade metabdlica dos micro-organismos (Figura 1.4) (Holker et al., 2004; Pandey,

2003).
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Figura 1.5 - Fermentagdo em estado sélido por P. roqueforti ATCC 10110 realizada em frascos
Erlenmeyer utilizando residuo de caja e agua como meio de cultivo.

Nas ultimas décadas, a FES tem atraido crescente atencdo para a producao
de enzimas e vem sendo bastante apontada como uma alternativa a FS, cuja técnica
consiste no cultivo de micro-organismos na presenca de excesso de agua. Cada
técnica possui suas vantagens e desvantagens, o que torna dificil generalizar uma
das técnicas como a mais apropriada para producdo de enzimas. Entretanto, a FS
geralmente envolve altos custos de producdo que podem contribuir para
inviabilidade econémica do processo (Ang et al., 2013; Pandey et al., 1999).

Dentre as vantagens apresentadas pela FES podem-se destacar a
capacidade de fornecer uma alta produtividade de fermentacdo, menores custos de
producdo, meios de fermentagdo mais simples, concentracdo elevada do produto
final, menor geracdo de &aguas residuais, além de producdo de enzimas com
propriedades funcionais adequadas para aplicagcdes industriais, como, por exemplo,
estabilidade a temperaturas mais altas e resisténcia ao pH (Couto e Sanroman,
2006; Wang et al., 2008; Mitchell et al., 2000).

Outro aspecto que favorece o emprego da FES é a possibilidade de utilizacao
de residuos de origem agro-industrial como matéria prima barata, os quais sdo
muitas vezes descartados na natureza causando poluicdo. Durante a FES os
residuos de origem agro-industrial sdo utilizados como substratos, os quais se
comportam como fonte de carbono, nitrogénio e nutrientes que sao importantes para
o desenvolvimento dos micro-organismos que realizam a fermentacédo (Li e Zong,
2010; Kiran et al., 2014).
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Existem varios fatores que podem ser considerados criticos para a viabilidade
técnica e econdmica da FES. Alguns dos fatores importantes que afetam o processo
da fermentacdo incluem a natureza do substrato (principalmente a capacidade de
retencdo de agua, ou atividade de agua, tamanho de particula), o tipo de micro-
organismo e as condi¢des fisico-quimicas do processo (temperatura, pH, taxa de
difusdo de oxigénio e tempo de fermentacdo) (Thomas et al., 2013; Pandey et al.,
1999).

Diferentes enzimas podem ser produzidas por FES, tais como celulase, B-
glicosidase, amilase, exoglucanase, endoglucanase, L-asparaginase, lipase,
invertase, [B-mananase, laccase, quitosanase, fitase, protease, tannase e,
principalmente, xilanase e xylosidase (Thomas et al., 2013).

A producdo de xilanase por FES vem sendo amplamente estudada. Alguns
dos principais focos sao a avaliagdo de diferentes micro-organismos, substratos
sélidos e condi¢Bes de cultivo. A Tabela 1.2 contém alguns trabalhos voltados para a
aplicacao da FES na sintese de xilanases envolvendo diferentes micro-organismos e
substratos.

Os micro-organismos utilizados em processos de FES s&o os fungos e as
bactérias. Os géneros de fungos mais empregados sao Aspergillus, Penicillium e
Rizhopus, ao passo que o género Bacillus é o mais representativo das bactérias. Em
geral, os fungos sdo considerados os mais adaptados para esse tipo de técnica.
Essa caracteristica é atribuida principalmente pela capacidade de crescerem em
residuos sélidos e penetrarem nos espacos entre particulas dos substratos. As hifas
fungicas também podem penetrar em algumas matrizes de estruturas soélidas (El-
Bakry et al., 2015).

Os fungos tornam-se particularmente interessantes para a producdo de
xilanases. A capacidade desses micro-organismos de excretar enzimas degradantes
de xilanas e enzimas auxiliares torna-os atraentes do ponto de vista industrial devido
a eliminacdo da etapa de ruptura celular para recuperacao de enzimas. Além disso,
0s niveis de xilanase a partir de culturas fungicas sdo geralmente muito maiores do

que aqueles a partir de bactérias (Bajpai et al., 2009; Polizeli et al., 2005).
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Tabela 1.2 - Estudos recentes envolvendo a aplicagdo da FES na producéo de xilanases.

CondicOes de

Micro-organismo Substrato . Referéncia
cultivo
— . Umidade 50%; pH 5; .
Penicillium sp. Subprodutos de café 30°C, 5 dias Murthy e Naidu, 2012
Bacillus pumilus Casca de arroz 30° C; 6 dias Kapilan e

Arasaratnam, 2011

Aspergillus lentulus

Farelo e palha de trigo,
sabugo de milho e
bagaco de cana-de-

30°C; 5% de in6culo

Kaushik et al., 2014

agucar
H H 0 . o .
Aspergillus niger Farelo de tngo etorta Umidade 7.0 %; 40°C; 6 Pal e Khanum, 2010
de soja dias

Capim elefante pré-

28-30°C; 1 x 10°

Penicillium L
.I .y tratado por exploséo a esporos/g de matéria Scholl et al., 2015
echinulatum
vapor seca
Cellulosimicrobium . .
dtosimi 1 Bagaco de macéa 35°C; 3 dias Walia et al., 2015

cellulans

Penicillium
chrysogenum

P6 de palha de milho e
farelo de trigo

Umidade 74%; pH 4,5;
11,6% de in6culo

Zhang e Sang, 2015

Bacillus licheniformis

Sabugo de milhor e
farelo de trigo

Umidade 1:4; pH 6,7;
1% de in6culo

Chaturvedi et al., 2015

Sporotrichum
thermophile

Torta de semente de
jatrofa

pH 9,5; 35 °C; 6% de
in6culo

Sadaf e Khare, 2014

Mucor indicus,
Mucor hiemalis e
Rhizopus oryzae

Farelo de trigo

Umidade 49,8-71,8%;
40-43,4°C; 1000
esporos/g de farelo
seco

Behnam et al., 2016

Acidothermus
cellulolyticus

Gramineas

55°C

Rezaei et al., 2011

Co-cultura de
Trichoderma reesei
e Aspergillus oryzae

Casca de soja e farelo
de trigo

Umidade 70%; pH 5;
30°C

Brijwani et al., 2010

Aspergillus fumigatus

Oleo de tronco de
palma

Umidade 80%; pH 5; 1
x 10° esporos/ g

Ang et al., 2013

Aspergillus awamori,
Aspergillus wentii e
Penicillium verrucosum

Tortas de babacu,
mamona, canola e
girassol

Umidade 70%; pH 5,8;
30°C; 1 x 10’
esporos/g

Castro et al., 2011

Aspergillus niger

Bagaco de azeitona

Umidade 75%; 30°C

Leite et al., 2016

Trichoderma viride

Bagaco de cana de
acucar

pH 4,5; 30°C; 10% de
indculo

Irfan et al., 2014

Os principais residuos utilizados em fermentacdo em estado sélido sédo de
origem vegetal e animal proveniente da industria de alimentos. Dentre os residuos
de origem animal destacam-se esterco de vaca, residuo sélido de curturme, pena de

galinha e farinha de peixe. Dentre os de origem vegetal destacam-se os residuos de
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arroz, trigo, soja, algodao, cascas e bagacos de vegetais e frutas e residuo de graos
utilizados na fabricacdo de paes e bebidas fermentadas (El-Bakry et al., 2015). Nas
pesquisas voltadas para aplicacdo da FES na producdo de xilanase os residuos
mais investigados sao os residuos de trigo (farelo, palha), milho (sabugo, palha),
cana-de-agucar (bagaco) e soja (Tabela 1.2).

Para maximizar a producdo de enzimas por FES é necessario determinar as
condi¢cbes oOtimas de cultivo. Neste ambito, as técnicas estatisticas de planejamento
de experimentos tém sido utilizadas com bastante éxito, sendo a metodologia de
superficie de resposta uma das preferenciais (Santos et al., 2016). Além das
condicdes de cultivo, a utilizacdo de cepas de micro-organismos adequadas e meios
de cultura que induzam o crescimento e formacdo de enzimas tornam-se

particularmente proeminentes (Vu et al., 2011).

1.3.4 O fungo Penicillium roqueforti

Penicillium é um género de fungos bem conhecido e de ocorréncia nos mais
diversos tipos de habitat, que incluem solos, vegetacbes, madeiras, sementes e
varios produtos alimenticios. Sua principal funcdo na natureza é a decomposicéo de
matéria organica. Algumas espécies podem apresentar impactos negativos ao
homem como, por exemplo, 0 comportamento oportunista de plantas causando
doencas de pré e pos-colheita em diversas culturas alimentares. Entretanto,
numerosas espécies apresentam um valor particular, sendo exploradas,
principalmente, para a producdo de alimentos (queijos, embutidos fermentados),
farmacos (penicilina), bem como para a producédo de enzimas (Frisvad e Samson
2004; Pitt, 1988; Chavez et al., 2006).

O género Penicillium é classificado cientificamente como pertencente ao filo
Ascomycota, classe Eurotomycetes, ordem Eurotiales e da familia Trichocomaceae
(Pitt, 2002). O nome geneérico Penicillium foi introduzido ha mais de 200 anos atras
com o significado de ‘escova’ e descrevia apenas trés espécies: P. expansum, P.
glaucum e P. candidum. Desde ent&o, mais de 1000 nomes foram introduzidas ao
género. Porém, alguns desses nomes deixaram de pertencer ao género em vista de
ndo haver descricdes completas por critérios modernos e outros sdo agora

considerados sinbnimos de outras espécies. Atualmente, existem cerca de 354
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espécies aceitas para esse género, inclusive a espécie P. roqueforti (Visagie et al.,
2014).

P. roqueforti € um fungo saprofitico amplamente distribuido na natureza
podendo ser encontrado em solos de florestas, madeiras, silagens, ambientes
lacteos e é também um agente de deterioracdo comum em alimentos refrigerados,
carnes e produtos de trigo (Gillot et al. 2015). Do ponto de vista morfolégico, € um
fungo de crescimento rapido que apresenta colonias de coloracdo verde escura
guando crescidas em extrato de malte e agar. Estas colonias sdo caracterizadas por
moderar a producdo de conidios de coloracdo turquesa acinzentada ou verde
macante as margens da colénia. Os conidiéforos sdo formados a partir de hifas
superficiais e o0s estipes tém paredes muito asperas, que carregam grandes
terminais penicillia, que sdo raramente Biverticillata, normalmente Terverticillata, e,

ocasionalmente, Quaterverticillata (Figura 1.5) (Abbas e Dobson, 2011).

Figura 1.6 - llustracbes do fungo P. roqueforti. (a) Aspectos das coldnias crescidas em cultura no
interior de placa de Petri; (b) aspecto da parte inferior das colénias em cultura controle em placa de
Petri; (c) imagem de coldnias sob microscopia Optica de 4x; (d) imagem de conidioforo e conidios
corados com solucdo de algoddo azul de lactofenol sob microscopia 6ptica de 40x (Adaptado de
http://atlas.microumftgm.ro/micologie/filamentosi/penroqueforti.php).
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P. roqueforti possui muitas caracteristicas favoraveis a fermentacdo, que
incluem a capacidade de utilizar pentoses e hexoses como substrato e a tolerancia a
condicbes severas como baixas temperaturas (cresce vigorosamente entre 4 e
35°C), baixos niveis de oxigénio (o crescimento ndo é afetado em concentracdes de
oxigénio acima de 4,2 %), altas concentra¢cfes de didéxido de carbono e resisténcia
ao pH (entre 3 e 10), acidos organicos e acidos fracos conservantes (Abbas e
Dobson, 2011). Além dessas caracteristicas, o conjunto de enzimas lipoliticas,
proteoliticas, decarboxilase e deaminase, torna esse micro-organismo adequado
para diversas aplicacdes biotecnoldgicas, que incluem a remocgdo de escamas de
peixe, producdo de lipidios de alta qualidade a partir de residuos alimentares,
elaboracdo de bebidas lacteas, preservacdo de produtos de carne, producédo de
enzimas por meio de processos de fermentacdo e maturacdo do queijo Roqueforti
(Mioso et al., 2014).

Em relacdo a producdo de enzimas industriais, P. roqueforti € utilizado,
principalmente, para obtencéo de lipase, estando disponivel comercialmente a lipase
R “Amano”® obtida desse micro-organismo (produzida pela Amano Enzyme Inc.,
Japan) (Li e Zong, 2010). Ja a producédo de enzimas industriais por P. roqueforti sob
fermentacdo em estado sélido ainda é pouco estudada. Neste ambito, esse micro-
organismo tem sido avaliado na producdo de enzimas pectinoliticas (Peric¢in et al.,
2007; Fernandes, 2014), lipasicas (Rivera-Mufioz et al., 1991) e celulasicas (Peri€in
et al., 2008).

1.3.5 Aspectos gerais do caja

Caja é um fruto da cajazeira (Spondias mombin L.), uma espécie de arvore
frondosa que pode ser encontrada em areas tropicais da Africa, Asia e América. O
fruto é também conhecido como tapereba no Brasil, ciruela amarilla no México e
Equador, jobo na América Central e hogplum ou yellow mombin na América do Norte
(Tiburski et al., 2011). Pertence a familia Anacardiaceae e ao género Spondias, que
também inclui outras espécies de frutiferas tropicais como a serigleleira (S.
purpurea L.), o umbuzeiro (S. tuberosa Arruda), a cajaraneira (S. dulcis Parkinson) e
a umbu-cajazeira (Spondias sp.) (Lima et al., 2011).

Caracterizado como uma drupa elipsoide achatada na base, o caja possui de

3 a 4 cm de comprimento, casca fina e lisa de cor amarelo-alaranjado, polpa sucosa
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e pouco espessa, também variando do amarelo ao alaranjado, suculenta e de sabor
acido-adocicado. O endocarpo, também chamado de caroco, é branco, lenhoso com
fibras esponjosas, enrugado, alongado e contém de dois a cinco léculos e zero a
cinco sementes (Figura 1.6) (Souza et al., 2000; Sacramento e Souza, 2009).

No Brasil, as cajazeiras s&o encontradas isoladas ou agrupadas na
Amazobnia, Mata Atlantica e nas regides Norte e Nordeste. Desenvolve-se bem em
locais de clima umido e subumido, quente e temperado quente, resistindo a longos
periodos de seca. Na Bahia, sédo encontradas principalmente em areas de cultivo de
cacau da regido sul, entre os paralelos 14° e 16°, numa faixa de 100 km a partir do
litoral (Sacramento e Souza, 2000). A maior concentracdo da-se, portanto, nos
municipios onde h& exploracdo de cacau: Ilhéus, Urucguca, Itabuna, Ibicarai, Floresta
Azul, Camacd, Ubatd, Pau Brasil, Ipiau, Itapé, Ubaitaba, Aurelino Leal, Coaraci
Tancredo Neves, Santa Luzia, Jussari e S8o José da Vitoria (Santos-Serejo et al.,
2009).

Figura 1.7 - Frutos e endocarpos da cajazeira (Fonte: Sacramento e Barreto, 2012).

