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RESUMO - Endoglucanase € uma enzima com ampla aplicacdo industrial em setores que
exploram sua acéo hidrolitica sobre celuloses. Por conta disso € alvo constante de
pesquisas por novas fontes e processos. O presente estudo teve por objetivo otimizar a
producdo de endoglucanase por Aspergillus tubingensis utilizando torta de caroco de
algoddo como fonte de carbono em processo de fermentacdo submersa. A otimizacdo da
producdo da enzima supracitada foi realizada com emprego de planejamento fatorial
seguido de um delineamento composto central ortogonal. O extrato enzimatico obtido em
condicGes otimizadas foi submetido a caracterizacdo bioquimica e avaliado seu potencial
na sacarificacdo de biomassas lignocelulésicas. Na condicdo ideal, com 1,25% de torta de
algodao em meio liquido contendo 0,9g/L de ureia, ap6s 101 horas de fermentacdo, foi
observado valores de 2,92 U/ml para a atividade endoglucanéasica. No que diz respeito a
caracterizacdo bioquimica da atividade endoglucanésica foi possivel observar uma
temperatura 6tima de 60° C e pH 6timo entre 4,0 e 5,0 condi¢cdo a qual a atividade
xilanolitica observada foi de 3,12 U/mL.

1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos as tendéncias sinalizam a crescente necessidade do desenvolvimento
tecnoldgico de hidrélise de biomassas lignoceluldsicas. A busca por processos de baixo custo com a
utilizacdo de residuos lignocelulésicos como matérias-primas para a producdo de produtos de alto
valor agregado, como o bioetanol, tem despertado cada vez mais o interesse e oportunidades para
pesquisas e desenvolvimento na area académica e industrial (Maeda et al. 2013, Zimbardi et al.,
2013). No &mbito de aproveitamento de residuos através de bioprocessos, a sacarificacdo enzimatica é
considerada como método mais promissor para uma hidrélise eficiente de residuos lignoceluldsicos
(Shimokawa et al., 2013). No entanto, o elevado custo das enzimas celuloliticas continua sendo um
dos grandes gargalos para a producéo de etanol celulosico (Fachinni et al., 2011)
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Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivo otimizar as condi¢cdes de cultivo em
fermentagdo submersa (FSb) para produgdo de endoglucanase a partir da linhagem flngica
Aspergillus tubingensis AN1257, utilizando torta de caro¢o de algoddo como fonte de carbono e
caracterizar o extrato enzimético bruto produzido quanto a temperatura e pH 6timos.

2. METODOLOGIA

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

A torta de algoddo utilizada neste estudo foi doada pela Industria de Oleo, Racdes 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 eliminacdo 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.

2.2. Otimizacao do processo de fermentagdo submersa

A condi¢do 6tima para a producdo de endoglucanase pela linhagem Aspergillus tubingensis
AN1257 foi avaliada pelo emprego de um planejamento fatorial fracionado e posteriormente aplicado
um delineamento composto central do tipo ortogonal. O software STATISTICA Versado 7.0 foi
utilizado para geracdo e analise destes planejamentos experimentais. A qualidade do ajuste da
equacdo de cada modelo foi expressa pelo coeficiente de determinacdo (R2) e sua significancia
estatistica condicionada pelo teste-F. A significancia de cada parametro foi exposta através do
diagrama de Pareto e suas correlacBes. Os resultados do processo de otimizacdo foram expostos em
graficos de superficie resposta.

Os ensaios fermentativos para ambos 0s planejamentos foram realizados em frascos Erlenmeyer
de 125 mL, em triplicata, contendo 25 mL meio liquido de fermentacéo composto de NaCl (0,1 g.L™),
MgSO4-7H,0 (0,2 g.L™Y), KH,PO, (0,4 g.L™), KoHPO, (0,1 g.L™). O preparo do indculo utilizado nos
planejamentos foi realizado a partir do repique da cultura estoque de Aspergillus tubingensis AN1257
em meio sélido 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 &gua destilada estéril, filtrados atraves de gaze
e contados em Camara de Neubauer para determinagdo da concentragdo do indculo. Os processos
fermentativos foram conduzidos a 30°C em estufa incubadora, sob agitacdo a 150 rpm. A obtencéo
dos extratos enziméticos foi realizada por meio de filtracdo em funil de Buchner & vacuo utilizando
papel de filtro com retencdo de particulas de 7 a 12um. O filtrado foi mantido em gelo até a
determinacdo da atividade endoglucanasica. A atividade endoglucanasica foi realizada por
quantificacdo de acucares redutores (Miller, 1959) liberados ap6s 30 minutos em um meio reacional
contendo 1:1 de extrato enzimatico e carboximetilcelulose 1%, a 50°C e pH 5 (Ghose, 1987). Uma
unidade de endoglucanase foi definida como sendo a quantidade de enzima capaz de liberar 1pumol de
acucares redutores, por minuto, por volume (litros) de extrato enzimatico (U/L).
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O planejamento fatorial utilizado objetivou determinar a influéncia do uso de diferentes fontes
de nitrogénio, da concentracdo da torta de algod&o utilizada como fonte de carbono, a quantidade de
inéculo e 0 pH do meio liquido fermentativo no processo de producdo de endoglucanase. As
influéncias das variaveis supracitadas foram analisadas por um planejamento fatorial fracionado 2%
(Tabela 1), onde a cada 24 horas, em um periodo de 216 horas, foi determinada a atividade de
endoglucanase.

