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RESUMO - O uso de fontes de carbono derivadas de biomassas residuais é uma
alternativa para a producdo de enzimas xilanoliticas, pois implica em reducédo de custos.
Neste contexto, o presente estudo teve por objetivo avaliar a producdo de xilanase por
Aspergillus tubingensis utilizando residuos derivados da exploracdo do 6leo de carogo de
algodao, dendé, girassol, macauba, mamona e pinhdo-manso como fontes de carbono em
processo de fermentacdo em estado sdlido. Todas as tortas testadas foram capazes de
induzir a producdo de xilanase por A. tubingensis em processo conduzido por 14 dias,
com destaque para a torta de algodao, que produziu extrato com 90U/mL de xilanase com
11 dias de fermentacdo, o equivalente a 590U/g de torta. A utilizacdo de residuos
provenientes da extracdo lipidica de oleaginosas para producdo de xilanase se mostrou
relevante, por agregar valor a coprodutos subutilizados.

1. INTRODUCAO

A busca por alternativas que solucionem o problema do acumulo e descarte de residuos
agroindustriais e que causam menos impactos ao meio ambiente, vém sendo amplamente estimulados
nos Ultimos anos por 0rgdos governamentais e pelo setor produtivo empresarial (Sukumarana et al.,
2009). Neste cenario, milhdes de toneladas de residuos oriundos do processamento de oleaginosas para
a producdo do biodiesel sdo produzidas anualmente. Geralmente, a torta ou farelo gerado na extracdo
do 6leo ndo passam por processo de agregacdo de valor porque sdo desconhecidas as suas
potencialidades nutricionais e econdmicas, salvo algumas excec¢des como soja, algoddo e girassol
(Abdalla et al., 2008). O aproveitamento destes residuos ainda se constitui em um desafio,
necessitando de estudos que possam promover maior agregacdo de valor tornando a inddstria do
biodiesel mais competitiva.
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As biomassas supracitadas apresentam em sua constituicdo trés grupos principais de polimeros, a
lignina, celulose e hemicelulose. Devido a presenga dos carboidratos, uma estratégia possivel para
promover uma maior agregacao de valores a estes residuos seria a sua utilizacdo como fontes de
carbono em processos fermentativos por micro-organismos para producdo de enzimas celuloliticas e
xilanoliticas.

Alguns residuos das industrias de biodiesel tém sido relatados como fontes de carbono para
producdo de enzimas lignoceluloliticas, como torta de dendé (Alam et al., 2005), residuos de
amendoim (Vyas e Vyas, 2005), torta de pinh&o-manso (Ncube et al., 2012), torta de mamona
(Herculano et al., 2011). A utilizacdo de residuos da cadeia do biodiesel em bioprocessos para
obtengdo de enzimas tem se mostrado como ferramenta economicamente promissora, pois além de
agregar valores aos coprodutos, permitira a reducdo do custo do processo de producdo de enzimas
hidroliticas.

Uma variedade de micro-organismos, incluindo bactérias, leveduras e fungos filamentosos tém
sido utilizados para produzir enzimas lignocelulolitcas. Os fungos filamentosos vém demonstrando
uma grande capacidade de secretar uma variedade de xilanases, sendo o género Aspergillus sp. um dos
mais extensivamente estudados e revistos entre os produtores de enzimas xilanoliticas. Estes
biocatalizadores podem ser produzidos biotecnologicamente por fermentacdo em estado sélido (FES)
ou fermentacdo submersa (Pandya et al., 2012). No entanto, a FES oferece vantagens sobre a
fermentagdo submersa, incluindo menor possibilidade de contaminagéo, pela auséncia de agua livre no
sistema, maiores produtividade e concentracéo final do produto e menor volume de residuos liquidos
gerado. (Santos et al., 2012).

Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o potencial indutor das tortas de
algoddo, dendé, girassol, macauba, mamona e pinhdo-manso quando utilizadas como fontes de
carbono em processo de fermentacdo em estado sélido (FES) para producdo de xilanase por
Aspergillus tubingensis AN1257.

2. METODOLOGIA

2.1. Obtencéao e preparo das tortas

A torta de algoddo utilizada neste estudo foi doada pela Industria de Oleo, Racdes e Plésticos
Montes Claros LTDA — localizada no municipio de Montes Claros, MG; a torta de girassol foi doada
pela empresa BIOSEP, localizada no municipio de Trés Pontas, MG; a torta de macauba foi doada
pela Unidade de Beneficiamento do Coco de Macauba - UBCM, localizada na cidade de Mirabela —
MG; as tortas de mamona e pinhdo manso foram obtidas a partir do processamento de sementes
doadas pela empresa de pesquisa agropecuaria de Minas Gerais — EPAMIG, fazenda experimental de
Nova Porteirinha, MG; a torta de dendé foi doada pela industria e refinaria AGROPALMA, PA.
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2.2. Obtencéo e manutencao das linhagens de fungos

A linhagem do fungo filamentoso utilizada neste estudo,Aspergillus tubingensis AN1257, foi
selecionada a partir de resultados de triagem realizada anteriormente. O micro-organismo foi mantido
no Laboratdrio de Bioprocessos e Biotransformagéo - UFVJM, estocado em tubos de ensaio contendo
meio PDA (potato dextrose agar) e conservado sob refrigeracao (4+1°C).