Nos ultimos anos, o consumo de produtos comerciais de frutas regionais tem
aumentado devido a sua acessibilidade, disponibilidade e facil preparacdo (Assis et
al., 2006). Neste contexto pode se destacar o caja, que, apesar de ser um fruto de
producdo em agricultura familiar, tem registrado expressivo aumento na participacao
de diversos setores comerciais e regionais do pais, principalmente pela possibilidade
de consumo da fruta in natura ou processada na forma de polpa, sucos, sorvetes,
doces, geleias e compotas. Além disso, possui uma excelente qualidade nutricional,

sendo rico em vitaminas (A, B1, B2 e C), minerais (calcio, potassio, ferro e fésforo) e



32

ainda tem uma alta concentragéo de carotenoides e taninos (Cavalcante et al., 2009;
Vidigal et al., 2011). Devido a acidez do caj4, tem havido uma maior preferéncia no
consumo de seus processados em comparagdo ao consumo in natura. Este fato tem
direcionado a maior parte da producédo para agroindustrias regionais (Santos-Serejo
et al., 2009).

O processamento do caja produz entre 60 e 80% de seu peso de polpa,
gerando entre 20 e 40% de residuos, que incluem a casca e o endocarpo (Moura et
al., 2011), os quais ndo possuem possuem um fim especifico, sendo estimado como
destino final a incineragao e o descarte como lixo orgénico.

A utilizacdo de residuo de caja como substrato na FES para producdo de
enzimas industriais tem sido muito pouco investigada. Apenas o trabalho de Ferreira
e colaboradores (2011) foi encontrado, onde o residuo de caja foi utilizado como
meio de cultura para producdo de endoglucanase por Aspergillus niger. Como
resultado, o estudo apontou a aplicacdo desse residuo viavel para a obtencdo de

endoglucanase.

1.3.6 Técnicas de otimizagdo multivariada para producédo de enzimas

Um importante assunto na sintese de enzimas e em catalise enzimatica é o
rendimento de producdo. Visto que diversas variaveis podem governar 0 processo
de fermentacdo, determinar os principais fatores que influenciam no processo, bem
como encontrar as condicdes destes fatores que possam fornecer o melhor
resultado, tornou-se um interesse comum a muitas inddstrias e pesquisadores
(Ghaffari-Moghaddam et al., 2014; Bas e Boyaci, 2007).

Um método tradicional utilizado para se alcancar as condi¢des 6timas de cada
variavel é a otimizacdo univariada, onde apenas um parametro é variado enquanto
outros sao mantidos em um nivel constante (Lundstedt et al., 1998). No entanto,
esta abordagem tem mostrado-se bastante laboriosa, demandando uma grande
guantidade de experimentos e acarretando em um aumento de tempo e materiais,
além de nao descrever os efeitos de interacdo entre os parametros (Santos et al.,
2013; Granato et al., 2010; Hanrahan e Lu, 2006).

Uma opcgao para superar os problemas apresentados pela otimizagao
univariada é a utilizacdo das técnicas de planejamento experimental, ou técnicas de

planejamaneto fatorial, em combinacdo com a metodologia de superficie de resposta
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(MSR). O termo ‘planejamento de experimentos’ refere-se a um conjunto especifico
de experimentos de uma matriz contendo diferentes combina¢Bes de niveis das
variaveis a serem estudadas, ao passo que a MSR pode ser definida como uma
colecdo de ferramentas matematicas e estatisticas Uteis para a modelagem e
andlise de problemas. Em geral, a MSR integra as técnicas de planejamento
experimental, sendo utilizada em situacdes quando uma resposta de interesse é
influenciada por diversas variaveis independentes e quando o objetivo é otimizar
esta resposta (Bezerra et al., 2008; Myers e Montgomery, 2002)

Existem diversos modelos de planejamentos utilizados para etapa de triagem
e identificacdo das varidveis de maior importancia ou efeito sobre a resposta em
guestao e também planejamentos de segunda ordem que podem ser utilizados para
otimizacdo de variaveis. Os principais planejamentos utilizados em otimizacdo de
variaveis sdo: Box-Behnken, Doehlert, composto central e fatorial de trés niveis
(Pereira-Filho, 2015; Barros Neto et al., 2001; Ferreira, 2015). Dentre estes, 0s
planejamentos Box-Behnekn e Doehlert necessitam de igual numero de
experimentos, N, relacionadas ao nimero de variaveis em estudo, k (N = 2 +2k + 1
e N = 2k? - 2k, respectivamente), e tém sido considerados de alta eficiéncia devido a
quantidade reduzida de experimentos necessarios quando comparado aos
planejamentos composto central e fatorial de trés niveis (N = 2“ + 2k + 1 e N = 3¥,
respectivamente) (Ferreira, 2015).

ApOs a realizacdo dos experimentos, de acordo a um planejamento
experimental seguido, torna-se necessario um tratamento estatistico dos dados
experimentais obtidos através do ajuste de uma funcdo polinomial. Esse passo é
seguido pela avaliacdo do ajustamento do modelo (considerando as respostas
experimentais e os valores previstos pelo modelo), verificagdo da necessidade e
possibilidade de realizar um deslocamento do dominio experimental para a direcdo
da regiao 6tima e, por fim, é possivel obter os valores otimizados para cada variavel
estudada (Ghaffari-Moghaddam et al., 2014; Breitkreitz et al., 2014).

No campo da producéo de enzimas, a MSR tem sido extensivamente utilizada
para otimizar as condicbes de cultura e composicdo do meio dos processos
fermentativos empregados (Tabela 1.3). Ao passo que em hidrélise enzimatica a
principal utilizacdo estd voltada para a otimizacdo dos parametros de reacdo, que
incluem temperatura, concentragdo de substrato, carga enzimatica, dentre outros
(Tabela 1.4).



Tabela 1.3 - Alguns estudos

microbianas.

34

envolvendo a aplicagdo da MSR para producdo de xilanases

Tipo de planejamento
experimental

Parametros otimizados

Referéncia

Composto Central

Box-Behnken

Composto Central

Composto Central

Composto Central

Box—Behnken

Composto central

Box—Behnken

Box—Behnken

Box—Behnken

Composto Central

Box—Behnken

Composto Central

Box—Behnken

Box—Behnken

Composto Central

Box—Behnken

Temperatura e umidade

Nivel de inéculo, (NH,),SO,4 e pH

Farelo de soja, extrato de
levedura e idade do in6culo

Temperatura de cultivo, umidade
e tempo de fermentacédo

Glicose, (NH,4),SO,4 e peptona

Tempo de incubacéao,
temperatura e umidade

pH, temperatura, umidade e
tempo de incubacéo

Tempo de fermentacao, tamanho
do in6culo, quantidade de
substrato e umidade inicial

Extrato de levedura, triptona,
(NH4)2804,KH2PO4 e CaC|2

pH inicial, umidade, concentracdo
do efluente e tamanho do inéculo

Tempo de cultivo e concentragéo
de meio basal

Tamanho do inéculo, glicerol e
(NH,4),SO,

Extrato de levedura, NH;NOs,
peptona, ureia,
carboximetilcelulose, tween 20,
CaCO; e MgSO,

pH inicial, tamanho do in6culo,
concentracao do efluente,
umidade e tempo

Concentracao do substrato,
umidade, concentracdo de
nitrogénio e MgSO,
Temperatura, pH, tamanho do
in6culo e concentracao substrato

Umidade, pH e tamanho do
indculo

Castro et al., 2015
Jatinder et al., 2006

Rodriguez-Zufiga et al.,
2013

Behnam et al., 2016
Chaturvedi et al., 2015

Garai e Kumar, 2013

Ghoshal et al., 2015

Kar et al., 2013

Li et al., 2007

Mohana et al., 2008

Park et al., 2002

Sonia et al., 2005

Walia et al., 2015

Chapla et al., 2010

Gowdhaman et al., 2014

Kaushal et al., 2015

Zhang e Sang, 2015

Tabela 1.4 - Aplicacdo da MSR em estudos de hidrolise enzimatica.

Enzima

Tipo de reacao

Parametros
otimizados

Referéncia
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Endoxilanase de
Trichoderma viridae

Xilanase bruta de
Aspergillus candidus

Celulase comercial

Trichoderma reesei

Preparo enzimatico
de co-culturade T.
reesei,
Saccharomyces
cerevisiae e A. flavus

Preparo enzimético
de Trichoderma spp.

Hidrolise de xilana
de grama de Sehima
nervosum para
formar xilobiose e
xilotriose

Sacarificacédo de
sabugo de milho

Sacarificacao de
palha de trigo

Sacarificagdo de
palha de trigo

Sacarificagdo de
palha de trigo

Sacarificacdo da
planta haléfita
Juncus maritimes

pH, temperatura,
tempo de reacéo e
dose de enzima

Temperatura,
tempo de reacéo e
dose de enzima

Concentracéo de
substrato, dose de
enzima e tempo de

reacao

Carga de enzima,
concentracao de
substrato,
concentracéo de
surfactante e tempo
de hidrdlise

Dose de celulase,
tempo de hidrélise
e dose de B-
glicosidase

Agitacao,
guantidade de
enzima e
guantidade de
biomassa

Samanta
et al., 2012

Garai e Kumar, 2013

Irfan et al., 2016

Qi et al., 2009

Singh e Bishnoi, 2012

Smichi et al., 2014
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1.4 CONSIDERACOES FINAIS

A producdo de xilanase microbiana tem sido objeto de intensa investigacao
cientifica principalmente devido a possibilidade de utilizacdo em diversos processos
industriais e na sacarificacdo de residuos agro-industriais. O desenvolvimento de
bioprocessos que resultem em alta produtividade enzimatica associada a baixos
custos ainda € um dos principais fatores que impulsionam as pesquisas voltadas
para producdo destas enzimas. Especial atencdo tem sido dada também as
propriedades bioquimicas das xilanases. O estudo destas propriedades torna-se
essencial para direcionar a utilizagéo destas enzimas em processos especificos.

O residuo proveniente do processamento de caja apresenta uma natureza
fibrosa, o que sugere uma composicdo rica em compostos lignocelulésicos, é
proveniente de um fruto rico em nutrientes, tem sido gerado em uma quantidade
relativamente expressiva, além de nao possuir nenhum fim especifico. Dessa forma,
este residuo, abundante e de baixo custo, pode-se tornar um substrato alternativo a
ser utilizado em FES para producao de xilanases e outras enzimas.

A selecdo de micro-organimos produtores de xilanase € também uma tarefa
importante no desenvolvimento de um bioprocesso para obtencdo desta enzima.
Algumas espécies do género Penicillium tém sido indicadas como fontes de enzimas
xilanoliticas. Entretando, outras espécies, como, por exemplo, Penicillium roqueforti,
tem sido muito pouco investigadas para producdo de enzimas lignoceluloliticas por
fermentacdo em estado sdlido. P. roqueforti apresenta algumas caracteristicas
favoraveis a fermentacdo, que incluem o desenvolvimento em diferentes condi¢cdes
de pH e capacidade de utilizar pentoses e hexoses como substrato.

Portanto, o estudo da utilizacdo de P. roqueforti em FES sob residuo de caja
pode resultar em um bioprocesso alternativo para producdo de xilanase, além de
direcionar a utilizacdo de residuo de caja como um material de baixo custo para
bioconversdo em produtos de valor agregado. Adicionalmente, o estudo bioquimico
das xilanases produzidas bem como a verificacdo de seu potencial para
sacarificacdo de agroresiduos podem revelar novos catalisadores ambientalmente e
economicamente favoraveis para a producdo de acgUcares importantes para a

indUstria de biocombustiveis e de alimentos.
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CAPITULO 2

Residuo de caja como matéria-prima de baixo custo para producéao de xilanase

por Penicillium roqueforti ATCC 10110 em fermentacdo em estado sélido

Resumo: Este estudo objetivou avaliar a utilizacdo de residuo de caja como
substrato alternativo para produgcédo de xilanase por Penicillium roqueforti ATCC
10110 em fermentagdo em estado soélido. Os experimentos foram conduzidos no
Laboratério de Biotransformacéo e Biocatalise Organica, localizado na Universidade
Estadual de Santa Cruz — UESC. Os ensaios de fementagdo foram realizados
utilizando como meio de cultura pé de residuo de caja ou po de residuo de caja
submetido a um processo de extracdo sélido-liquido com etanol puro, ambos
umidificados com agua destilada. Os parametros temperatura de incubacao,
umidade inicial e tempo de fermentacdo foram otimizados utilizando a metodologia
de superficie de resposta com o auxilio do planejamento Box-Behnken. Utilizando o
residuo ndo processado com etanol foi alcancada uma maxima atividade de xilanase
de 14,03 Ul/g sob as condicbes de temperatura de incubacdo, umidade inicial e
tempo de fermentagéo de 25,55 °C, 60,55% e 141,80h, respectivamente. Ao passo
que utilizando o residuo processado com etanol foi alcangcado uma méaxima atividade
de 6,24 Ul/g sob as condicOes de temperatura de 24,95°C, umidade de 66,24% e
tempo de fermentacéo de 126,24h.

Palavras-chave: Agroresiduo. Bioconversdo. Fungo filamentoso. Planejamento Box-
Behnken. Producéo de enzima. Spondias mombin L.

Yellow mombin residue as raw material of low cost for xylanase production by

Penicillium roqueforti ATCC 10110 in solid state fermentation

Abstract: This study aimed to evaluate the use of yellow mombin residue as a
substrate for xylanase production by Penicillium roqueforti ATCC 10110 in solid state
fermentation. The experiments were conducted in the Biotransformation and Organic
Biocatalysis Laboratory, located at the State University of Santa Cruz - UESC. The
Fermentation assays were performed using yellow mombin residue powder or yellow
mombin residue powder subjected to a process of solid-liquid extraction with pure
ethanol as culture media, both moistened with distilled water. The parameters such
as incubation temperature, initial moisture and fermentation time were optimized
using response surface methodology with the help of Box-Behnken design. Using the
unprocessed residue it was achieved maximum xylanase activity of 14.03 1U/g under
the conditions of incubation temperature, initial moisture and fermentation time of
25.55°C, 60.55% and 141.80h, respectively. While using the processed residue it
was achieved a maximal activity of 6.24 1U/g under the conditions of temperature of
24.95°C, moisture 66.24% and fermentation time of 126.24h.
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Keywords: Agroresidue. Bioconversion. Box-Behnken Design. Enzyme production.
Filamentous fungus. Spondias mombin L.

2.1 INTRODUCAO

A demanda cada vez maior por produtos agricolas tem levado a producéo de
uma grande quantidade de residuos sem fins especificos, os quais sdo em sua
maioria incinerados ou descartados como lixo organico causando poluicdo ambiental
(Mander et al., 2014; Santos et al., 2012). No setor agro-industrial brasileiro, pode-se
destacar o residuo proveniente do processamento do caja (Spondias mombim L.).
Este fruto tem apresentando expressivo aumento da sua participacdo nos diversos
setores comerciais e regionais do pais, principalmente, pela possibilidade de
consumo in natura e na forma processada, como geleias, sorvetes, polpas, vinhos e
licores (Cavalcante et al., 2009; Santos-Serejo et al., 2009). Estima-se que no
processamento do caja seja gerado entre 20 e 40% de seu peso de residuos,
compostos de restos de cascas e endocarpos, que ndo possuem um fim especifico
(Moura et al., 2011).