Tabela 1 - Fatores e niveis utilizados no Planejamento Fatorial Fracionado 2% para producéo de
endoglucanase

FATORES N(-1) | PC(0) = N(+1)
Torta (%) 1,0 2,0 3,0
pH 4,0 5,5 7,0

Indculo (Conidios/mL) 1x10* | 5,05x10°  1x10°
Ext. de Levedura 0,0 0,2 0,4
NaNOs (g/L) 0,0 0,2 0,4
NH,NO; (g/L) 0,0 0,2 0,4
(NH,),SO, (g/L) 0,0 0,2 0,4
Uréia (g/L) 0,0 0,2 0,4

PC: Ponto central, N: Nivel

A condicdo 6tima para producdo de endoglucanase foi avaliada por um modelo estatistico de
superficie resposta, delineamento composto central (DCC), do tipo ortogonal, em um bloco, com dois
niveis e trés fatores, seis pontos axiais e quatro centrais (Tabela 2). Os fatores analisados foram o
tempo de fermentacédo, a concentracdo da torta de algodao e concentracdo de NH4NO3. A suspensdo
de conidios utilizada em todos os pontos experimentais foi inoculada de forma a obter uma
concentraco final de 1,0x10° conidios/mL de meio de fermentacéo (meio base).

Tabela 2 - Planejamento experimental delineamento composto central (DCC), com dois niveis e
trés fatores (tempo, concentracao da torta de algodao e concentracdo da fonte de nitrogénio)

FATORES -0, (-1,68) N (-1) PC (0) N (+1) | +a(+1,68)
X - Tempo (horas) 11,15 48,0 96,0 168,0 180,85
Y - Algodao (%) 0,189 0,5 1,25 2 2,311
Z - Nitrogénio (g/L) 0,193 0,4 0,9 1,4 1,607

PC: Ponto central, N: Nivel, a: ponto axial
2.3. Caracterizacado bioquimica

A temperatura o0tima de ensaio enzimatico foi definida atraves da dosagem da atividade da
enzima endoglucanase, a partir do extrato enzimatico produzido em condigdes Otimas, sob
diferentes temperaturas, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 e 90°C. A influéncia do pH na atividade
endoglucanésica foi determinada por meio da quantificacdo da atividade desta enzima, utilizando
como substrato a Xilana de Birchwood dissolvida em tampdo Mcllvane, em diferentes pHs (3, 4,
5, 6, 7 e 8), sob temperatura 6tima previamente definida.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Otimizacao do processo de fermentagdo submersa

O perfil de producdo de endoglucanase avaliado no periodo de 216 horas de fermentacao
demonstrou um pico de maior producdo de atividade endoglucanase ap6s 96 horas de processo, e
outro pico apds 144 horas. Os resultados experimentais do planejamento experimental fracionado para
estes dois periodos estdo expressos na Tabela 3. Com base nestes resultados, foram avaliados 0s
efeitos dos fatores estudados nestes dois periodos (96 e 144 horas), 0s quais podem ser observados
nos gréaficos de Pareto expostos na Figura 2. Estes resultados forneceram dados importantes sobre a
relevancia estatistica dos fatores avaliados. O ajuste feito pelo programa estatistico, representado por
R? (R-sqr = 0,88669) foi satisfatrio.

