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RESUMO - Estudos voltados para o desenvolvimento de processos biotecnologicos que
utilizam biomassas residuais vém sendo amplamente estimulados nos Gltimos anos. Neste
contexto, o presente trabalho teve como objetivo otimizar o processo de producdo de
xilanase em fermentacdo submersa utilizando uma linhagem de Aspergillus tubingensis e
torta de algodao como fonte de carbono. A otimizacdo da producdo da enzima acima foi
realizada por aplicagdo de uma metodologia de superficie resposta. O extrato enzimatico
foi caracterizado quanto aos parametros de temperatura e pH &timos, bem como sua
estabilidade frente a essas variaveis . A condi¢do ideal para a producdo de xilanase foi de
1,25% de torta de algoddo num meio liquido contendo 0,9 g/L de NH;NOg3, apdés 101
horas de fermentacéo, a qual exibiu valores de 42 U/mL de atividade xilanolitica. No que
diz respeito a caracterizacdo bioquimica da atividade xilanolitica foi possivel observar
uma temperatura 6tima de 55 ° C e pH 6timo préximo de 4,0, condicdo a qual a atividade
xilanolitica observada foi de 76,4 U/mL.

1. INTRODUCAO

Existe uma variedade de micro-organismos, incluindo bactérias, leveduras e fungos
filamentosos com potencial elevado para produzir enzimas lignoceluloliticas. Os fungos filamentosos,
como os géneros Aspergillus e Trichoderma tém demonstrado um grande interesse biotecnoldgico
devido a capacidade para secretar uma vasta gama de celulases e xilanases, com caracteristicas fisico-
quimicas variadas e com potenciais excelentes para a aplicacdo industrial, bem como a capacidade de
sintese em grande escala e facilidade com que sdo secretadas para o meio externo (lwashita, 2002;
Papagianni, 2004; Gottschalk et al., 2010). No entanto, algumas espécies promissoras na producgéo de
hidrolases, como o Aspergillus tubingensis, ainda sdo pouco estudadas e relatadas na literatura (Bakri
et al., 2010, Shimokawa et al., 2012, Pandya et al., 2012).

Deve-se salientar a composicdo dos meios de fermentacdo contribui consideravelmente para o
preco final do produto, tornando-se necessario a busca de substratos de baixo custo para o processo
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fermentativo (Fachinni et al., 2011, Pandya et al., 2012). A tendéncia de estudos em desenvolver
processos biotecnoldgicos que permitam a utilizagdo de biomassas residuais, de composi¢do
lignocelulosica, como palha de milho, trigo e arroz, serragem, bagaco de cana-de-acUcar, residuos da
industria de celulose, co-produtos da cadeia de biodiesel, etc., abundantemente geradas nos setores
agricolas e florestais, tem sido relatada ha alguns anos (Vasquez et al. 2007, Pereira Jr. et al., 2008,
Balat, 2011, Limayem et al., 2012). A utilizagdo destas biomassas como fonte de carbono nas
fermentacdes por fungos filamentosos € uma estratégia economicamente promissora, na qual além
agregar valores a coprodutos de baixo valor agregado, levard a uma reducéo de custo no processo de
producdo de enzimas hidroliticas.

Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivo: otimizar as condic¢des de cultivo de uma
linhagem isolada de Aspergillus tubingensis AN1257 em fermentacdo submersa (FSb) para producéo
de xilanase, utilizando torta de caroco de algoddo como fonte de carbono e caracterizar
bioquimicamente o extrato enzimatico produzido quanto a temperatura e pH 6timos.

2. METODOLOGIA

2.1. Obtencdo do material de estudo: torta de algoddo e linhagem Aspergillus
tubingensis

A torta de algoddo utilizada neste estudo foi doada pela Indistria de Oleo, Ragdes e Plasticos
Montes Claros LTDA — Montes Claros - MG. Esta biomassa foi inicialmente triturada em moinho
manual e em seguida submetida a um processo de extracdo lipidica, por extracdo com éter etilico,
para eliminacao de 6leo residual, posteriormente, seca a 60 °C, por periodo de 48 horas.

O micro-organismo avaliado neste trabalho, Aspergillus tubingensis AN1257, é uma linhagem
de ocorréncia natural, isolado a partir de estudos de triagem. Esta linhagem foi mantida no
Laboratério de Bioprocessos e Biotransformagdo - UFVJM, estocada em tubos de ensaio contendo
meio BDA (Agar Batata Dextrose). Para manutencao, foram realizados repiques periddicos (a cada 3
meses) sendo as culturas mantidas 30°C durante 7 dias (PDA) e conservada sob refrigeragdo (4+1°C).