A maioria dos agroresiduos consiste de polissacarideos hemiceluldsicos e
nutrientes que os tornam potencialmente Gteis como matérias-primas para producao
de xilanase microbiana utilizando técnicas de fermentacdo (Fang et al., 2010;
Kaushik et al., 2014; Kapilan e Arasaratnam, 2011; Song e Wei, 2010; El-Bakry et
al., 2015). Xilanase (EC 3.2.1.8 e EC 3.2.1.37) é um grupo de enzimas capazes de
catalisar a hidrélise de xilanas para formar xilo-oligossacarideos e xilose. Nos
altimos anos, estas enzimas tém recebido crescente atencdo devido a possibilidade
de aplicacdo em diversos processos de producao industrial, que incluem a producgéo
de bioetanol, aditivos alimentares, clarificagcdo de sucos de frutas, bem como na
conversdo de residuos lignocelulésicos em compostos quimicos de valor agregado
(Deutschmann e Dekker, 2012; Kamble e Jadhav, 2012; Collins et al., 2005;
Subramaniyan e Prema, 2002).

As xilanases podem ser produzidas por bactérias, leveduras e fungos. Dentre
estes, os fungos filamentosos vém sendo amplamente estudados e indicados como
potenciais produtores devido a capacidade de excretar enzimas degradantes de

xilanas eliminando a necessidade de ruptura celular para recuperacédo de enzimas,
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além de, geralmente, produzirem quantidades elevadas de xilanase (Pal e Khanum,
2010; Brijwani et al., 2010; Kar et al., 2013; Bajpai et al., 2009).

A producdo de xilanase fungica utilizando residuos agro-industriais como
substrato de fermentacdo pode ser mais eficiente utilizando a FES, cuja técnica
permite o cultivo de micro-organismos sobre estes residuos que atuam como suporte
e fonte de carbono e energia. Além disso, simula o habitat natural o qual os fungos
filamentosos estdo adaptados (Pirota et al., 2013; Ang et al., 2013; Pandey, 2003).
Alguns fatores ambientais e de fermentacdo tais como tempo de fermentacéo,
temperatura de incubacdo e umidade do meio de cultura, podem influenciar o
rendimento da producgdo de xilanase mediada pelo metabolismo microbiano (Castro
et al., 2015; Ghoshal et al., 2015). Assim, para a producdo comercial, a otimizacao
destes fatores torna-se um passo essencial para garantir uma producdo enzimatica
mais elevada associada a menores custos (Lakshmi et al., 2009). Nesse sentido, a
utilizacdo da metodologia de superficie de resposta (MSR) é indicada como uma
ferramenta estatistica promissora, pois permite predizer a melhor condicdo de cada
variavel e os efeitos de interacdo. Outra vantagem é o reduzido numero de
experimentos necessarios (Myers e Montgomery, 2002; Steinberg e Bursztyn, 2010).

Fungos do género Aspergillus, Trichoderma e Penicillium tém sido indicados
como bons produtores de enzimas xilanoliticas (Knob e Carmona, 2010; Li et al.,
2007). Os dois primeiros géneros tém sido amplamente estudados e revisados, ao
passo que relatérios relevantes sobre cepas de Penicillium sdo relativamente
escassas (Zhang e Sang, 2015).

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar e otimizar a
producdo de xilanase por Penicillium roqueforti ATCC 10110 em fermentacdo em
estado solido utilizando residuo de caja, seco ou seco e submetido a extracdo com

etanol, como substrato de fermentacao alternativo.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Obtencéao e preparo do residuo

As amostras de residuo de caja foram gentilmente fornecidas por uma fabrica

de sucos e polpas de fruta localizada na cidade de Feira de Santana (Bahia, Brasil).

O material foi lavado em agua corrente de torneira sendo, posteriormente, feita a
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secagem ao sol durante um periodo de 24 horas e em estufa com circulacdo forcada
de ar por mais 24 horas a 65°C. Apds a secagem, o residuo foi triturado em moinho
de facas tipo Willye, com abertura de 2 mm, e peneirado (18 mesh). O material
assim obtido foi denominado residuo de caja (RC) (Figura 2.1a). Este foi entéo
submetido a trés extracbes (maceracao) consecutivas com etanol absoluto por 48
horas. O sélido residual foi exposto a luz solar durante 7 dias sendo, posteriormente,
secado em estufa com circulacdo de ar por mais 48 h, 65°C, e peneirado (18 mesh),
obtendo-se assim o residuo de caja submetido a um processo de extracdo (RCE)
(Figura 2.1b).

Figura 2.1 - Residuos de caja utilizados como substratos na FES para producéo de xilanase por P.
rogueforti ATCC 10110. (a) residuo seco (RC) e (b) submetido a extragcdo com etanol e seco (RCE).

2.2.2 Obtencéo e cultivo do micro-organismo

O micro-organismo utilizado para os ensaios de fermentacao foi o Penicilium
roqueforti ATCC 10110, o qual foi obtido da colecdo de micro-organismos do
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) da Fundacgéo
Osvaldo Cruz (Fiocruz, Manguinhos, RJ, Brasil) sob o registro de nimero 40074 e
lote 041140074. Este fungo vem sendo preservado em meio de silica e glicerol a -
80°C em ultrafreezer. A repicagem das cepas foi feita em meio de cultura de agar-
dextrose-batata (PDA) em placas de Petri, previamente esterilizados em autoclave
vertical a 121°C por 15 minutos. As placas inoculadas foram incubadas em camara
de germinacdo BOD com temperatura controlada de 25°C por 7 dias ou até
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esporulacdo abundante (observado visivelmente devido a coloracdo verde da
colonia) sendo, posteriormente, conservadas a 4°C para utilizagdo posterior.

2.2.3 Preparo do in6culo

O preparo da suspensdo de esporos foi realizado utilizando-se o micro-
organismo cultivado em meio PDA por 7 dias a 25°C. Apdés o periodo de incubacéo,
a cultura esporulada foi submetida a uma raspagem com auxilio de pérolas de vidro
e suspensa em solucado Tween 80 (0,01%, v/v), ambos previamente esterilizados em
autoclave vertical a 121°C por 15 minutos. A suspensao foi coletada em frasco
Erlenmeyer e uma aliquota de 0,1 mL foi tomada e diluida em tubo de ensaio para a
contagem do numero de esporos em microscopio binocular utilizando camara de

Neubauer.

2.2.4 Fermentacdo em estado sdlido

As fermentagbes foram realizadas em ambiente de incubadora BOD com
temperatura controlada utilizando frascos Erlenmeyer de 100 mL como biorreator e
p6 de residuo de cajd como unico substrato. Cada frasco contendo 5g de residuo foi
submetido a esterilizacdo em autoclave vertical a 121°C por 15 min. Em seguida, 0
material foi disposto em cabine de seguranca biologica sob incidéncia de luz
ultravioleta até seu resfriamento. Foram adicionados ao meio a quantidade de 10°
esporos por grama de substrato e agua destilada esterilizada até atingir umidade
desejada. A fim de avaliar a influéncia das variaveis independentes umidade inicial
(%), temperatura de incubacao (°C) e tempo de fermentacéo (h) sobre a producao
de xilanase, foi aplicado o planejamento Box-Behnken. Os niveis das variaveis
estudas e a técnica de planejamento experimental utilizada estdo descritas no item
2.2.7.

2.2.5 Extrag&o enzimatica
Apés a etapa de fermentacado, foram adicionados aos meios fermentados 10

mL de tampéo citrato de sédio (0,05 M, pH 4,8) para cada 1 g de residuo. As
misturas foram mantidas em incubadora com agitacdo orbital (Shaker) por 20
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minutos a 170 rpm e 35°C. O conteudo inteiro de cada frasco foi prensado (prensa
mecanica) através de gaze, para separar o solido do extrato enzimético, e o filtrado
foi coletado em tubo Falcon e centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos. Os ensaios
enzimaticos foram ralizados utilizando-se a parte sobrenadante, a qual foi

denominada extrato enziméatico bruto.

2.2.6 Determinacdao da atividade de xilanase

Os ensaios de atividade enzimatica foram conduzidos com base em
procedimentos padrdo recomendados pela IUPAC (Ghose e Bisaria, 1987). A
atividade de xilanase foi determinada pela quantidade de acUcares redutores
liberados a partir da incubacdo de 1 mL de xilana de “beechwood” (Sigma®), na
concentracdo de 1% (m/v) em tampéo citrato de sédio (0,05 M, pH 4,8), com 1 mL
do extrato enzimatico bruto (previamente diluido) em banho-maria a 50°C por 10
minutos. Para o controle da reacdo foram incubados 1 mL de tampéo citrato de
sédio com 1 mL do extrato enzimatico bruto (previamente diluido), enquanto que o
branco de reacédo consistiu de 1 mL de tampé&o citrato de sddio e 1 mL da solucéo de
xilana. Apo6s o periodo de incubacdo, os acucares redutores foram dosados com
base no método de Miller (1959), adicionando-se 2 mL de acido 3,5 dinitrossalicilico
(DNS) aos meios de reacgéo seguido de incubacdo em agua fervente por 5 minutos e
posterior resfriamento em agua corrente de torneira. Apés diluicdo com 6 mL de
agua destilada, a absorbancia das amostras foi lida em espectrofotdbmetro a 540 nm
e a quantidade de acucar redutor liberada foi quantificada usando xilose como
padrédo (1 a 10 pmol/mL).

Uma unidade internacional de atividade enzimatica (Ul) foi definida como a
quantidade de enzima capaz de liberar 1 umol de acucares redutores por minuto, a
50°C. Os resultados dessas analises foram expressos em unidades internacionais

por grama de substrato (Ul/g).
2.2.7 Planejamento e otimizacdo da producédo de xilanases
Foi utilizado o planejamento Box-Behnken para investigar a influéncia de

diferentes fatores sobre a producédo de xilanase e também determinar os niveis mais

adequados desses fatores para alcancar a maxima producdo enzimatica. Uma
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matriz foi empregada para avaliar a utilizagdo do substrato RC e a outra para o
substrato RCE. Cada matriz consistiu de 15 experimentos, incluido de trés réplicas
no ponto central para estimar o erro experimental, avaliar efeitos quadraticos,
lineares e de interacdo das variaveis e para ajustar um modelo de segunda ordem
com termos quadraticos. A atividade de xilanase (Ul/g) foi escolhida como valor de
resposta e os fatores umidade inicial (%, m/m), temperatura de incubacéo (°C) e
tempo de fermentacdo (h), foram selecionados como variaveis independentes,
sendo avaliados em trés niveis, baixo, médio e alto, que foram codificados como -1,
0 e +1, respectivamente. Os valores reais e codificados podem ser observados nas
Tabelas 2.1 e 2.2.

Tabela 2.1 - Variaveis e niveis do planejamento Box-Behnken para a otimizagdo da producéo de
xilanase utilizando RC.

Variaveis Simbolo Niveis
-1 0 +1
Temperatura de incubacéo (°C) T 20 25 30
Umidade inicial (%) ubD 40 55 70
Tempo de fermentacéo (h) T 72 120 168

Tabela 2.2 - Variaveis e niveis do planejamento Box-Behnken para a otimizagdo da producado de
xilanase utilizando RCE.

Variaveis Simbolo Niveis
-1 0 +1
Temperatura de incubacéo (°C) T 20 25 30
Umidade inicial (%) ubD 50 65 80
Tempo de fermentacéao (h) T 72 120 168

A partir dos valores experimentais obtidos como resposta, foi construido um
modelo polinomial de segunda ordem de acordo com a equagao 2.1 para avaliar 0s
efeitos das variaveis independentes sobre a resposta, onde Y é a resposta, ap € 0
termo independente e a;, a; € a; S&o0 os coeficientes de regresséo linear, quadratico e

de interacao, respectivamente.
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n n n n
Y = Ay + z a;x; + Z a;i xiz + Z Z aijxi .X'j (21)
i=1 i=1

i=1 j=1+1

O nivel de significancia estatistica do modelo gerado foi avaliado por analise
de variancia (ANOVA, p < 0,05), os coeficientes de regressao foram avaliados a
partir dos efeitos padronizados (com base em t-Student, p < 0,05) e a qualidade do
modelo avaliada pelo coeficiente de determinacéo (R?), coeficiente de determinacéo
ajustado (R*-adj) e teste de falta de ajuste. Foi utilizado o software Statistica versdo
10 (STATSOFT) para analise dos dados e elaboracao dos graficos.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados experimentais obtidos a partir das condicfes do planejamento
Box-Behnken aplicado para otimizacdo da producdo de xilanases empregando-se
RC e RCE podem ser observados na Tabela 2.3. Os valores da resposta séo o
resultado médio da triplicata realizada nos ensaios de determinacdo da atividade
enzimatica.

Uma analise preliminar da Tabela 2.3 permitiu verificar que o fungo P.
roqueforti ATCC 10110 foi capaz de sintetizar xilanases utilizando qualquer um dos
residuos como substrato e em todas as combinacfes das variaveis investigadas de
acordo ao planejamento. Uma possivel explicacdo é a capacidade desse micro-
organismo de desenvolver-se bem em substratos de diferentes natureza e sob
diferentes condi¢cbes de temperatura (entre 4 e 35°C) e oxigénio (Abbas e Dobson,
2011). Além disso, os substratos utilizados possuem natureza fibrosa (Souza et al.,
2000), indicando alta concentracdo de hemicelulose, o que pode ter induzido a
producdo de xilanases pelo micro-organismo. P. roqueforti j& foi investigado para
producdo de enzimas celuloliticas utilizando a FES, onde foi apontado como uma
espécie promissora (Pericin et al., 2008).
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Tabela 2.3 - Matriz do tipo Box-Behnken para a analise dos fatores temperatura (T, °C), umidade
inicial (UD, %) e tempo de fermentacdo (t, h) sobre a atividade de xilanase (Y) produzida por P.
rogueforti ATCC 10110 cultivado em dois substratos: residuos de caja seco (RC) e seco e tratado
com extracdo por etanol (RCE).

Atividade de xilanase (Ul/g)

Experimento T ub t

Yre YRreE
1 -1 -1 0 11,46 5,90
2 +1 -1 0 12,54 4,93
3 -1 +1 0 12,95 5,21
4 +1 +1 0 12,81 5,76
5 -1 0 -1 8,36 3,97
6 +1 0 -1 9,44 4,25
7 -1 0 +1 12,54 5,76
8 +1 0 +1 13,08 4,93
9 0 -1 -1 9,58 3,83
10 0 +1 -1 10,12 4,11
11 0 -1 +1 12,95 3,97
12 0 +1 +1 13,08 4,66
13 0 0 0 13,76 6,59
14 0 0 0 13,83 6,45
15 0 0 0 13,65 6,42

Apesar de ter se alcancado a producdo da enzima sob as diferentes
condicdes do planejamento, péde-se observar que a variacdo dos niveis dos fatores
resultou em valores discrepantes de atividade de xilanase. Utilizando o substrato
RC, as condi¢des dos experimentos 13, 14 e 15 resultaram em uma maior producao
de xilanase, onde as variaveis temperatura, umidade e tempo foram mantidas em
25°C, 55% e 120h, respectivamente. Para o substrato RCE, maior producéo da
enzima também foi alcangcada quando as condi¢des foram mantidas no nivel central,

neste caso, temperatura a 25°C, umidade 65% e tempo de 120 h.
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Para avaliar matematicamente as variacdes nos resultados, os dados
dispostos na Tabela 2.3 foram submetidos a analise de regressdo para ajustar
modelos polinomiais de segunda ordem. A significancia estatistica dos termos
quadraticos, lineares e de interacdo (linear x linear) foi disposta em forma de grafico
de Pareto (Figuras 2.2 e 2.3). Neste tipo de grafico, o valor absoluto da amplitude do
efeito padronizado (relagdo entre o efeito e o erro normal) de cada um dos
coeficientes é tracado em ordem decrescente e comparada com magnitude de um
fator estatisticamente significativo (Santos et al., 2016). Admitindo um nivel de
confianga de 95%, representada pela linha vertical tragcada, apenas os termos de
interacdo T*t (temperatura e tempo) e UD*t (umidade e tempo) foram insignificantes
guando utilizado o substrato RC (Figura 2.2). O efeito significativo de todos os
termos lineares sugeriu que as trés variaveis investigadas foram criticas para a
producdo de xilanases, sendo a variavel tempo a de maior influéncia. Para RCE
(Figura 2.3), além do efeito de interacdo UD*t (umidade e tempo), o efeito do termo
linear da temperatura (T) foi insignificante, indicando as variaveis tempo e umidade
como as mais criticas para producdo da enzima. Uma vez que o0s modelos
apresentaram termos nao significativos, os coeficientes de regressédo destes termos
foram removidos e novos modelos reduzidos foram construidos por analise de
regressao e submetidos &8 ANOVA (p < 0,05) (Tabelas 2.4 e 2.5).

