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RESUMO - As biotecnologias relacionadas com as energias renovaveis, tais
como o0s biocombustiveis obtidos de fontes residuais, de baixo custo, e que
representem tecnologias limpas, tornaram uma solugdo para os problemas
ambientais. Diante disso, objetivou-se analisar a producdo de xilanases pelo fungo
EA 1.3.1 utilizando residuos agroindustriais. O fungo em estudo foi inoculado em
meio de cultura submerso Khanna, enriquecido com solucgéo de sais CP, extrato de
levedura como fonte de nitrogénio, e residuos agroindustriais como fonte de
carbono, sendo mantido a 30°C, em estado estacionario, durante quatro dias. A
atividade xilanasica foi determinada pela formacdo dos acucares redutores pela
hidrolise do substrato xilana beechwood 1% (m/v) em tampéo acetato de sodio
100 mM, pH 5,5, a 55°C, utilizando-se o acido 3’,5’dinitrosalicilico como agente
colorimétrico. Observou-se que o fungo EA 1.3.1 produziu xilanases com maiores
niveis de atividade quando o micro-organismo foi cultivado em meio contendo
farelo de trigo com 25,63 U.mL?, quando comparada com as outras fontes
testadas. Vale citar que, a palha de cana-de-aglcar (17,12 U.mL™) e semente de
abobora (12,63 U.mL™) também favoreceram a sintese enzimatica e, portanto,
podem ser utilizadas como fontes alternativas para a producéo de xilanases pelo
fungo EA1.3.1. Conclui-se que a producdo de xilanases foi favoravelmente
induzida por farelo trigo, bem como residuos industriais, sendo essa umA
importante alternativa para agregar valor a esses residuos.

1. INTRODUCAO

Os processos biotecnolégicos vém conquistando um lugar de destaque no
desenvolvimento tecnol6gico mundial, mostrando caracteristicas econdmicas e operacionais
que conferem vantagens em relagdo aos processos convencionais, bem como a preocupacéo
com as questbes ambientais, que impulsionam pesquisas em busca de biotecnologias que nao
degradam e conservem o meio ambiente.

As biotecnologias relacionadas com as energias renovaveis, tais como 0s combustiveis
obtidos a partir de fontes amplamente disponiveis, de baixo custo, e que representem
tecnologias limpas, tornaram uma necessidade mundial, devido a alta demanda energética, o
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risco de reducdo das reservas fosseis, e, principalmente, a degradacdo ambiental que os
combustiveis tradicionais provocam.

Nesse sentido, além de uma necessidade econdmica, houve um interesse crescente no
uso de residuos agroindustriais como substratos para bioprocessos que contribuem para
minimizar os problemas ambientais decorrentes do seu descarte na natureza. Como exemplos
tém-se o etanol de segunda geragéo, ou seja, aquele obtido a partir da degradagéo de materiais
lignocelulosicos (DE VRIES et al., 2000).

Vale citar que, os residuos lignocelul6sicos sdo ricos em compostos potenciais para a
producdo de etanol, assim como outros produtos de alto valor agregado (LAMED et al.,
2012). Tornou-se uma prioridade mundial dentro do contexto de energia renovavel o uso
desses materiais para a producdo de alcool etilico combustivel (DELCHEVA et al., 2008).
Entretanto, a hidrolise desses materiais a agUcares fermentesciveis exige métodos eficientes,
especificos e de baixo custo de modo a viabilizar economicamente o0 processo.

Uma das alternativas para a hidrélise desses materiais lignoceluldsicos séo as
celulases, hemicelulases e as ligninas, estando dentre as hemicelulases, as xilanases que
atuam sobre o substrato xilana para formacdo de xilose. Esses catalisadores podem ser
sintetizados a partir de varios organismos vivo, como bactérias, células animais e vegetais,
além de fungos filamentosos e leveduras.