2.2. Otimizacgéo do processo de fermentagdo submersa

A condicao 6tima para a producédo de xilanase pela linhagem Aspergillus tubingensis AN1257
foi investigada pelo emprego de um planejamento experimental do tipo composto central rotacional
(CCR), com dois niveis e trés fatores, seis pontos axiais e quatro centrais (Tabela 1). Os fatores
analisados foram o tempo de fermentagdo (horas), a concentracdo da torta de algoddo (fonte de
carbono) e concentracdo de NH;NO3 (fonte de nitrogénio). O software STATISTICA Versao 7.0 foi
utilizado para geracdo e andlise destes planejamentos experimentais. A qualidade do ajuste da
equacdo de cada modelo foi expressa pelo coeficiente de determinacdo (R?) e sua significancia
estatistica condicionada pelo teste-F. Os resultados do processo de otimizagdo foram expostos em
graficos de superficie resposta.

Os ensaios fermentativos do processo de otimizacdo (Tabela 1) foram realizados em frascos
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Erlenmeyer de 125 mL, em triplicata, contendo 25 mL meio liquido de fermentacdo composto de
NaCl (0,1 g/L), MgSQO,4-7H,0 (0,2 g/L), KH,PO,4 (0,4 g/L), K;HPO,4 (0,1 g/L). O indculo utilizado nos
ensaios foi preparado a partir do repique da cultura estoque de Aspergillus tubingensis AN1257 em
meio s6lido Vogel (VOGEL, 1964) contido em placas de Petri e incubadas a 30°C por 7 dias. Os
conidios foram coletados assepticamente em 10 mL de agua destilada estéril, filtrados atraves de gaze
e contados em camara de Neubauer para determinacdo da concentracdo. A suspensdo de conidios
utilizada em todos os pontos experimentais foi inoculada de forma a obter uma concentracéo final de
1,0x10° conidios/mL de meio liquido de fermentacéo.

Os processos fermentativos foram conduzidos a 30°C em estufa incubadora, sob agitacdo a 150
rpm. A obtencdo dos extratos enzimaticos foi realizada por meio de filtracdo em funil de Biichner a
vacuo utilizando papel de filtro com retencdo de particulas de 7 a 12um. O filtrado foi mantido em
gelo até a determinacdo da atividade xilanasica. A atividade xilanasica foi realizada por quantificacdo
de acucares redutores (Miller, 1959) liberados ap6s 10 minutos em um meio reacional contendo 1:1
de extrato enzimatico e xilana de Birchwood 1%, a 50°C e pH 5. A unidade de xilanase (U/mL) foi
definida como sendo a quantidade de enzima capaz de liberar 1umol de aglcares redutores, por
minuto, por volume (mililitros) de extrato enzimatico.

Tabela 1 — Planejamento experimental Composto Central Rotacional (CCR), com dois niveis e
trés fatores (tempo, concentracéo da torta de algoddo e concentracdo da fonte de nitrogénio)

Fatores -0 (-1,29)  N(-1) PC(@0) N(+1) +a(+1,29)
X - Tempo (horas) 11,15 48,0 96,0 168,0 180,85
Y - Algodéo (%) 0,189 0,5 1,25 2 2,311
Z - NH;NO; (g/L) 0,193 0,4 0,9 1,4 1,607

PC: Ponto central, N: Nivel

2.3. Caracterizacao bioquimica

Efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica: A temperatura Otima de ensaio
enzimatico foi definida através da dosagem da atividade da enzima xilanase, a partir do extrato
enzimatico produzido em condicdes 6timas, sob diferentes temperaturas, 20, 30, 40, 50, 60, 70,
80 e 90°C.

Efeito do pH sobre a atividade enzimatica: A influéncia do pH na atividade xilanasica foi
determinada por meio da quantificacdo da atividade desta enzima, utilizando como substrato a
Xilana de Birchwood dissolvida em tampédo Mcllvane, em diferentes pHs (3, 4, 5, 6, 7 e 8), sob
temperatura 6tima previamente definida.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Otimizacao do processo de fermentacdo submersa

Apos analise do modelo matematico, com base nos resultados expressos na tabela 2, observou-
se que ajuste feito pelo programa estatistico, representado por R? (0,82750) foi satisfatorio. Utilizando
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a analise de variancia (ANOVA; Tabela 2) pode-se observar os efeitos quadraticos significativos (p <
0,05) de todas as variaveis (torta, tempo e nitrogénio). Além disso, interacdes significativas entre
quaisquer variaveis ndo foram verificados para qualquer grupo de enzimas produzidas. Ao considerar
que a falta de ajuste ndo foi significativa (g) > 0,05), o que, combinado com os valores de F e 0s
valores dos coeficientes de determinacédo (R®), pode-se inferir que o modelo se ajusta adequadamente
aos pontos experimentais, representando a confiabilidade dos resultados.