Tabela 3 - Resultados experimentais do planejamento fatorial fracionado utilizando como fator
de resposta a atividade de endoglucanase (U/L) apds 96 e 144 horas de fermentacdo

Torta Inéculo Ext. Lev. | NaNOs; | NH4;NO; | (NH,4),SO, | Uréia  Endoglucanase | Endoglucanase
(%) | pH | (conidios/mL) | (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (U/L) 96h (U/L)144h
1 4 1x10* 0,0 0 0 0 0 916 564
3 4 1x10* 0,0 0 0,4 0,4 0,4 356 607
1 7 1x10* 0,0 0,4 0 0,4 0,4 1770 767
3 7 1x10* 0,0 0,4 0,4 0 0 324 649
1 4 1x10° 0,0 0,4 0,4 0,4 0 1152 725
3 4 1x10° 0,0 0,4 0 0 0,4 334 361
1|7 1x10° 0,0 0 0.4 0 0.4 1125 587
3 7 1x10° 0,4 0 0 0,4 0 311 502
1 4 1x10* 0,4 0,4 0,4 0 0,4 2333 854
3 4 1x10* 0,4 0,4 0 0,4 0 169 201
1 7 1x10* 0,4 0 0,4 0,4 0 1430 840
3 7 1x10* 0,4 0 0 0 0,4 213 222
1 4 1x10° 0,4 0 0 0,4 0,4 1260 705
3 4 1x10° 0,4 0 0,4 0 0 119 555
1 7 1x10° 0,4 0,4 0 0 0 144 56
3 | 7 1x10° 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 205 368
2 |55 5,05x10° 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 438 1333
2 |55 5,05x10° 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 448 1312
2 |55 5,05x10° 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 454 1368
2 |55 5,05x10° 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 455 1392

Foi possivel observar que a varia¢do da concentracdo de torta de algodao foi significativa e com
efeito negativo (Figura 1), uma vez que quanto menor a concentracdo, maior atividade enzimatica
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obtida. Nestes graficos também foi possivel visualizar a influéncia do uso de NH;NO3 como fonte de
nitrogénio na produgdo de enzima com atividade endoglucanasica. Diante destes resultados, as
concentracdes de torta de algoddo e de nitrato de amdénia foram utilizadas como varidveis no
planejamento de otimizacdo por metodologia de superficie respota.

Cunatr . 17.810071] (1)Torta % |.4,68083
. 1 |
(BINHANO3 gL : ]2_319354 {B)Uréia gL i1, 771457
{1)Torta % ].208015 Curvatr ]4.2240?
(THNH4)2504 gL 1:_29:6901 (BINHANO3 gL 31_134565
{4)Ext Lev. gL ]-.9361'8? (2)0H 038
5)NaNO3 giL ; 865454 1 (TNNH4)2504 gL 6328242
(5)NaNQ3 g : 1 (THNE4)2504 9
(2)pH |- s0731 | (3indeulo 377353
(BUréia gL 3669322 {5)NaNO3 gL 313041
o |
(3noculo ]_1245101 A (4)Ext Lev oL 204908 B

p=1 p=1

Figura 1 - Graficos de Pareto apresentando os efeitos padronizados para as fontes de nitrogénio, %
torta, inoculo e pH para a resultante endoglucanase ap6s 144 (A) e 96 (B) horas de fermentacao.

Os resultados experimentais para o planejamento composto central estdo expressos na Tabela 4.
Apbs analise do modelo matematico de otimizacdo, com base nos resultados expressos na Tabela 4,
observou-se que ajuste feito pelo programa estatistico, representado por R* (0,91728) foi satisfatorio.
Utilizando a analise de variancia (ANOVA; Tabela 5) pode-se observar efeitos significativos
(p<0,05), do tipo quadréatico negativo, para todas as variaveis (torta, tempo e nitrogénio). Além disso,
interacdes significativas entre quaisquer variaveis ndo foram verificadas. Ao considerar que a falta de
ajuste nao foi significativa (p > 0,05), o que, combinado com os valores de F e os valores dos
coeficientes de determinacdo (R?), pode-se inferir que o modelo se ajusta adequadamente aos pontos
experimentais, representando a confiabilidade dos resultados.

Tabela 4 - Resultados experimentais do planejamento composto utilizando como fator de
resposta a atividade de endoglucanase (U/L)

Tempo | Algoddo A NH;NO; | Endoglucanase Tempo | Algoddo A NH4NO; | Endoglucanase