Os extratos enzimaticos obtidos de fungos possuem, geralmente, maior atividade do
que aqueles provenientes do cultivo de bactérias. Além disto, esses micro-organismos
possuem a capacidade de produzir diferentes complexos de enzimas lignoceluldsicas,
permitindo hidrolisar ndo somente as cadeias principais que formam esses residuos, mas
também, as suas ramificacdes.

Contudo, a hidrélise enziméatica de materiais lignocelul6sicos, mesmo apresentando
alta eficiéncia e especificidade, possuem um custo muito alto para a proposta de producédo de
biocombustiveis, exigindo um sistema de producgdo que permita um baixo custo do preparado
enzimatico final. Portanto, cepas de micro-organismos e sistemas de fermentacdo que
atendam a essa necessidade biotecnolégica precisa ser estudada. Diante disso, 0 seguinte
estudo objetivou-se analisar o potencial xilanolitico do fungo EA 1.3.1 utilizando residuos
agroindustriais como fonte de carbono para cultivo do micro-organismo.

2. METODOLOGIA

A influéncia da fonte de carbono sobre o crescimento do micro-organismo e a
atividade xilanolitica foi investigada utilizando residuos agroindustriais para enriquecer o
meio de cultura. Usaram-se as seguintes fontes de carbono: casca de laranja, casca de
tangerina, casca de abacate, casca de abdbora, casca de abacaxi, casca de banana, semente de
abobora, palha de cana-de-agucar e farelo de trigo. O fungo EA 1.3.1 foi inoculado em meio
Khanna (KHANNA et al., 1995) enriquecido com solugéo de sais CP (PEIXOTO et al., 2003)
e extrato de levedura como fonte de nitrogénio, sendo mantidos a 30°C, durante quatro dias,
de forma estacionaria em estufa bacteriolégica.

Apdbs o tempo de incubacdo, realizou-se a filtracdo a vacuo para separagdo da massa
micelial do extrato bruto enzimatico contenda a xilanase, sendo esse quantificado a atividade
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enzimética utilizando xilana beechwood Sigma® como substrato na concentragdo de 1% (m/v)
em tampdo acetato de sddio 100 mM, pH 5,5. A determinacdo ocorreu por meio da formacéo
dos acUcares redutores durante a incubacdo da enzima com o seu substrato, utilizando-se o
reagente DNS (acido 3°,5’dinitrosalicilico) (MILLER, 1959), a 55°C. A leitura foi realizada
em espectrofotdbmetro a 540 nm, e o sistema foi padronizado por uma curva de xilose de 0,1 a
1,0 mg/mL. A unidade da atividade enzimatica foi determinada em U/mL, sendo U=pmols de
acucares redutores formados por minuto por mL.

3. RESULTADOS

As enzimas hidroliticas se destacam nos processos industriais e sdo aplicadas na
hidrélise de diversas substancias naturais para a obtencdo de produtos biotecnoldgicos. Entre
eles, destaca-se a producdo de bioetanol, que visa utilizar residuos agroindustriais,
transformando-os em produtos de alto valor comercial. Esse processo de transformacéo
necessita de catalisadores eficientes para a transformacao de agUcares complexos em agucares
simples e fermentesciveis.

Desse modo, a busca e a adequacdo de enzimas lignocelulésicas, entre elas as
xilanases, para o uso em industrias tem sido destaque nas pesquisas cientificas. Existe fontes
microbianas para a producdo eficiente dessa enzima, contudo, apenas algumas estirpes de
fungos atendem aos critérios de producdo comercial (CAZETTA et al., 2007).

De acordo com Underklofer et al. (1958), as quantidades absolutas e relativas de
cada enzima produzida podem variar consideravelmente entre espécies € mesmo entre
linhagens da mesma espécie. As caracteristicas fisico-quimicas das enzimas produzidas
também podem diferir, visto que diferentes micro-organismos e linhagens se comportam de
maneira variada frente a uma mesma condicdo de incubacdo, podendo produzir enzimas com
propriedades diversas. Dessa forma, é de extrema importancia realizar estudos em buscar de
bons produtores, visando um processo produtivo eficiente e menos oneroso.