Tabela 2. Valores da analise de variancia (ANOVA) para os modelos polinomiais de segunda
ordem, e coeficientes

Fon_te (iie Soma dos p Efeitos  Coeficiente
Variagéo quadrados
Intercept 38,5687
Tempo (horas)(L) 51,255 = 5,0432 | 0,046236 X -2,0696
Tempo (horas)(Q) 1719,826 169,2216 0,000000 X2 -14,3661
Torta %(L) 958,093 94,2712 0,000001 Y 8,9354
Torta %(Q) 350,887 34,5254 0,000107 Y2 -6,6326
NH4NO3 g/L(L) = 26,243 = 2,5822 0,136372 Z 1,4788
NH4NO3 g/L(Q) 224,726 22,1118 0,000648 72 -5,3077

Os gréficos de superficie de resposta representados na figura 1 ilustram o perfil da influéncia
das concentracGes de torta de algoddo, fonte de nitrogénio e tempo de fermentacdo. Foi possivel
observar os efeitos quadraticos negativos e a condicdo onde uma maior atividade enzimatica foi
obtida, ou seja, uma condicdo 6tima. Resultados como este também podem ser observados em estudos
realizados por Alam et al., (2008) e Zimbardi et al., (2013). Além disso, ao analisar os graficos em
duas dimensBes das figuras supracitadas, observou-se uma ampla faixa cuja atividade méaxima é
obtida. Este perfil demonstra que a producdo enzimatica apresenta uma elevada robustez, ou seja,
pequenas variacBes ndo alteram o resultado final do processo, uma caracteristica valorosa para
processos de producdo a nivel industrial.

O extrato enzimatico produzido pela linhagem Aspergillus tubingensis AN1257, utilizando
1,25% de torta de algod&do e 0,9 g/L de nitrato de aménio no periodo de 101 horas de fermentacédo
submersa, apresentou valores de atividade xilandsica de 42 U/mL. Com base nos valores dos
coeficientes expostos na Tabela 2, o modelo matematico de producdo de xilanase pode ser
represzentado pela equacdo: Xilanase (U/mL) = 38,57 - 2,07X + 8,93Y + 1,497 - 14,37X? - 6,63Y? -
5,31Z°,
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Figura 1 — Gréficos de superficie resposta dos efeitos combinados Torta (%), Fonte de
Nitrogénio (NH4;NO; — g/L) e Tempo (horas) nas atividades de xilanase

3.2. Caracterizacgado bioquimica

Efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica: Os resultados, expressos graficamente
na Figura 2, demonstram que a temperatura 6tima de atuacdo da enzima xilanase foi entre 50 e
60°C, atingindo valores de atividade préximos a 45 U/mL. Esta faixa de temperatura foi similar a

encontrada por Bakri et al. (2010). Tais resultados denotam uma boa aplicabilidade industrial
destas enzimas sob temperaturas relativamente altas.

Efeito do pH sobre a atividade enzimética: Os resultados relacionados ao efeito do pH na
atividade da enzima xilanase encontram dispostos na Figura 2. Estes resultados evidenciaram que
0 pH 6timo de atividade xilanasica é em torno de 4,0, dados estes, contrario a alguns estudos
reportados na literatura, que geralmente, preconizam pH em torno de 5,0 para enzimas
produzidas por Aspergillus sp. (Bakri et al., 2010; Fachinni et al., 2011; Gomathi et al., 2012).
Este fato deve-se, provavelmente, a caracteristicas fisiolégicas do micro-organismo, que varia de
acordo com o ambiente e condigdes nutricionais existentes. Outro fato que subsidia esta ideia,
refere-se aos efeitos dos pHs observados durante o crescimento da linhagem de Aspergillus
tubingensis AN1257, que decaiu bruscamente de 6,0 para 2,5 (Santos, 2012). Os dados
apresentados na Figura 2, permite inferir que a atividade enzimatica determinada em pH 4,0
quando comparada com a determinada em pH 5,0 apresenta um aumento de 60% na atividade da
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enzima xilanase. O valor maximo de atividade xilanasica, determinada em pH 4,0 (condicédo
6tima de atuacéo) foi de 76,4 U/mL.
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Figura 2 - Efeito da temperatura (linha preta) e pH (linha azul) sobre a atividade de xilanase
produzida por A. tubingensis AN1257, utilizando torta de algoddo como fonte de carbono.

4. CONCLUSOES

O estudo realizado e seus dados obtidos permitiram concluir que apesar das enzimas xilanases
serem comumente comercializadas, hd necessidade de estudos voltados para sua producdo a fim de
torna-las mais acessiveis e com baixo custo. Sendo assim, este trabalho contribuiu de forma positiva
na obtencédo de dados cientificos relevantes para o crescimento deste cendrio. A utilizagdo de residuos
provenientes da extracdo lipidica de oleaginosas, oriundos da cadeia de producdo do biodiesel, como
fonte de carbono em processos de fermentacdo por fungos filamentosos se mostrou relevante para
producdo de endoglucanase, por agregar valor a co-produtos subutilizados, bem como pela sua
eficiéncia quando utilizado como substratos em processos fermentativos. A utilizacdo de modelos
estatisticos aplicadas a estudos de producdo de enzimas xilanoliticas se mostrou eficiente por
possibilitar a obtencdo de resultados otimizados em processos fermentativos de forma confiavel e
rapida. A pesquisa realizada gerou perspectivas de novos estudos relacionados ao aproveitamento de

residuos da cadeia do biodiesel para a producdo de hidrolases xilanoliticas por processos de baixo
custo.
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