(h) (%) (g/L) (U/L) (h) (%) (g/L) (UL)
1| 480 0,5 0,4 72 10 | 180,9 1,3 0,9 632
2| 480 0,5 1,4 105 11| 96,0 0,2 0,9 236
3| 480 2,0 0,4 269 12 | 96,0 2,3 0,9 2645
4| 48,0 2,0 1,4 296 13| 96,0 1,3 0,2 1645
5| 168,0 0,5 0,4 200 14 | 96,0 1,3 1,6 2333
6 | 168,0 0,5 1,4 135 15| 96,0 1,3 0,9 2749
7 | 168,0 2,0 0,4 606 16 | 96,0 1,3 0,9 2860
8 | 168,0 2,0 1,4 344 17 | 96,0 1,3 0,9 2930
9| 111 13 0,9 27 18 | 96,0 1,3 0,9 2721
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Os graficos de superficie de resposta representados na Figuras 2 ilustram os perfis dos efeitos
quadréticos negativos e a condi¢cdo onde uma maior atividade endoglucanasica foi obtida, ou seja,
uma condicdo 6tima. Além disso, ao analisar os graficos em duas dimensées das figuras supracitadas,
observou-se uma ampla faixa cuja atividade méxima é obtida. Este perfil demonstra que a producéao
enzimatica apresenta uma elevada robustez, ou seja, pequenas variacdes ndo alteram o resultado final
do processo, uma caracteristica valorosa para processos de producéo a nivel industrial.

Tabela 3. Valores da anélise de variancia (ANOVA) para os modelos polinomiais de segunda

ordem, e coeficientes

Fonte de Variacédo Soma dos F

guadrados P

Tempo (horas)(L) 48793 0,24752 | 0,628621
Tempo (horas)(Q) | 13626754 69,12698 @ 0,000005

Torta %(L) 1620132  8,21875 0,015328
Torta %(Q) 4765724  24,17598 0,000459
NH,NO; g/L(L) 41418 0,21011 | 0,655605

NH4NO; g/L(Q) 1983903 | 10,06412 ' 0,008881

AN SPRLLONBOBNR
10\ Sseue PRV

Efeitos | Coeficiente

Intercept = 2877,45

X -63,86
X2 -1278,77
Y 367,44
Y? -772,98
Z 58,75
z2 -498,70

A0\ 2ERNeD aBoPUR

Figura 2 — Graficos de superficie resposta dos efeitos combinados Torta (%), Fonte de
Nitrogénio (NH;NO3 — g/L) e Tempo (horas) sob atividade de endoglucanase (U/L).

O extrato enziméatico produzido pela linhagem Aspergillus tubingensis AN1257, utilizando
1,25% de torta de algoddo e 0,9 g/L de nitrato de aménio no periodo de 100 horas de fermentagédo
submersa, apresentou valores de 2,92 U/mL de atividade endoglucanasica. Observou-se nestas
mesmas condi¢des 1,89 U/mL de B-glicosidase e 0,43 U/mL de FPase. . Com base nos valores dos
coeficientes expostos na Tabela 2, o modelo mateméatico de producdo de xilanase pode ser
representado pela equacdo: Endoglucanase (U/L) = 2877,45 - 63,86X + 367,44Y + 58,75Z -

1278,77X? - 772,98Y* - 498,70Z°.
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3.2. Caracterizacdo bioquimica

Efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica: Os resultados, expressos graficamente
na Figura 3, demonstram que a temperatura 6tima de atuacdo da enzima endoglucanase foi de
60°C, atingindo valores de atividade de 2,89 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 enzimatica: Os resultados relacionados ao efeito do pH na
atividade da enzima endoglucanase encontram dispostos na Figura 3. Estes resultados
evidenciaram que o pH 6timo de atividade endoglucanésica é entre 4,0 e 5,0, dados estes,
condizentes 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). O
valor maximo de atividade xilanasica, determinada em pH 4,0 (condi¢cdo 6tima de atuacéo) foi de
3,12 U/mL.
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Figura 3 - Efeito da temperatura (linha preta) e pH (linha azul) sobre a atividade da enzima
endoglucanase 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 celulases
e xilanases serem comumente comercializadas, h4 necessidade de estudos voltados para sua producao
a fim de torna-las mais acessiveis e com baixo custo. Sendo assim, este trabalho contribuiu de forma
positiva na obtencdo de dados cientificos relevantes para o crescimento deste cenario. A utilizagdo de
residuos provenientes da extracdo lipidica de oleaginosas, oriundos da cadeia de producdo do
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biodiesel, como fonte de carbono em processos de fermentacdo por fungos filamentosos se mostrou
relevante para producédo 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 celuloliticas se mostrou eficiente por
possibilitar a obtencdo de resultados otimizados em processos fermentativos de forma confiavel e
répida. A pesquisa realizada gerou perspectivas de novos estudos relacionados ao aproveitamento de
residuos da cadeia do biodiesel para a producdo de bioetanol e hidrolases lignoceluloliticas por
processos de baixo custo.
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