Impulsionando, assim, a busca de novos micro-organismos e técnicas que podem
ser utilizados para a producdo de xilanases para o desenvolvimento desse setor industrial.
Empregando, assim, os residuos agroindustriais com o intuito de reduzir o custo de producéao
e obter uma mercadoria menos onerosa. Levando em consideracdo, também, que estudos
afirmam que a producdo de enzimas xilanolitica precisam ser induzidas e que agUcares
facilmente metabolizados, como glicose, séo repressores da produgcdo de hemicelulases,
mesmo embora 0s monossacarideos promovam o crescimento de fungos (LOANNESA et al.,
2000).

Observou-se que o fungo EA 1.3.1 produziu mais Xilanases quando induzidas com
farelo de trigo (25,63 U.mL™) quando comparada com as outras fontes testadas. Palha de cana
de actcar (17,12 U.mL™?) e semente de abdbora (12,63 U.mL1) também favoreceram a sintese
enzimética e, portanto, podem ser utilizadas como fonte alternativa para a producdo dessas
enzimas, além de apresentarem vantagens econdmicas e ambientais (Tabela 1 e Figura 1).
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Tabela 2: Andlise da melhor fonte de carbono para produgdo de xilanases pelo fungo

EA1.3.1.

Fontes de carbono

Atividade (U.mL™?)

Casca de laranja

Casca de tangerina
Casca de abacate

Casca de abdbora

Casca de abacaxi
Semente de ab6bora
Casca de banana

Palha de cana-de-acgucar
Farelo de Trigo

5,25+ 0,44
1,63+0,30
1,91 + 0,07
2,50 £ 0,00
5,45+ 0,17
12,63 + 0,65
1,80 + 0,44
17,13 + 0,37
25,63 +0,97

Figura 1: Analise do potencial de residuos agroindustriais para producéo xilanolitica pelo
fungo EA 1.3.1.
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Resultados semelhantes foram relatados por e Badhan et al. (2007), onde
determinaram o farelo de trigo como o melhor indutor da producdo de xilanases,
provavelmente devido ao seu alto contetdo de hemiceluloses (SAHA, 2003). Li et al. (2007),
observaram que o farelo de trigo e a polpa de madeira foram mais eficazes para a producéo de
xilanases por Penicillium sp. ZH-30 e Trichoderma longibrachiatum, respectivamente,

quando comparado com xilana pura.

Para Terrasan et al. (2010) residuos de cervejaria e farelo de trigo sdo bons
indutores de xilanases. Contudo, observaram que a xilana pura foi mais adequado para induzir
a producdo de xilanases por Penicillium janczewskii do que outros residuos agricolas. No
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entanto, o uso de xilanas comerciais como uma fonte de carbono ndo foi viavel
economicamente para a producdo em grande escala de xilanases (DWIVEDI et al., 2009).

Vale ressaltar que os residuos analisados sdo compostos complexos e, quando
utilizados como fonte de carbono, podem induzir diferentes tipos de proteinas, entre elas
celulases, o que facilitaria a aplicacdo deste extrato na degradacdo de matéria lignocelulésico
para a geracdo de combustiveis biolégicos, como o etanol (BEG et al., 2001).

4. CONCLUSOES

De acordo com os estudos realizados, pode-se concluir que a producdo de
xilanases pelo fungo EA 1.3.1 apresentou potencial utilizando farelo de trigo como fonte
indutora. Além de possibilitar um importante alternativa para a reciclagem de residuos
agroindustriais, o desenvolvimento destas tecnologias de producdo poderd ndo somente
reduzir os custos de producdo destas enzimas, como também amenizar os problemas
ambientais decorrentes do acimulo destes residuos natureza.
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