2.3. Processo fermentativo para producao de xilanase

O crescimento da linhagem Aspergillus tubingensis AN1257 para obtencdo do inoculo foi
realizada por repicagem da cultura estoque em placas de Petri com meio sélido PDA, as quais foram
incubadas a 30°C por 7 dias. A solugédo de conidios foi obtida assepticamente por adi¢do de 5 mL de
meio liquido segundo Mandels e Sternberg (1976) em cada placa de cultura, seguida de raspagem
com alc¢a de drigalski. Posteriormente as solucgdes de conidios foram coletadas com auxilio de pipeta
de Pasteur e filtradas através de gaze estéril. A concentracdo de conidios da solucdo obtida
foideterminada por contagem em Camara de Neubauer. O indculo foi preparado a partir da solugao
filtrada de conidios devidamente diluida em meio liquido (Mandels e Sternberg, 1976) de forma a se
obter uma concentraco final de 1,43 x 10" conidios/ml.

A linhagem Aspergillus tubingensis foi avaliada quanto ao desempenho na producao de xilanase
em processos de fermentacdo em estado sélido (FES), em meios elaborados com tortas de algodéo,
dendé, girassol, macauba, mamona e pinhdo-manso como fontes de carbono. Os ensaios foram
realizados em frascos Erlenmeyer de 50mL contendo 3 gramas de torta seca acrescidos de 2,1 ml de
inéculo (70% de umidade). Deste modo a concentracdo final do indéculo foi de 1,0 X
10’conidios/grama de torta. O processo fermentativo foi conduzido por 14 dias, a 30°C em estufa
incubadora sem agitacdo, onde a cada 48 horas foi realizada a determinacdo da atividade xilanolitica.

A obtencdo dos extratos enzimaticos foi realizada por adi¢do de 20 ml de tampdo citrato, pH 5,
100mM, gelado, em cada ensaio seguido de agitacdo vigorosa em voOrtex. Posteriormente os extratos
foram filtrados em funil de Biichner a vacuo utilizando papel de filtro e recolhidos em tubos de ensaio
imersos em gelo em escama contido dentro de Kitassato. Os filtrados foram mantidos em gelo até a
quantificacdo das enzimas com atividade FPasicas.

A atividade xilanolitica foi determinada por quantificacdo de acUcares redutores (Miller, 1959)
liberados apds 10 minutos em um meio reacional, a 50°C, contendo 300 uL de xilana de Birchwood
(Sigma) e 300 ml de extrato enzimatico devidamente diluido em tampéo pH 5. A atividade da enzima
xilanase foi expressa em U/g de torta, onde uma unidade (U) foi definida como sendo a quantidade de
enzima capaz de liberar 1umol de acgUcares redutores, por minuto de reacéo.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Processo fermentativo para producéo de enzimas lignoceluloliticas

O grafico representado pela Figura 1 ilustra as atividades maximas de xilanase (U/g de torta)
dos extratos brutos produzidos pela linhagens AN1257 (Aspergillus tubingensis), por processo de
fermentagdo em estado solido (FES), em meios elaborados com as tortas de algodao, dendé, girassol,
macauba, mamona e pinhdo-manso. Observa-se que todas as tortas induziram a producdo de xilanase,
porém a que melhor induziu a producdo desta enzima foi a torta de algod&o, gerando um extrato com
90U/mL de xilanase com 11 dias de fermentacéo, o equivalente a 590U/g de torta.
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Figura 1 — Valores de producdo maxima da enzima xilanase pelas linhagens Trichodermareesei
CCT2768, AspergillustubingensisAN1257, Penicilliumsp.T1.1, e PV, em processo de fermentacdo em
estado solido

O gréfico representado na Figura 2 demonstra o perfil fermentativo para producdo de enzimas
com atividade xilanolitica por Aspergillus tubingensis AN1257 em processos de fermentacdo em
estado sélido utilizando as tortas de algodédo e pinhdo-manso como fonte de carbono.
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Figura 1 — Perfil de produgéo de enzimas com atividade xilanoliticas porA. tubingensisSAN1257 em
fermentagdo em estado sélido utilizando tortas de algod&o e pinhdo-manso como fonte de carbono.

Cabe destacar que os resultados deste estudo foram superiores a diversos trabalhos recentes que
utilizaram linhagens de fungos do género Aspergillus em processo fermentativos empregando
residuos lignoceluldsicos como fonte de carbono. A exemplo cabe citar os realizados por Gottschalk
et al. (2010), Chapla et al. (2010) e Fachhini et al. (2011) que reportaram a producgéo de extratos com
atividade xilanoliticas de 79 U/mL (Fermentacdo em estado solido utilizando bagaco de cana-de-
acucar), 52 U/mL (Fermentacdo submersa utilizando bagaco de cana-de-agucar) e 26,2 U/mL
(Fermentacgédo submersa utilizando farelo de sabugo de milho) respectivamente.

Os resultados obtidos mostraram-se promissores induzindo a sequéncia de uma proxima etapa
de estudos que sera compreender as relacdes entre as variaveis relacionadas ao processo fermentativo
(umidade, concentragdo e tipos de fontes de nitrogénio, concentragdo de conidios, temperatura, pH,
aeracdo) por meio de processos de otimizacgao.

3. CONCLUSOES

Apesar de enzimas Xilanoliticas serem comumente comercializadas, vale ressaltar que o atual
emprego destes catalisadores apresenta alto custo. Diante do exposto, hd necessidade de estudos
como este, voltados para a producgédo de enzimas lignoceluloliticas mais acessiveis e com baixo custo.
Sendo assim, este trabalho contribuiu de forma positiva na obtencdo de dados cientificos relevantes
para a modificacdo deste cenario. Deve-se salientar que utilizacdo de residuos oriundos da cadeia de
producéo do biodiesel como fonte de carbono para producdo de xilanase se mostrou relevante, por
agregar valor a coprodutos subutilizados, bem como pela sua eficiéncia quando utilizados como
substratos em processos fermentativos.
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