8 t iss 61221
g t 142,34309
e T |20.36571
% T ] 10,2441
g uD |9,70495
- D! |7.911858
g TUD |-6.86244
8 Tt |podser
§ upt | |-pos7as
p=05

Efeito Padronizado (t-Student)

Figura 2.2 - Grafico de Pareto mostrando a significancia dos termos das variaveis temperatura de
incubacédo (T), umidade inicial (UD) e tempo de fermentacéo (t) no modelo ajustado para producéo de
xilanase por P. roqueforti ATCC 10110 utilizando RC (T*UD: interacdo entre os termos lineares T e
UD; T*t: interac&o entre os termos lineares T e t; UD*t: interac@o entre os termos lineares UD e t) .
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Figura 2.3 - Gréfico de Pareto mostrando a significancia dos termos das variaveis temperatura de
incubacédo (T), umidade inicial (UD) e tempo de fermentagéo (t) no modelo ajustado para a producéo
de xilanase por P. roqueforti ATCC 10110 utilizando RCE (T*UD: interacdo entre os termos lineares T
e UD; T*t: interacd@o entre os termos lineares T e t; UD*t: interac@o entre os termos lineares UD e t).

Tabela 2.4 - ANOVA para o modelo reduzido ajustado quando utilizado RC.

SQ GL QM F P
Regressao 43,4202 7 6,2029 71,544 <0,0001
Residuo 0,6069 7 0,0867

Total 44,0271 14

Falta de ajuste 00,5913 5 0,1183 15,116 0,063
Erro puro 0,0156 2 0,0078

R* = 0,9862; R*-adj = 0,9724; GL, graus de liberdade; SQ, soma dos quadrados; QM, quadrado
médio; F, teste de Fisher; P, probabilidade.

Tabela 2.5 - ANOVA para o modelo reduzido ajustado quando utilizado RCE.

SQ GL QM F P
Regresséo 12,7777 7 1,8254 19,242 0,0005
Residuo 0,6640 7 0,0949
Total 13,4417 14
Falta de ajuste  0,6483 5 0,1297 16,512 0,058
Erro puro 0,0157 2 0,0079

R® = 0,9506; R*adj = 0,9012; GL, graus de liberdade; SQ, soma dos quadrados; QM, quadrado
médio; F, teste de Fisher; P, probabilidade.
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A significancia dos parametros da ANOVA pode ser verificada com base no p-
valor, ou nivel descritivo de teste. Ao nivel de 95% de confianga, um p-valor para a
regressao menor que 0,05 sugere que o modelo € estatisticamente significativo. Ja a
qualidade dos modelos pode ser verificada através do coeficiente de determinacéo
(R?), coeficiente de determinacéo ajustado (R?-adj) e pela significancia da falta de
ajuste. O valor de R? é interpretado como a proporcdo de variacéo total da variavel
dependente (Y) que é explicada pela variacdo das varidveis independentes (X).
Entretanto, a presenca de termos estatisticamente insignificantes pode resultar em
modelos com alto valor de R? e pobre poder de previsdo, sendo conveniente
observar também o R?-ajustado, que corrige os valores de R? com base no tamanho
e numero de termos do modelo. A falta de ajuste mede a falha do modelo em
representar pontos dentro do dominio experimental que ndo estdo incluidos na
andlise de regresséo, sendo, portanto, considerado um parametro importante a ser
avaliado para construcdo de modelos matematicos com alto poder de previsdo
(Garai e Kumar, 2013; Sharma et al., 2009).

Com base nos resultados apresentados nas Tabelas 2.4 e 2.5, foi possivel
observar que os modelos mateméticos construidos para RC (p < 0,0001) e RCE (p =
0,0005) foram ambos estatisticamente significativos. Os valores de R? e R?-adj para
o0 modelo em RC (0,9862 e 0,9724, respectivamente) e em RCE (0,9506 e 0,9012,
respectivamente) indicaram que os modelos ajustaram muito bem aos resultados
experimentais (Haaland, 1989). Um valor de R? de 0,9862 quando utilizado RC
significou que 98,62% da variabilidade das respostas de atividade xilanase puderam
ser explicadas pelo modelo reduzido ao passo que um valor de R? de 0,9506 quando
utilizado RCE significou que 95,06% da variacdo das respostas de atividade de
xilanase puderam ser explicadas pelo modelo ajustado. Os valores de falta de ajuste
foram insignificantes para ambos os modelos (p = 0,063 e p = 0,058 para RC e RCE,
respectivamente). Para melhor verificar o ajuste dos modelos reduzidos, foram
avaliados os graficos de valores reais e previstos e o grafico de residuos
representados nas Figuras 2.4 e 2.5. A partir destes gréficos, ficou evidente que
ambos os modelos reduzidos apresentaram os valores das respostas previstas
muito proximos aos valores das respostas experimentais, o que condiz com 0s
resultados de R? e RZ%adj, sugerindo boa correlacdo entre os valores reais e
previstos. Além disso, com base nos graficos de residuos (Figuras 2.4b e 2.5b), foi

possivel observar também que os residuos foram relativamente baixos e distribuidos
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de forma aleatéria. Dessa forma, esses modelos foram considerados vélidos para

construcdo de superficies de respostas e previsdo das regides desejadas.
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modelo reduzido ajustado quando utilizado RCE.

As equacdes 2.2 e 2.3 expressam 0s modelos reduzidos quadraticos de

segunda ordem construidos para RC e RCE, respectivamente, onde Yrc representa

as respostas de atividade de xilanase previstas quando utilizado o substrato residuo

de caja e Ygrce as respostas previstas quando utilizado o residuo de caja pré-

tratatado. T, UD e t, sdo as variaveis independentes temperatura de incubacéo,

umidade inicial e tempo de fermentacdo em valores codificados, respectivamente.
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Yre =-13,74+0,32 T—0,94 T?> + 0,30 UD (2.2)
-0,36 UD? + 1,77 t—1,95 t* - 0,30 T*UD

Yree = 6,49 - 0,23 T? + 0,14 UD - 0,81 UD?
+0,40t—1,53 t* + 0,38 T*UD - 0,28 T*t (2:3)

Os gréficos de superficie de resposta e de contorno dispostos nas Figuras 2.6
e 2.7, construidos a partir das equacdes 2.2 e 3.3, respectivamente, ilustram o efeito
das variaveis e suas interacfes. A partir destes graficos, foi possivel confirmar que,
dentro do dominio experimental investigado, a variavel tempo de fermentagéo
exerceu maior influencia na producao de xilanase quando utilizado o substrato RC.
Um aumento no tempo de fermentacdo até certo ponto resultou em uma maior
atividade de xilanase, sendo apontado um decréscimo a partir de 158h e uma faixa
de tempo de maxima producdo em 128-158h.

Comportamento semelhante foi observado quando utilizado o substrato RCE,
sendo a faixa 120-130h estimada como a melhor para sintese enzimética. Apés
130h de fermentacao foi apontada uma queda na producdo. De acordo com Santos
et al. (2016), o efeito do tempo de fermentacdo pode estar relacionado a presenca
de macro e micronutrientes no meio de fermentacdo. A principio, a producdo de
enzimas é lenta, acelerando posteriormente até alcancar seu valor maximo e entéo
decresce devido ao esgotamento de nutrientes, o que leva ao decaimento do
crescimento microbiano e, consequentemente, diminuicdo da producao enzimatica.
Ghoshal e colaboradores (2015) utilizando o fungo Penicillium citrinum MTCC 9620
sob FES em bagaco de cana-de-agucar encontraram uma maxima producdo de
xilanase no tempo de fermentacdo de 120h. Irfan e colaboradores (2014)
encontraram uma melhor producdo em 168h de fermentacdo empregando o fungo
Trichoderma viride-IR0O5. Murthy e Naidu (2012) encontram maxima producéo
enzimatica em um tempo de fermentacdo de 120h empregando Penicillium sp. CFR

303 e coprodutos de café como substrato.
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Figura 2.6 - Graficos de superficie de resposta e de contorno construidos com base no modelo Ygc
representando as interacaos entre as variaveis temperatura de incubacao, umidade inicial e tempo de

fermentacdo, tendo-se como resposta a atividade de xilanase.
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Figura 2.7 - Gréficos de superficie de resposta e de contorno construidos com base no modelo Yrce
representando as interacaos entre as variaveis temperatura de incubacao, umidade inicial e tempo de

fermentacéo, tendo-se como resposta a atividade de xilanase.
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Em relacdo a variavel temperatura, para RC foi apontado uma melhor regido
para a producdo de xilanase em torno do nivel central (25°C). Para RCE foi
observado uma faixa de 22-29 °C. Temperaturas similares foram encontradas por
Garai e Kumar (2013) e Goyal et al. (2008) utilizando os fungos Aspergillus candidus
e Trichoderma viride, respectivamente.

Cultivos em temperaturas muito baixas podem ser desfavoraveis ao
desenvolvimento microbiano, podendo ocorrer diminuicdo no metabolismo
microbiano e consequentemente reducdo na producdo enzimatica. Por outro lado,
tem sido sugerido que em altas temperaturas 0s micro-organismos canalizam a
energia obtida do substrato para sintetizar apenas uma quantidade reduzida de
proteinas necessarias para seu crescimento e processos fisiologicos, além disso,
altas temperaturas podem provocar mudancas na estrutura tridimensional de
enzimas provocando sua desnaturacdo (Pal e Khanum, 2010; Borzani, 2001).

Outro parametro considerado critico para a formacao de produtos por FES € o
conteudo de umidade (Singhania et al., 2009). Se os niveis de umidade estiverem
acima ou abaixo do valor o6timo a atividade do micro-organismo e,
consequentemente, a producdo de enzimas pode ser afetada. Um baixo conteudo
de umidade causa reducéo na solubilidade de nutrientes do substrato, baixo grau de
molhabilidade e maior tensdo da &gua, podendo resultar em diminuicdo do
crescimento microbiano e, eventualmente, menor producdo enzimatica. Por outro
lado, altos niveis de porosidade podem resultar na diminuicdo da porosidade do
substrato, limitando a transferéncia de oxigénio, e provocando aderéncia de
particulas do substrato na parede do biorreator, tornando o meio mais vulneravel a
contaminacdao (Kapilan e Arasaratnam, 2011).

Neste trabalho, para ambos os substratos utilizados, foi observado que,
dentro do dominio experimental investigado, os niveis extremos resultaram em uma
diminuicdo da producdo de xilanase, sendo indicada uma faixa de melhor
produtividade de 52-67% para RC e 62-72% para RCE. Zhang e Sang (2015)
utilizando o fungo Penicillium chrysogenum QML-2 sob fermentagdo em mistura de
po de palha de milho e farelo de trigo encontraram um valor 6timo de umidade de
74%. Park et al. (2002) obteve um valor 6timo de umidade inicial de 65% utilizando
Aspergillus niger e palha de arroz com substrato.

Para se determinar os pontos de estacionaridade das equagdes 2.2 e 2.3 foi

utilizado o critério de Lagrange. Este procedimento permite verificar a existéncia de
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pontos de maximo, minimo ou sela de uma funcéo, sendo a determinacdo desses
pontos realizada através do determinante de Hessien. Para uma func¢do quadratica
contendo trés variaveis os determinantes podem ser quantificados de acordo com as
equacdes 2.4, 2.5 e 2.6 e 0s pontos criticos podem ser obtidos pela resolucdo do

sistema representado na equacao 2.7 (Ferreira et al., 2015).
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6X3 6X1 6X3 3X2 ax%

dR/0X, = 0
dR/0X, =0
dR/0X5 =0

(2.7)

Os determinantes encontrados para RC, em valores codificados, foram: A; = -
-1,875; A, = 1,273 e Az = - 4,964, revelando que o modelo analisado exibiu uma
condicdo de maximo em um especifico ponto estacionario, como ja poderia ser
facilmente constatado através das superficies de resposta (Figura 2.6). A partir

desses resultados foi possivel estimar as condicdes para maxima producédo de
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xilanase: Temperatura de incubacédo de 25,55°C, umidade inicial de 60,55% e tempo
de fermentacdo de 141,80h. Sob essas condi¢Oes a resposta predita foi de 14,22
Ul/g. A producéo de xilanase predita foi confirmada e validada através da realizacéo
de um experimento (em triplicata) nas condi¢des otimizadas, sendo encontrado um
valor de 14,03 Ul/g, que foi bastante proximo ao valor previsto. Utilizando o modelo
em RCE, os determinantes encontrados foram: A; = - 0,450; A, = 0,587 e A3z = -
1,677; indicando também uma condicdo de maximo (Figura 2.7). Foi estimado um
valor maximo de 6,52 Ul/g sob as condi¢des: temperatura de 24,95°C, umidade de
66,24% e tempo de fermentacao de 126,24h. Foi encontrado um valor real de 6,24
Ul/g, sendo considerado um valor muito proximo ao previsto pelo modelo. Modelos
reduzidos ja foram descritos com sucesso para a producdo de xilanase (Santos et
al., 2012), inclusive utilizando o planejamento Box-Behnken (Gowdhaman et al.,
2014).

A producdo de xilanase empregando a fermentacdo em estado sélido de
residuos agro-industriais tem sido amplamente investigada. Kaushik e colaboradores
(2014) investigaram a producéo de xilanases utilizando o fungo Aspergillus lentulus
e os substratos farelo de trigo (158,4 Ul/g), sabugo de milho (153,0 Ul/g), bagaco de
cana-de-acucar (129,9 Ul/g) e palha de trigo (49,4 Ul/g) umedecidos em meio
mineral contendo extrato de levedura. Ang e colaboradores (2013) encontraram um
valor de 418,70 Ul/g utilizando o fungo Aspergillus fumigatus SK1 e tronco de
palmeira-de-6leo, como substrato, umidificado com meio mineral contendo peptona
e tween 80. Camassola e Dilon (2007) alcancaram um valor de 10 Ul/g utilizando o
fungo P. echinulatum sob fermentacdo em bagaco de cana-de-acucar pré-tratado e
farelo de trigo umedecidos com meio mineral. E possivel observar nos trabalhos
citados que foram alcancados uma boa producdo de xilanase. Entretanto, foram
utilizados meio mineral e outros compostos para suplementacdo dos residuos
utilizados, o que pode gerar maiores custos de producédo. Neste trabalho, foi
utilizado apenas o residuo de caja como fonte de carbono, nitrogénio e energia.

Comparando os substratos investigados neste trabalho em relagédo a maior
produtividade enziméatica, péde-se inferir que o substrato RC foi o mais adequado,
sendo alcangado um valor maximo de atividade de xilanase 2,3 vezes maior para
este residuo. Uma possivel explicacdo pode estar relacionada ao processo de

extracdo realizado em RCE. Este processo pode ter ocasionado a perda de
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nutrientes do residuo por lixiviagdo, dificultando o desenvolvimento microbiano e

resultando em uma menor producdo enzimatica.

2.4 CONCLUSAO

A partir do estudo realizado foi possivel obter xilanases de Penicillium
roqueforti ATCC 10110 sob fermentacdo em estado solido utilizando residuos de
caja como unica fonte de nutrientes e energia. O processo de extracdo com etanol
realizado no residuo de caja resultou em efeitos negativos sobre a producéo
enzimatica, sendo alcancados melhores resultados empregando-se o residuo sem
este tratamento.

A aplicacdo da metodologia de superficie de resposta utilizando uma matriz
de planejamento Box-Behnken permitiu predizer com éxito as condicbes das
variaveis temperatura de incubacdo, umidade inicial e tempo de fermentacao,
necessarias para maximizacdo da producdo de xilanase por P. roqueforti ATCC

10110 utilizando ambos os substratos investigados
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CAPITULO 3

Propriedades bioquimicas de xilanases produzidas por Penicillium roqueforti

ATCC 10110 utilizando um residuo agro-industrial como substrato

Resumo: Este estudo objetivou investigar as propriedades cinéticas e o efeito da
temperatura, pH, adicdo de ions metalicos e congelamento sobre a atividade de
xilanases produzidas por Penicillium roqueforti ATCC 10110 em fermentacdo em
estado solido utilizando residuo de cajd e agua como meio de cultura. Os
experimentos foram conduzidos no Laboratério de Biotransformacgéo e Biocatélise
Organica, localizado na Universidade Estadual de Santa Cruz — UESC. Os ensaios
foram realizados utilizando-se o extrato xilanolitico bruto obtido a partir do meio
fermentado apds 150h de fementagcdo. Os parametros cinéticos Ky e Vuax foram
determinados utilizando xilana de beechwood como substrato, sendo encontrado os
valores de 1,06 mg/mL e 16,23 pumol/min/mL, respectivamente. Foi alcancada uma
maior atividade de xilanase em pH na faixa de 3-5 e temperatura de 60°C durante a
reacdo. As xilanases foram adequadamente estaveis em pH na faixa de 3-5 e
temperaturas <60°C apds armazenamento por 5 h. A adicdo dos fons Mn?*, AI**,
Zn**, Na*, Ca*" e dos compostos Trolox e Triton X-100 ao extrato xilanolitico bruto
resultou em aumento da atividade de xilanase, ao passo que as espécies Mg?*, Pb*",
Cu®* e SDS comportaram-se como inibidores. O congelamento a -20 ou 4°C
manteve mais de 94% da atividade enzimética apds 120 dias incubacao, indicando
ser um procedimento promissor para 0 armazenamento destas enzimas.

Palavras-chave: Congelamento. Enzima. Estabilidade. Parametros cinéticos. pH.
Temperatura.

Biochemical properties of xylanase produced by Penicillium roqueforti ATCC

10110 using an agro-industrial residue as substrate

Abstract: This study aimed to investigate the kinetic properties and the effect of
temperature, pH, addition of metal ions and freezen on the activity of xylanase
produced by Penicillium roqueforti ATCC 10110 in solid state fermentation using
yellow mombin residue and water as culture medium. The experiments were
conducted in the Biotransformation and Organic Biocatalysis Laboratory, located at
the State University of Santa Cruz — UESC. The assays were performed using the
crude xylanolytic extract obtained from the fermented medium after a fermentation
time of 150h. The kinetic parameters Ky and Vuax were determined using
beechwood xylan as substrate, being found the values of 1.06 mg/mL and 13.16
pmol/min/mL, respectively. It was achieved a higher activity of xylanase at pH in the
range of 3-5 and a temperature of 60°C during the reaction. Xylanases were
adequately stable at pH in the range of 3-5 and temperatures < 60° C after 5 h of
incubation. The addition of ions Mn?*, AI**, zn**, Na*, Ca** and compounds Trolox
and Triton X-100 to the crude xylanolytic extract resulted in increased activity of
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xylanase, whereas the species Mg®*, Pb?*, Cu** and SDS behaved as inhibitors.
Freezing the -20 or 4°C maintained more than 94% of the enzyme activity after 120
days of incubation, indicating a promising procedure for storage of these enzymes.

Keywords: Enzyme. Freezing. Kinetic parameters. pH. Stability. Temperature.

3.1 INTRODUCAO

Xilanase € o nome genérico para um grupo de enzimas hidroliticas que
catalisam a despolimerizacdo de xilanas. Fazem parte deste grupo as endoxilanases
(EC 3.2.1.8), enzimas que clivam as ligacGes xilosidicas interiores de uma xilana
para formar oligbmeros de [B-D-xilopiranosil, podendo formar também mono, di e
trissacarideos de B-D-xilopiranosil; e as B-xilosidases (EC 3.2.1.37), as quais atuam
clivando as ligacdes de terminais ndo redutores de pequenos Xxilo-oligossacarideos e
xilobiose liberando mondmeros de B-D-xilopiranosil (Girio et al., 2010; Manimaran et
al., 2009).

Nos ultimos anos, a producao de xilanases tem-se tornado um foco de intensa
pesquisa devido a possibilidade de aplicacdo como catalisadores ambientalmente
favoraveis e seletivos em diversos processos de producao industrial, que incluem a
manufatura de polpa e papel (branqueamento de polpa), producédo de alimentos e
bebidas (clarificacdo de sucos, panificacdo, fabricacdo de vinhos, extracao de café,
Oleos de plantas e amido) e producdo de xilo-oligossacarideos com efeitos
prebibticos (Goluguri et al., 2012; Bakri et al., 2008; Deutschmann e Dekker, 2012;
Kamble & Jadhav, 2012).

A utilizacdo de micro-organismos para a producao de xilanase tem recebido
crescente atencdo, principalmente, devido a sua disponibilidade, estabilidade
estrutural e facil manipulagdo genética, além de terem um significante papel nas
industrias de alimentos, alimentagdo animal e polpa e papel (Irfan et al., 2016;
Techapun et al.,, 2003). Entretanto, a producdo de xilanase microbiana utilizando
xilana pura como substrato € relativamente cara, uma vez que o custo do substrato
soma cerca de 30% do custo total de producdo de enzimas industriais (Mander et
al., 2011).

As propriedades bioquimicas das xilanases também tem recebido especial
atencdo. Xilanases termoestaveis poderiam ser utilizadas em processos industriais

onde exista a necessidade de manter uma temperatura mais elevada e onde uma
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fase de arrefecimento nao seria econdmica, ao passo que xilanases
aciddfilas/alcalifilicas poderiam ser utilizadas onde um ajuste constante de pH a
neutro ndo seria possivel (Adhyaru et al.,, 2016). Desta forma, o objetivo deste
trabalho foi determinar as caracteristicas bioquimicas fundamentais de xilanases
produzidas por P. roqueforti ATCC 10110 em fermentacdo em estado solido quando

utilizado residuo de caja e agua como meio cultura.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Material bioldgico

A cepa de P. roquefoti ATCC 10110 utilizada neste trabalho foi obtida da
colecdo de micro-organismos do INCQS/Fiocruz (Manguinhos, Rio de Janeiro,
Brasil) sob o registro de niumero 40074 e lote 041140074. Para o preparo do inoculo,
a cultura esporulada do fungo com 7 dias de incubacdo (em meio PDA) foi suspensa
em Tween 80 (0,01%) e a contagem do numero de esporos foi realizada utilizando
camara de Neubauer e microscopio binocular. Amostras de residuo de caja foram
cedidas por uma fabrica de sucos e polpas de fruta localizada na cidade de Feira de
Santana (Bahia, Brasil). Estas amostras foram secas ao Sol e em estufa (24h, 65°C),

seguidas por trituracao e peneiragem em malha de 1 mm.

3.2.2 Producéao e extracao de xilanase

Os ensaios de fermentacdo foram realizados em Erlenmeyers contendo 5 g
de residuo de caja autoclavado e resfriado sendo adicionados agua (até atingir uma
umidade de 61%), e o inéculo (10® esporos/g de residuo). Os cultivos foram
conduzidos em ambiente de incubadora BOD, a 25°C, por 142 h. Apdés 0 processo
fermentativo, os meios fermentados foram submetidos a uma extracdo utilizando
solugcdo tampdo de citrato de sodio (0,05 M, pH 4,8), seguida por filtracdo e
centrifugacédo, a 3000 rpm por 10 minutos. A parte sobrenadante, denomidada
extrato xilanolitico bruto, foi coletada e utilizada para os ensaios de atividade

enzimaética.
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3.2.3 Atividade de xilanase

A atividade de xilanase foi determinada pela quantidade de acucares
redutores liberados a partir da incubagdo de 1 mL de xilana de “beechwood”
(Sigma®), na concentracdo de 1% (m/v) em tamp&o citrato de sédio (0,05 M, pH 4,8),
com 1 mL do extrato enzimatico bruto (previamente diluido) em banho-maria a 50°C
por 10 minutos. Para o controle da reacdo foram incubados 1 mL de tampéao citrato
de sddio com 1 mL do extrato enzimatico bruto (previamente diluido), enquanto que
o branco de reacdo consistiu de 1 mL de tamp&o citrato de sodio e 1 mL da solugéo
de xilana. Apo6s o periodo de incubagédo, os aclcares redutores foram dosados com
base no método de Miller (1959), adicionando-se 2 mL de acido 3,5 dinitrossalicilico
(DNS) aos meios de reacao seguido de incubacdo em agua fervente por 5 minutos e
posterior resfriamento em &gua corrente de torneira. Apds diluicdo com 6 mL de
agua destilada, a absorbancia das amostras foi lida em espectrofotometro a 540 nm
e convertida em atividade xilanasica a partir de uma curva padrédo de xilose (0 a 1

pmol/mL).
3.2.4 Efeito da temperatura sobre a atividade e estabilidade

A determinacdo da temperatura 6tima de reacdo para a atividade de xilanase
foi realizada em meio padrdo para determinacdo da atividade de xilanase (item
3.2.3), porém, utilizando-se diferentes temperaturas de incubacdo (40-90°C). As
respostas foram expressas como atividade relativa (%), sendo o maior resultado
obtido considerado como 100%.

A estabilidade térmica foi avaliada incubando-se o extrato xilanolitico bruto em
tampao citrato de sédio (0,05 M, pH 4,8) sob diferentes temperaturas (50-80°C) por 5
h. Aliquotas foram tomadas em intervalos de 1 h e submetidas a determinacéo da
atividade de xilanase. As respostas foram expressas como atividade relativa (%),
sendo considerada como 100% a atividade enzimética determinada antes da

incubacéo.
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3.2.5 Efeito do pH sobre a atividade e estabilidade

O efeito do pH de reacao foi investigado na faixa de 3 a 8. Para alcancar
esses valores de pH foi necessario diluir o extrato enzimatico bruto 10 vezes em
tampéao citrato de sédio (0,05 M, pH 3 a 5) e tampé&o fosfato de sodio (0,05 M, pH 6 a
8). A atividade de xilanase foi determinada em temperatura de 50°C e o resultado
expresso como atividade relativa, sendo o maior resultado considerado como 100%.

Para os ensaios de estabilidade ao pH também foi necessaria a diluicdo do
extrato xilanolitico bruto. As amostras foram incubadas em banho-Maria a 50°C por
5 h e aliquotas foram retiradas em intervalos de 1 h e submetidas ao ensaio de
atividade enzimatica. Os resultados foram expressos como atividade relativa (%),
sendo considerada como 100% a atividade enzimatica determinada antes da

incubacéo.

3.2.6 Efeito do congelamento

O extrato xilanolitico bruto foi armazenado congelado (4 e -20°C) por 120 dias
em tampao citrato de sédio (0,05 M, pH 4,8) e a manutencdo de sua atividade
xilanolitica foi avaliada ao longo do tempo, com intervalo de 30 dias. Os resultados
foram expressos como atividade relativa (%), sendo considerada como 100% a

atividade obtida antes do congelamento.

3.2.7 Efeito de ions metalicos e compostos organicos

Foram avaliados os efeitos dos sais metalicos MgCl,, Pb(C;H30,),, CaCOs,
MnSO4, CoCl,, CuSO4, Zn(C,yH305),, Al(NO3)s, Na,CO3; e dos reagentes EDTA
(acido etilenodiamino tetra-acético), SDS (dodecil sulfato de sédio), Triton X-100 (t-
Octylphenoxypolyethoxyethanol) e Trolox (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
carboxylic acid) sobre a atividade enzimatica. Os ensaios consistiram em incubar o
extrato enzimatico bruto em tampé&o citrato de sodio (0,05 M, pH 4,8) com os aditivos
por 30 min seguido da determinacdo da atividade de xilanase. Todos os aditivos
foram utilizados na concentracdo de 2 mmol/L de meio de reacdo e a atividade
enzimatica foi expressa como atividade relativa (%), sendo considerada como 100%

a atividade de xilanase obtida utilizando-se apenas o extrato enzimatico bruto.
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3.2.8 Estimativa dos parametros cinéticos

Os parametros cinéticos para o modelo de Michaelis-Menten (K, € Vwax)
foram estimados utilizando o extrato enzimatico bruto contendo xilanase. O meio
empregado e as condi¢Bes de reacdo foram as mesmas aplicadas a determinacgéo
da atividade de xilanase exceto pelas contracdes do substrato xilana de
“beechwood” (Sigma®) que variou entre 1 e 20 mg/mL. A constante de Michaelis-
Menten (K, mg/mL) e a velocidade maxima de reacdo (Vmax, hmol/min/mL) foram

estimadas pelo método de regressdo de Lineweaver e Burk (1934).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Efeito da temperatura sobre a atividade e estabilidade

A temperatura influencia profundamente na atividade enzimatica, sendo,
portanto, essencial estudar os efeitos dessa variavel sobre a atividade de xilanase.
O efeito da temperatura foi avaliado para diferentes temperaturas conforme a Figura
3.1a, de onde pdde-se observar que a atividade relativa de xilanase aumentou com
0 aumento da temperatura de reacdo até alcancar um maximo em 60°C, sendo
observado um declinio a partir desse valor. De acordo a Knob et al. (2013), a
temperatura Otima de atividade de xilanase varia de acordo ao micro-organismo
produtor. O mesmo autor encontrou uma temperatura 6tima de 60°C utilizando
xilanase do fungo Penicillium glabrum. Resultados similares foram encontrados por
Kaushik et al. (2014) utilizando o fungo Aspergillus lentulus. Segundo Kulkarni e
colaboradores (1999), temperaturas 6timas de xilanases de fungos podem variar
entre 40 a 60°. Heinen et al. (2014) encontraram uma melhor temperatura de reacao
de 50°C para xilanase de Fusarium heterosporum. Knob e Carmona (2010)
estudando o efeito da temperatura sobre a atividade de duas xilanases de
Penicillium sclerotiorum encontram 50 e 55°C como temperaturas otimas.

A termo-estabilidade de xilanases obtidas de P. roqueforti ATCC 10110 foi
avaliada incubando-se o extrato enzimatico bruto na faixa de 50 a 80°C por 5h
(Figura 3.1b). Os resultados indicaram excelente estabilidade nas temperaturas de
50 e 60°C, sendo mantidas cerca de 100 e 96% da atividade, respectivamente, ap0s

5 h de incubacgéo. Sob as condi¢des de temperatura de 70 e 80°C, foi observado um



78

declinio acentuado quando comparado com as temperaturas inferiores investigadas.
Entretanto, as enzimas mantiveram cerca de 80 e 65% das atividades para as

temperaturas de 70 e 80°C, respectivamente, apos 5 h de incubacao.
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Figura 3.1 - (a) Atividade de xilanase obtida em diferentes temperaturas (a atividade mais alta obtida
em 60 °C foi tomada como 100%; condi¢cbes de reacdo: pH: 4,8; tempo: 10 min). (b) Perfil de
termoestabilidade de xilanase obtida por P. roqueforti ATCC 10110 em FES cultivado em residuo de
caja (a atividade obtida no tempo 0 h foi tomada como 100%; condi¢des de reacdo: pH: 4,8; tempo:
10 min). Os experimentos foram realizados em duplicata e as barras de erro indicam o desvio padréo
de cada grupo de dados.

Terrasan e colaborados (2013), avaliando a termo-estabilidade de xilanase de
Penicillium janczewskii observaram um tempo de 15 min para a enzima atingir a
metade da atividade inicial a 50 °C, ao passo que em 60 °C esse valor foi de 3 min.
Lee et al. (2015), investigando a termoestabilidade de xilanase de Penicillium rolfsii

c3-2(1) IBRL notaram uma atividade relativa acima de 83% quando as enzimas
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foram incubadas nas temperatura de 50 e 55°C por 250 min. Entretanto, em
temperaturas de 60 e 65°C foi observado um decaimento abaixo de 50% em tempos
de incubacéo de 50 e 20 min, respectivamente.

Os resultados alcancados neste trabalho permitiram inferir que as xilanases
produzidas por P. roqueforti ATCC 10110 apresentaram boa estabilidade nas
temperaturas investigadas, sugerindo a presenca de moléculas protetoras, no
extrato enzimatico bruto, as quais podem ter contribuido com interacbes
intermoleculares necessarias para manter a integridade estrutural das xilanases

estudadas frente as diferentes temperaturas.

3.3.2 Efeito do pH sobre a atividade e estabilidade

O efeito do pH sobre a atividade de xilanase obtida de P. roqueforti ATCC
10110 foi verificado na faixa de 3 a 8 (Figura 3.2a). Maxima atividade enzimatica foi
observada no pH 3, ndo havendo diferenca acentuada na faixa de 3 a 5. A atividade
declinou cerca de 40% em valores de pH a partir de 6. Melhores atividades em pH
acidos sugeriu tratar-se de xilanases aciddfilas.

De acordo a Murthy e Naidu (2012), muitos estudos tém indicado que a
maioria das xilanases fungicas exibem melhor atividade em pH entre 3,5 e 5. Lee et
al. (2009) também relataram que xilanases derivadas de fungos, normalmente,
apresentam mais alta atividade em condi¢des acidas.

Lafond et al (2011) investigaram a influencia do pH sobre a atividade de
xilinases obtidas de P. funiculosum e encontraram uma faixa 6tima entre 4 e 5,5.
Knob e Carmona (2008) avaliaram o efeito do pH sobre a atividade de xilanase
obtida de P. sclerotiorum, sendo encontrado um méaximo resultado em pH 4,5.

A estabilidade ao pH foi avaliada na faixa de 3 a 8 (Figura 3.2b). Melhor
estabilidade foi alcancada utilizando pH é&cidos (pH 3, 4 e 5), sendo a atividade
enzimatica mantida acima de 90% apdés 5 h de incubacdo a 50 °C. Em pH 6, 7 e 8,
foram mantidas cerca de 66, 68 e 71% da atividade enzimatica, respectivamente,
apos o tempo maximo de incubacdo investigado. Resultados similares foram
encontrados por Knob et al (2013) utilizando xilnase de Penicillium glabrum, sendo
apontado uma melhor estabilidade na faixa de pH de 2,5 a 5. De acordo com

Kulkarni et al. (1999), normalmente as xilanases produzidas por fungos séo estaveis
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na faixa de pH de 3,0 a 10,0, fato que corrobora com os resultados encontrados
neste trabalho.

A Otima atividade e estabilidade em condi¢cdes de pH acidos torna o uso das
xilanases obtidas por P. roqueforti ATCC 10110 atraentes para algumas aplicacdes
industriais, tais como na industria de polpa e papel bem como na industria de
alimentacdo humana e animal (Knob e Carmona, 2008; Knob e Carmona, 2010).
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Figura 3.2 - (a) Atividade de xilanase obtida em diferentes pH (a mais alta atividade obtida em pH 3
foi tomada como 100%; condi¢cdes de reacdo: temperatura: 50 °C, tempo 10 min). (b) Perfil de
estabilidade ao pH de xilanase obtida por P. roqueforti ATCC 10110 em FES cultivado em residuo de
caja (a atividade obtida no tempo 0 h em pH 3 foi tomada como 100%; condi¢cdes de reacao:
temperatura: 50 °C; tempo: 10 min). Os experimentos foram realizados em duplicata e as barras de
erro indicam o desvio padréo de cada grupo de dados.
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3.3.3 Efeito do congelamento

Segundo Heller et al. (1997), o congelamento a baixas temperaturas € o
método mais comum de armazenamento de proteinas. Entretanto, o congelamento
de solucdes enzimaticas pode causar modificacdes estruturais (‘stress’ enzimatico)
ocasionando a perda ou diminuicdo da atividade catalitica, provocado pela formacéao
de cristais de gelo. Visando avaliar o efeito do armazenamento em baixas
temperaturas, o extrato enzimatico bruto foi submetido as temperaturas de -20 e

4°C, sendo tomadas aliquotas em intervalos de 30 dias para verificacdo da atividade

P
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Figura 3.3 - Efeito do congelamento do extrato enzimatico bruto a -20°C e 4°C sobre atividade de
xilanase obtida por P. roqueforti ATCC 10110 em FES quando cultivado em residuo de caja (a
atividade obtida no tempo Oh foi tomada como 100%; o extrato enzimatico bruto foi obtido utilizano
tampdo citrato de sédio 0,05 M, pH 4,8; condi¢des de reacdo: temperatura: 50°C, pH: 4,8, tempo: 10
min). Os experimentos foram realizados em duplicata e as barras de erro indicam o desvio padrdo de
cada grupo de dados.

Os resultados demonstraram que as Xilanases mantiveram-se estaveis em
ambas as temperaturas investigadas ap6s 120 dias de congelamento, sendo
mantidas cerca de 94 e 96% da atividade apdés o congelamento em -20° e 4°C,
respectivamente. Além disso, no intervalo de tempo de 30 dias foi observado um
leve aumento na atividade das xilanases, Esse comportamento pode ser explicado
pela mudanca estrutural das proteinas. O congelamento interfere na atividade de

dgua e ocasiona restruturacdo das cadeias peptidicas, podendo deixar o sitio
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catalitico mais disponivel resultando em um aumento de atividade enzimatica
(Santos et al., 2016).

Aguiar e Lucena (2011), investigando a estabilidade ao congelamento de
enzimas celuloliticas obtidas de Aspergillus niger demonstraram que nao houve
perda acentuada de atividade quando as enzimas foram armazenadas a -18°C por
um periodo de 43 dias. Entretanto, a 4°C, a atividade reduziu cerca de 40% apos 48
h de armazenamento. Santos et al. (2016) também observaram comportamento
semelhante para enzimas celuloliticas de A. niger indicando uma mais baixa
temperatura como melhor condicdo para o armazenamento dessa enzimas. Por
outro lado, ndo houve diferenca significativa quando xilanases de P. roqueforit
obtidas neste trabalho foram armazenadas nas temperaturas de -20 e 4°C, sendo
possivel apontar o congelamento do extrato enzimatico bruto em ambas as
temperaturas como uma forma de manter as enzimas ativas por um maior periodo

de tempo.
3.3.4 Efeito da presenca de ions metélicos e compostos organicos

Os resultados do efeito de diferentes ions metalico e outros compostos sobre
a atividade de xilanase estdo representados na Tabela 3.1. Dentre 0os nove ions
metélicos investigados cinco apresentaram efeitos positivos. O fon Mn*" foi a
espécie que exerceu maior efeito, aumentado cerca de 40% da atividade. As
espécies AI**, Zn**, Na" e Ca®* aumentaram a atividade em cerca de 23, 11, 9 e 4%,
respectivamente. A presenca do fon Co?* ndo modificou acentuadamente a atividade
de xilanase, ao passo que as espécies Mg?*, Pb®** e Cu?* comportaram-se como
inibidores. A presenca de Cu?* reduziu a atividade a cerca de 51%, apresentando o
maior efeito inibidor. Conn e Stumpf (1987) relataram que cerca de um terco das
enzimas apresentam metais em sua composicdo ou necessitam de metais como
cofatores. Alguns metais podem reagir reversivelmente com enzimas formando
complexos que sdo mais ativos. Segundo Scopes (1994), o sitio ativo de uma
enzima possui grupos aminoacidos que podem reagir com compostos metalicos
resultando em alteracdo da atividade catalitica. Alguns ions de metais pesados
podem ocasionar a oxidagcao de grupos presentes na cadeia lateral dos aminoacidos

resultando em uma diminui¢éo drastica de atividade.
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Moreira et al. (2013) e Vasconcellos et al. (2016), também demonstraram que
o fon Mn* apresentou um alto efeito ativador em duas B-xilanases obtidas de
Aspergillus terreus e em xilanase de Aspergillus niger, respectivamente. Querido et
al. (2006) mostrou que AlI** aumentou a atividade de xilanase de P. expansum.
Ghoshal et al. (2015), relataram um aumentado de atividade de xilanase de
Penicillium citrinum MTCC 9620 na presenca de Mn**, Zn?*, Co?*, ao passo que
Ca®*, Cu** exerceram efeitos negativos. Por outro lado, xilanases de Fusarium
heterosporum foi ativada por Ca* e Mg®*" e fortemente inibida por Pb®*" e Zn?'
(Heinen et al., 2014). Zhang et al (2007) também apontou Cu®* como forte inibidor de
xilanases. No trabalho de Terrasan e colaboradores (2016), Na* também apresentou

efeito ativador para uma xilanase de Penicllium janczewskii.

Tabela 3.1 - Atividade de xilanase de P. roqueforti ATCC 10110 frente a diferentes sais metalicos e
compostos organicos (a atividade obtida utilizando o extrato xilanolitico bruto sem aditivos foi tomada
como 100% - controle; condi¢cBes de reagdo: concentracdo de aditivos: 2 mM; temperatura: 50°C; pH:
4,8; tempo: 10 min). Os experimentos foram realizados em duplicata e os dados entre parénteses
indicam o desvio padréo de cada grupo de dados.

Atividade Relativa (%)

Controle 100+ 2,3
MgCl, 84+1,8

Pb(C2H302), 75+1,8

CaCOg3 104+ 0,9
MnSO, 141 + 23,5
CoCl, 101 +6,0
CuSOq4 51+7,4

Zn(C,H30>), 111 +0,0
AI(NO3)3 123 +5,5
Na,COs3 109+2,2
EDTA 95+ 10,2
SDS 57 +10,9
Triton-X 134 +4,18
Trolox 259+5,0
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Dentre os compostos organicos investigados, Trolox comportou-se como um
potente ativador aumentando a atividade catalitica em cerca de 159%. Este
composto apresenta atividade antioxidadante, o que sugeriu um efeito protetor para
com as xilanases estudadas, evitando, possivelmente, a oxidacdo de grupos das
enzimas e permitindo a manutengédo de sua forma ativa. A presenga de Triton X
também resultou em aumento da atividade catalitica. Por outro lado, SDS
apresentou um efeito inibidor, resultando em diminuicdo de cerca de 43% da
atividade enzimatica, ao passo que a presenca de EDTA nédo afetou
acentuadamente a atividade xilanasica. A influéncia de Triton X e SDS indicam que
a existéncia de interagBes hidrofébicas pode ser importante na manutencdo da
estrutura da xilanase obtida. Resultados similares foram divulgados utilizando
xilanase recombinante de Geobacillus sp. MT-1 (Wu et al., 2006). SDS também tem
sido apontando como forte inibidor de xilanases de Aspergillus nidulans e Penicillium
glabrum (Maitan-Alfenas et al., 2016; Knob et al., 2013).

3.3.5 Estimativa dos parametros cinéticos

Os parametros cinéticos de xilanase de P. roqueforti ATCC 10110 foram
estimados utilizando-se o método de linearizacdo de Lineweaver e Burk (1934)
tendo como substrato a xilana de beechwood. O perfil cinético é apresentado na
Figura 3.4, de onde pbde-se inferir que a xilanase apresentou um comportamento
linear tipico de uma enzima Michaeliana. Os respectivos valores de Ky, e Vyuax
encontrados foram 1,06 mg/mL e 16,23 pmol/min/mL. Estes resultados estdo em
concordancia com os valores encontrados de outras xilanases fangicas relatadas por
Beg et al. (2001), onde os valores de K, variaram de 0,15 a 49,5 mg/mL e Vuax de
5,73 a 691,6 pmol/min/mg.
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Figura 3.4 - (a) Efeito da concentracéo de substrato sobre a atividade de xilanase produzida por P.
roqueforti ATCC 10110 em FES sobre residuo de caja. (b) Grafico de duplo-reciproco obtido para
estimacdo de K, e Vyax (condicbes de reacdo: substrato utilizado: xilana beechwood; faixa de
concentracdo: 1-20 mg/mL; temperatura: 50°C; pH: 4,8; tempo: 10 min). Os experimentos foram
realizados em duplicata e as barras de erro indicam o desvio padréo de cada grupo de dados.

3.4 CONCLUSAO

Xilanases produzidas por P. roqueforti ATCC 10110 apresentaram muitas
caracteristicas similares a outras xilanases relatadas na literatura, destacando-se,
entretanto, pela alta estabilidade em uma ampla faixa de pH e temperatura, ativacéo
frente a muitos ions metalicos, Triton X e Trolox, e estabilidade ao congelamento a
4°C por um longo periodo de tempo sem a necessidade de adicdo de agentes

estabilizantes.
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CAPITULO 4

Sacarificacdo de agroresiduos utilizando xilanase bruta produzida por
Penicillium roqueforti ATCC 10110

Resumo: A sacarificacdo de residuos lignocelulésicos tem sido apontada como
alternativa atraente para o reaproveitamento e agregacao de valor a estes materiais.
No presente estudo, foi avaliada a utilizacdo de xilanase bruta produzida por P.
roqueforti ATCC 10110 visando a sacarificacdo de bagaco de cana-de-acUcar, casca
de amendoim, sabugo de milho e casca de arroz. Todos os experimentos foram
realizados no Laboratoério de Biotransformacao e Biocatalise Organica, localizado na
Universidade Estadual de Santa Cruz — UESC. Todos os residuos foram sucetiveis a
sacarificacdo enziméatica. Maior rendimento de acgUcares redutores (259,45 mg/g) foi
alcancado quando utilizado bagaco de cana-de-aglUcar como substrato apds 4h de
reacdo. A hidrélise de sabugo de milho, casca de arroz e casca de amendoim
resultou na produgéo de 180,22 mg/g, 137,70 mg/g e 128,48 mg/g, respectivamente.
A adicdo de Mn®" (10 mmol/L de meio reacional) potencializou o processo de
sacarificacdo de bagaco de cana de acucar aumentado cerca de 86% o rendimento
de acUcares redutores. Os parametros temperatura e carga de substrato foram
otimizados utilizando o planejamento Doehlert. Maxima producéo de acucar (662,34
mg/g) foi alcancada mantendo a temperatura em 62,40°C e carga de substrato de
0,22%. O rendimento de acglcares foi significativamente alto quando comparado com
estudos anteriores disponiveis na literatura o que sugere a utilizacdo de xilanase
bruta adicionada de Mn?" um processo alternativo e promissor para sacarificacéo de
bagaco de cana-de-acucar.

Palavras-chave: Hidrolise enzimatica. Otimizacdo. Planjemanto Doehlert.
Suplementacdo com Mn?*. Xilanase bruta.

Saccharification of agroresidues using crude xylanase produced by
Penicillium roqueforti ATCC 10110

Abstract: The saccharification of lignocellulosic residues has been pointed to as
attractive alternative for the reuse and aggregation of value to these materials. In this
study, was evaluated the use of crude xylanase produced by P. roqueforti ATCC
10110 aiming the saccharification of sugarcane bagasse, peanut shells, corn cob and
rice husk. All the experiments were performed in the Biotransformation and Organic
Biocatalysis Laboratory, located at the State University of Santa Cruz — UESC. All
the residues were susceptible to enzymatic saccharification. Better yield of reducing
sugars (259.45 mg/g) was achieved when using sugarcane bagasse as the substrate
after 4 h of reaction. The hydrolysis of corn cob, rice husk and peanut shells resulted
in the production of 180.22 mg/g, 137.70 mg/g and 128.48 mg/g, respectively. The
addition of Mn?** (10 mmol/L of reaction medium) potentiated the saccharification
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process of sugarcane bagasse, increasing the yield of reducing sugars by about
86%. The parameters temperature and substrate load were optimized using Doehlert
design. Maximum sugar yield (662.34 mg/g) was achieved by maintaining the
temperature at 62.40°C and substrate load of 0.22%. The sugar yield was
significantly high when compared to previous studies available in the literature,
suggesting the use of crude xylanase added Mn?* an alternative and promising
process for sugarcane bagasse saccharification.

Keywords: Crude xylanase. Doehlert design. Enzymatic hydrolysis. Optimization.
Supplementation with Mn?".

4.1 INTRODUCAO

A preocupacdo com o0s problemas relacionados com a geracdo de residuos
agro-industriais, principalmente a escassez de locais para a sua eliminacdo e
poluicdo ambiental causado por sua disposi¢do, associado com a possibilidade de
sua utilizacdo como matérias-primas para conversado em diferentes produtos de valor
agregado (aditivos alimentares, nutracéuticos, enzimas e combustiveis), tém
indicado a reciclagem desses materiais como uma atividade econdémica valida
(Anwar et al., 2014; El-Bakry et al., 2015).

A maioria dos agroresiduos sdo ricos em polissacarideos (celulose e
hemicelulose) que os tornam matérias-primas potencialmente Uteis para producéo
de acucares fermentaveis que podem ser utilizados para producdo de etanol de
segunda geracao (Avci et al., 2013). Atualmente, a fracdo celulésica dos materiais
lignocelulésicos € a principal parte investigada para a producdo de acUcares
fermentaveis, ao passo que a fragdo hemicelulosica, que também pode formar
acucares, ainda esté a ser aproveitada (Kumar et al., 2012).

Xilana é o principal componente da hemicelulose e o processo de
sacarificacdo deste material pode ser realizado por uma variedade de métodos
(hidrélise térmica, acida, alcalina ou enzimética). A hidrélise enzimatica € um dos
métodos que oferece diversas vantagens, como alta especificidade, condigbes de
reagdo mais suave, alto rendimento e menor formacdo de produtos indesejaveis
(Sadaf e Khare, 2014; Chapla et al., 2010). A completa hidrélise da xilana requer a
participacdo de varias enzimas, que incluem as endoxilanases (EC 3.2.1.8), as [3-
xilosidases (EC 3.2.1.37) e enzimas acessorias tais como acetil xilana esterase (EC
3.1.1.16), a-arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55), a-glicuronidase (EC 3.2.1.131), &cido
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p-cumarico esterase (E.C.3.1.1.-) e acido ferulico esterase (E.C.3.1.1.73),
necessarias para a desramificacdo de grupos laterais ligados a cadeia principal de
xilanas substituidas (Kocabas et al., 2015).

A presenga da xilana em biomassa lignocelulddica geralmente ocorre como
complexo lignina-xilana, o que torna a biomassa resistente a hidrélise enzimatica
(Chapla et al., 2012). Além disso, a adsor¢cdo nao produtiva das enzimas a lignina
também prejudica a hidrolise (Ko et al., 2015). Dessa forma, processos de
pretratamento tém sido sugeridos para sacarificacdo eficiente desses materiais
(Hongdan et al., 2013; Pensupa et al.,, 2013). Entretanto, essas estratégias
acrescentam custos consideraveis ao processo.

Uma possivel estratégia para a hidrélise eficiente de biomassa lignoceluldsica
€ a utilizacdo de coquetéis enzimaticos ou preparo enzimatico bruto adicionado de
ions metélicos especificos. Preparos enzimaticos apresentam vantagens por conter
diversas enzimas hidroliticas necesséarias para completa hidrélise da biomassa
(Garai e Kumar et al.,, 2013), ao passo que a utilizacdo de alguns ions metalicos
pode reduzir a adsor¢cdo nao produtiva das enzimas na lignina através da formacéo
de complexos metal-lignina (Vasconcellos et al., 2016). Além disso, é desejavel que
as enzimas possuam baixo custo de producdo e sejam estaveis em uma ampla faixa
de temperatura e pH (Maitan-Alfenas et al., 2016).

No capitulo anterior (Capitulo 3), ndés demonstramos que xilanase bruta
produzida por P. roqueforti ATCC 10110, quando cultivado apenas em residuo de
caja e agua, apresentou alta estabilidade em uma ampla faixa de pH (3 a 8) e
temperatura (50 a 80°C), e ativacdo (aumento de cerca de 40% da atividade) frente
a presenca do fon Mn®". Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a
utilizacdo de xilanase bruta de P. roqueforti ATCC 10110 na sacarificacdo de
residuos de origem agro-industrial (bagaco de cana-de-acUcar, casca de amendoim,
sabugo de milho e casca de arroz) e adicionalmente investigar o efeito da

temperatura, pH e da adicdo de Mn?* sobre a sacarificacéo.
4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Micro-organismo
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A cepa de Penicillium roqueforti ATCC 10110 utilizada neste estudo foi
adquirida do INCQS/Fiocruz (Manguinhos, Rio de Janeiro, Brasil), podendo ser
consultada pelo codigo 40074. A cepa foi mantida a 4°C em meio de cultura agar-
dextrose-batata (PDA). A suspenséao de esporos foi preparada utilizando-se o micro-
organismo cultivado em meio PDA por 7 dias a 25°C. Apds o periodo de incubacéo,
a cultura esporulada foi suspensa em solucdo Tween 80 (0,01%, v/v), sendo a
contagem do numero de esporos realizada em microscopio binocular utilizando

camara de Neubauer.

4.2.2 Residuos lignocelulésicos

Residuos de cajda e de arroz foram obtidos de agro-industrias de
processamento de frutas e de beneficiamento de arroz localizadas na regido sul e
oeste do estado da Bahia (Brasil), respectivamente. Bagaco de cana-de-acucar,
casca de amendoim e sabugo de milho foram adquiridos em feira livre na cidade de
Itabuna (Bahia, Brasil). Todos os residuos foram secos em estufa (24h, 65°C),
seguidos por trituracao e peneiragem em malha de 1 mm.

4.2.3 Producdao de xilanase bruta

A producdo enzimética foi realizada por fermentacdo em estado sélido
utilizando frascos Erlenmeyers contendo 5g de residuo de caja autoclavado e
resfriado. Aos frascos foram adicionadas agua (umidade 61%) e inéculo (10°
esporos/g de residuo seco). Os cultivos foram conduzidos em ambiente de
incubadora BOD, a 25°C, por 150 h. Os meios fermentados foram submetidos a uma
extracao utilizando tampéao de citrato de sédio (0,05 M, pH 4,8), seguido por filtracdo
e centrifugacdo, a 3000 rpm por 10 minutos. A parte sobrenadante, denomidada
xilanase bruta, foi coletada e utilizada para os ensaios de atividade xilanésica e

sacarificacdo de agroresiduos.

4.2.4 Determinacgéo da atividade xilanasica

Os ensaios de atividade de xilanase foram conduzidos com base em

procedimentos padrdo recomendados pela IUPAC (Ghose e Bisaria, 1987). A
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mistura reacional contendo 1 mL de xilana de “beechwood” (Sigma®), na
concentracdo de 1% (m/v) em tampao citrato de sddio (0,05 M, pH 4,8), e 1 mL do
extrato enzimatico bruto (previamente diluido) foi incubada em banho-maria a 50°C
por 10 minutos. A quantidade de agucares redutores liberada foi quantificada com
base no método de Miller (1959) e utilizando uma curva padrdo de xilose (0 a 1
pmol/mL). Uma unidade internacional de atividade enzimatica (UI) foi definida como
a quantidade de enzima capaz de liberar 1 ymol de agucares redutores por minuto, a
50°C.

4.2.5 Sacarificacao de agroresiduos

A xilanase bruta (extrato enzimatico bruto) produzida por P. roqueforti ATCC
10110 foi utilizada para sacarificar bagaco de cana-de-acucar, casca de amendoim,
sabugo de milho e casca de arroz. O meio de reagéo consitiu de 20 mL de tampé&o
citrato de sadio (0,05 M, pH 4,8) contendo 1% de residuo, xilanase bruta (130 Ul/g
de residuo seco) e 0,005% de azida de sOdio para prevenir contaminacdo. A
sacarificacdo foi realizada em agitador orbital a 50°C por 6 h, sendo retiradas
aliquotas em intervalos de 2 h. O controle de cada mistura reacional foi realizado
sem a utilizacdo da xilanase bruta. ApGs a sacarificacdo, a parte sobrenadante foi
utilizada para estimar a quantidade de acucares redutores liberados (Miller, 1959)

com base em uma curva padrao de xilose (0 a 1 pmol/mL).
4.2.6 Efeito de Mn** sobre a sacarificacéo de bagaco de cana-de-actcar

O efeito de Mn®" sobre a sacarificacdo de bagaco de cana-de-aclcar foi
avaliado nas concentragcfes de 2 e 10 mmol/L de meio de reacdo. O procedimento
consistiu em adicionar MNSO4 ao meio padréo de sacarificagdo do bagaco de cana-
de-acucar sendo a quantidade de acucares redutores liberados quantificada apos 4

h de reacéo.
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4.2.7 Planejamento Doehlert para otimizacdo da sacarificagcdo de bagaco de

cana-de-acucar

Foi utilizado uma matriz de planejamento Doehlert para avaliar a influéncia
dos parametros temperatura (°C) e carga de substrato (%, m/v) sobre a
sacarificacdo de bagaco de cana-de-acucar e também determinar os niveis mais
adequados dessas variaveis para alcancar o maximo rendimento de sacarificacdo. A
matriz consistiu de 9 experimentos, incluido de trés réplicas no ponto central para
estimar o erro experimental, avaliar efeitos quadraticos, lineares e de interacao das
variaveis e para ajustar um modelo matematico de segunda ordem. A quantidade de
acucares redutores formados (mg/g de residuo de cana) foi escolhida como valor de
resposta e os fatores temperatura (T) e carga de substrato (CS) foram selecionados
como variaveis independentes. Os valores reais e codificados das variaveis

independentes podem ser observados nas Tabelas 4.1.

Tabela 4.1 - Variaveis e niveis do planejamento Doehlert para a otimizacdo da sacarificacao
enzimatica de bagaco de cana-de-acUcar utilizando xilanase bruta produzida por P. roqueforti ATCC
10110 em fermentacdo em estado sélido sob residuo de caja.

Variavel Simbolo Niveis

-1 -0866 -05 0 +05 +0,866 +1
Temperatura (°C) T 40 60 80
Carga de substrato (%) CS 0,2 0,65 1,1 1,55 2

A partir dos valores experimentais obtidos como resposta, foi construido um
modelo polinomial de segunda ordem de acordo com a equacgéao 4.1 para avaliar 0s
efeitos das variaveis independentes sobre a resposta, onde Y € a resposta, ap € 0
termo independente e a;, a; e a; S&0 0s coeficientes de regresséo linear, quadratico e

de interacao, respectivamente.

a;i Xl'z +
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O nivel de significancia estatistica do modelo gerado foi avaliado por analise

de variancia (ANOVA, p < 0,05), os coeficientes de regressao foram avaliados a
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partir dos efeitos padronizados (com base em t-Student, p < 0,05) e a qualidade do
modelo avaliada pelo coeficiente de determinacéo (R?), coeficiente de determinacéo
ajustado (R>-adj) e teste de falta de ajuste. Foi utilizado o software Statistica versdo

10 (STATSOFT) para analise dos dados e elaboracéo dos graficos.
4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A utilizag&o de residuo de caja como substrato para producédo de enzimas por
P. roqueforti ATCC 10110 em FES resultou na obtencdo de um extrato enzimatico
bruto rico em xilanase, apresentando 14 Ul/g de residuo de caja de atividade
xilanasica. Este extrato enzimatico, denominado xilanase bruta, foi utilizado visando

a sacarificacdo de biomassa lignocelulésica.
4.3.1 Sacarificacao de agroresiduos

A sacarificacdo de bagaco de cana-de-acgUcar, sabugo de milho, casca de
arroz e casca de amendoim empregando xilanase bruta produzida por P. roqueforti
ATCC 10110 foi realizada em diferentes intervalos de tempo e os resultados podem
ser observados na Figura 4.1. Estes resultados indicaram que todos os residuos
foram suscetiveis a hidréolise enzimatica, o que pode estar relacionado a alta
concentracdo de hemicelulose nestes materiais (Garai e Kumar, 2013; Fang et al.,
2007). Outro fator que pode ter contribuido foi a utilizacdo de extrato enzimatico
bruto (xilanase bruta) ao invés da enzima purificada. O sinergismo entre xilanases e
outras enzimas pode ter facilitado a sacarificacdo dos agroresiduos. Bagaco de
cana-de-acucar foi considerado o melhor candidato para sacarificacdo, sendo
alcancado uma maior producdo de acucares redutores (259,45 mg/g) em 4h de
reacdo. ApoOs este periodo ndo houve diferenca significativa no rendimento da
sacarificacdo. A sacarificacdo de sabugo de milho, casca de arroz e casca de
amendoim resultou na producdo de 180,22 mg/g, 137,70 mg/g e 128,48mg/q,
respectivamente.

A sacarificacdo enzimatica de residuos agro-industriais para obtencdo de
acucares € de grande interesse para a industria de biotecnologia atual,
particularmente para a producéo de bio-etanol. O principal interesse na utilizacdo da

hidrolise enzimatica sédo as vantagens apresentadas, podendo-se destacar o alto
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rendimento, condicbes de reagdo mais suave, menor gasto de energia e menor
formacdo de produtos indesejaveis (Sadaf e Khare, 2014; Vicuna et al., 1995). A
utilizacao de xilanase bruta para sacarificacdo de materiais lignoceluldsicos tem sido
relatada na literatura. Garai e Kumar (2013) demonstrou eficiente sacarificacdo de
sabugo de milho, palha de trigo e bagaco de cana-de-acUcar quando utilizado
xilanase bruta produzida por Aspergillus candidus. Chapla e colaboradores (2010)
também relataram a hidrdlise eficiente de agroresiduos utilizando xilanase bruta de
Aspergillus foetidus MTCC 4898. Entretanto, vale ressaltar que nos estudos citados
os agroresiduos utilizados foram submetidos a processos de pré-tratamento fisico-
qguimicos antes da hidrélise enzimatica. Etapas de pré-tratamento normalmente
facilitam o acesso da enzima ao substrato, mas somam custos ao processo podendo
torna-lo desvantajoso. Neste trabalho, a aplicacdo de xilanase bruta de P. roqueforti
ATCC 10110 resultou em eficiente sacarificacdo de agroresiduos sem a utilizacdo de
etapas de pré-tratamento. Adhyaru e colaboradores (2016) relataram a possibilidade
de sacarificacdo de palha de sorgo, palha de trigo, palha de arroz, palha de cevada
e sabugo de milho néo tratado utilizando xilanase bruta produzida por Aspergillus
tubingensis FDHN1. Mohana e colaboradores (2008) relataram a utilizacdo de

xilanase bruta de Burkholderia sp. DMAX na hidrélise de farelo de trigo néo tratado.

—o— Casca de Amendoim —m— Sabugo de milho
Casca de arroz —%— Bagaco de cana-de-agucar

300 +
250

200

150

100

50

Agucares redutores (mg/g)
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Figura 4.1 - Sacarificacdo de bagaco de cana-de-agUcar, sabugo de milho, casca de arroz e casca de
amendoim empregando xilanase bruta produzida por P. roqueforti ATCC 10110. A sacarificagéo foi
realizada em 50°C, pH 4,8, a 120 rpm por 6 h, utilizando uma carga de substrato de 1% e uma carga
enzimética de 130 Ul/g de substrato seco. Os experimentos foram realizados em duplicata e as
barras de erro indicam o desvio padrao de cada grupo de dados.



98

4.3.2 Efeito de Mn** sobre a sacarificacéo de bagaco de cana-de-actcar

Alguns ions metalicos tém sido apontados como aditivos capazes de melhorar
a sacarificacdo enzimatica de materiais lignocelulésicos. No presente estudo, foi
investigada a adicdo de Mn?* ao meio reacional de sacarificacdo de bagaco de cana-
de-acUcar por xilanase bruta produzida por P. roqueforti. O efeito de duas diferentes

concentracdes de Mn**, 2 e 10 mmol/L, pode ser observado na Figura 4.2.

500 -
450 -
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350 +
300 ~
250 ~
200 -
150 -
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50 -

Agucares redutores (mg/g)

Controle 2mM 10mM
[Mn?]
Figura 4.2 - Efeito de Mn®* sobre a sacarificagdo de bagaco de cana-de-acucar por xilanase bruta
produzida por P. roqueforti ATCC 10110. A sacarificacdo foi realizada em 50°C, pH 4,8, a 120 rpm
por 4 h, utilizando uma carga de substrato de 1% e uma carga enzimatica de 130 Ul/g de substrato

seco. Os experimentos foram realizados em duplicata e as barras de erro indicam o desvio padréo de
cada grupo de dados.

A partir da Figura 4.2, péde-se observar que a adicdo de Mn?* favoreceu o
processo de sacarificacdo resultando em maior producdo de acglcares redutores
quando comparado com a utilizagdo de xilanse bruta sem a adicdo de Mn**
(controle). Utilizando uma concentracdo de 10 mmol/L foi alcancada uma producao
de 446,98 mg/g, um aumento de 86% na formacdo de acucares redutores, ao passo
que utilizando uma concentracdo de 2 mmol/L foi produzido 305,51 mg/g, um
aumento de cerca de 27%. Resultados similares foram encontrados por
Vasconcellos e colaboradores (2016) utilizando extrato enzimatico bruto
(hemi)celulolitico para hidrélise de bagaco de cana-de-acucar. A melhor
sacarificacdo enzimatica de biomassa lignoceluldsica quando adicionado de alguns
ions metalicos esta associado a redugdo da adsorcédo de enzimas a liginina, através

da formagédo de complexos metal-lignina, e ao aumento da atividade de algumas
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enzimas frente a determinados ions metalicos. O sitio ativo de uma enzima possui
grupos de aminoacidos que podem reagir com compostos metalicos resultando em
alteracdo da atividade catalitica. Moreira et al. (2013) e Ghoshal et al. (2015)
também demonstraram que o fon Mn®* apresentou um alto efeito ativador em duas
B-xilanases obtidas de Aspergillus terreus e em xilanase de Penicillium citrinum
MTCC 9620.

4.2.7 Planejamento Doehlert para otimizagdo do processo de sacarificacdo de

bagaco de cana-de-aguUcar

Temperatura (T) e carga de substrato (CS) sdo duas variaveis que podem
influenciar profundamente a catalise enzimética. Assim, foi desenvolvido um
planejamento Doehlert visando avaliar a influéncia destas variaveis e otimizar o
rendimento de acgUcares redutores liberados durante a sacarificacdo de bagaco de
cana-de-agucar utilizando xilanase bruta produzida por P. roqueforti ATCC 10110. A
matriz do planejamento experimental e o correspondente rendimento de aguUcares
redutores (mg/g de bagaco de cana-de-agucar) foram mostrados na Tabela 4.2. Os
dados disponiveis nesta tabela foram submetidos a analise de regressdo para

construcdo de um modelo matematico de previsao.

Tabela 4.2 - Matriz do tipo Doehlert para analise dos parametros temperatura (T, °C) e carga de
substrato (CS, %) e otimizacdo da sacarificagdo de bagaco de cana-de-aglcar utilizando xilanase
bruta produzida por P. roqueforti ATCC 10110.

Experimento T CS AcuUcares redutores (mg/g)
1 +1 0 233,88
2 +0,5 +0,866 310,70
3 -1 0 674,98
4 -0,5 -0,866 317,14
5 0,5 -0,866 244,78
6 -0,5 0,866 469,46
7 0 0 525,44
8 0 0 565,30
9 0 0 555,17
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Figura 4.3 - Grafico de Pareto mostrando a significancia dos termos das variaveis temperatura (T) e
carga de substrato (CS) no modelo ajustado para sacarificacdo de bagaco de cana-de-acUcar
utilizando xilanase bruta produzida por P. roqueforti ATCC 10110 (T*CS: interacdo entre os termos
lineares T e CS).

A partir do grafico de Pareto (Figura 4.3), o qual indica a significancia dos
efeitos padronizados dos termos de regressdo, pb6de-se observar que todos os
termos lineares e quadraticos do modelo foram significativos a um nivel de 95% de
confianga. O efeito significativo de todos os termos lineares (T e CS) sugeriu que as
duas variaveis investigadas foram criticas para a sacarificacdo de bagaco de cana-
de-acucar. O maior comprimento da barra que representa o efeito padronizado do
termo linear CS indica que a carga de substrato foi a variavel que exerceu maior
influencia sobre o processo de sacarificacdo. A significancia dos termos quadraticos
(T? e CS?) implicou que o rendimento de sacarificacdo foi marcadamente afetado
pelas variaveis em estudo e que pequenas mudancas em seus respectivos valores
afetariam o processo significativamente. O efeito do termo de interacdo entre as
variaveis (T*CS) néo foi significativo. Portanto, o coeficiente de regressdo deste
termo foi removido e um novo modelo reduzido foi construido por andlise de
regressdo e submetido a ANOVA (p < 0,05) (Tabela 4.3). O modelo reduzido
construido apresentou alta significancia estatistica, o que ficou evidente a partir do
teste de Fisher para a regressao, sendo obtido um valor de F correspondente a
19,28 (p<0,01).
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Tabela 4.3 - ANOVA para o modelo reduzido ajustado a partir dos resultados experimentais obtidos
com o planejamento Doehlert.

SQ GL QM F P
Regressao 194240,8705 4 48560,218 19,283 0,007
Residuo 10073,2879 4 2518,322
Total 204314,1584 8
Falta de ajuste 858,4578 2 429,229 10,734 0,085
Erro puro 9214,8301 2 4607,415

R* = 0,9507; R*adj = 0,9014; GL, graus de liberdade; SQ, soma dos quadrados; QM, quadrado
médio; F, teste de Fisher; P, probabilidade.

O alto valor de R? (0,9507) indicou boa correlacdo entre os resultados
experimentais e o0s valores previstos, sendo que 95,07% da variabilidade das
respostas (acucares redutores formados) péde ser explicada e apenas 4,93% do
total da variacdo ndo pode ser explicadas pelo modelo. Foi obtido um valor de R 2-
adj (0,9014) muito préximo ao valor de R?, o que ressaltou a significancia dos termos
considerados no modelo. O valor de falta de ajuste foi insignificante (p = 0,085). Esta
afirmacéo péde ser confirmada a partir dos graficos de valores reais e previstos e o
grafico de residuos representado na Figura 4.4, os quais evidenciaram que o modelo
reduzido apresentou os valores das respostas previstas muito préximos aos valores
das respostas experimentais. Além disso, os residuos foram relativamente baixos e
distribuidos de forma aleatéria, tornando o modelo valido para construcdo da

superficie de resposta e previsdo das regides desejadas.
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Figura 4.4 - Grafico de valores reais x previstos (a) e grafico de distribuicdo de residuos (b) para o
modelo reduzido ajustado para explicar a variabilidade dos resultados da sacarificacdo de bagaco de
cana-de-acgucar utilizando xilanase bruta produzida por P. roqueforti ATCC 10110.
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A equacéo 4.2 representa o modelo reduzido ajustado a partir dos resultados
experimentais obtidos para sacarificacdo de bagaco de cana-de-agucar. Y
representa a quantidade de acucares redutores liberados (resposta) ao passo que T

e CS representam as variaveis independentes temperatura e carga de substrato em
valores codificados.

Y = 548,64 — 185,55 CS — 94,20 CS? + 63,00 T — 252,77 T? (4.2)

Os gréficos de superficie de resposta e de contorno (Figura 4.5), construidos
a partir da equacao 4.2, ilustram o efeito das variaveis e suas interacdes. A partir
destes graficos, ficou evidente que, dentro da regido experimental estudada, a
variavel carga de substrato (CS) exerceu maior influencia sobre o processo de
sacarificacdo. A medida que a carga de substrato foi diminuida observou-se um
aumento na producdo de acgUcares redutores. Greeg e Sanddler (1996) sugeriram
gue o menor rendimento de hidrolise resultante do aumento da concentracdo de
substrato pode estar associado a inibicdo enzimatica e consequente diminuicdo na
reatividade do substrato. O processo de sacarificacdo também foi melhorado ao
manter a temperatura na faixa de 60-65°C (Figura 4.5). Este resultado indica que a
xilanase bruta utilizada no processo de hidrélise apresenta estabilidade e alta
atividade nesta faixa de temperatura. A forma das curvas (pouco eliptica)
demonstrou claramente que a interacdo entre as variaveis estudadas foi
insignificante.
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Figura 4.5 - Gréficos de superficie de resposta e de contorno construidos com base no modelo Y
representando as interacaos entre as variaveis temperatura e carga de substrato, tendo-se como
resposta a quantidade de acUcares redutores formados.
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As condi¢cBes de temperatura e carga de substrato para alcancar a maxima
producdo de acucares redutores foram estimadas aplicando-se o critério de
Lagrange juntamente com o determinante de Hessian a equacao 4.2 (Ferreira et al.,
2004). Os determinantes encontrados foram: A; = - 505,54 e A, = 95243,74,
indicando um ponto de maximo para o modelo analisado, o que corroborou com a
superficie de resposta ilustrada na Figura 4.5. A partir desses resultados foi possivel
prever um valor maximo de producdo de acucares redutores equivalente a 643,93
mg/g sob as condi¢cdes de temperatura de 62,40°C e carga de substrato de 0,22%.
Nestas condi¢fes, foi encontrado um valor médio real de 662,34 mg/g (triplicata),
gue foi bastante préximo ao valor previsto.

Bagaco de cana-de-acucar tem sido apontado como matéria-prima para
conversdo em acgucares por hidrolise enzimatica utlizando xilanase bruta ou
purificada. Heck et al. (2006) alcancou uma producéo de acUcares equivalente a 4,8
mg/g utilizando xilanase purificada produzida por Bacillus circulans BL53. Murthy e
Naidu (2012) descreveram uma producédo de acucares equivalente a 10,62 mg/mL
(106,2 mg/g) utilizando xilanase bruta produzida por Penicillium sp. CFR 303. O alto
contetdo de celulose (50%), hemicelulose (25%) e sua disponibilidade s&o os
principais atrativos para a sacarificacdo de bagaco de cana-de-acucar. Por outro
lado, o alto contetdo de lignina (25%) (Pandey et al., 2000) torna este material
recalcitrante a hidrélise por enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas. Garai e Kumar
(2013), por exemplo, relataram a sacarificacdo (299,88 mg/g) de bagaco de cana-de-
acucar apdés um pré-tratamento com solucdo de amoénia a 121°C utilizando xilanase
bruta de Aspergillus candidus. Damaso et al. (2004) descreveram uma producao de
xilose equivalente a 25,2 mg/g utilizando xilanase bruta produzida por Thermomyces
lanuginosus 10C-4145 e etapas de pré-tratamento térmico e alcalino. Apesar de
serem apontadas como promissoras, etapas de pré-tratamento podem encarecer o
processo de sacarificacdo. A sacarificacdo de bagaco de cana-de-acUcar por
xilanase bruta produzida por P. roqueforti ATCC 10110 foi realizada sem a utilizacéo
de etapas de pré-tratamento (exceto a secagem e trituragcdo do residuo) e, ainda

assim, apresentou resultados superiores aos relatados pelos trabalhos aqui citados.
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4.4 CONCLUSAO

Este estudo demonstrou o potencial de utilizacdo do preparo de xilanase bruta
obtida de P. roqueforti ATCC 10110 para sacarificacdo de residuos lignocelulésicos
sem a necessidade de pré-tratamento destes materiais (exceto a secagem e
trituracdo dos residuos). Dentre os residuos analisados quanto a producdo de
acucares, a maior producéo alcancada foi frente ao bagaco de cana-de-acucar como
substrato. A adicdo de Mn?* pontencializou o processo de sacarificacdo deste
residuo e o estudo dos parametros de sacarificagdo como temperatura e carga de
substrato permitiu maximizar o rendimento de acucares. Os resultados alcancados
neste trabalho sugerem a utilizacdo de xilanase bruta suplementada de Mn?* um
processo alternativo e economicamente promissor quando comparado aos
processos que utilizam enzimas puras e/ou necessitam de etapas de pré-tratamento

para sacarificacdo de bagaco de cana-de-acucar.
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