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Resumo

Em geral, residuos agroindustriais podem ser facilmente assimilados por varios
microrganismos devido a sua composi¢cdo, como acgucares. Infelizmente, eles séo
frequentemente descartados no meio ambiente e, consequentemente, causam
diversos impactos. Portanto, como esses materiais sao mais baratos e
ecologicamente amigaveis, eles podem ser apropriados para uso como matérias-
primas na biorrefinaria, incluindo a producédo de enzimas hidroliticas com aplicacdes
industriais. Nesse trabalho, a producdo de xilanases pelo fungo filamentoso
Talaromyces amestolkiae usando cinco residuos agroindustriais (farelo de trigo,
farelo de arroz, polpa citrica, pele de amendoim e casca de amendoim) foi estudada.
Primeiramente, os residuos citados foram caracterizados em termos de celulose,
xilana, lignina e extrativos. O meio de cultura usando farelo de trigo gerou a maior
atividade enzimatica (5,4 U.mL™), provavelmente devido ao alto teor de xilana
encontrado nesse subproduto. Em seguida, um planejamento experimental completo
foi realizado para avaliar as variaveis independentes extrato de levedura, farelo de
trigo, K;HPO4 e pH, visando incrementar a variavel resposta, atividade enzimatica de
xilanase. A maior producdo de xilanase foi obtida nos pontos centrais (20 g.L™ farelo
de trigo, 2.5 g.L™* extrato de levedura, 3 g.L™ K,HPO,4 e pH 7,0): 13,02 U.mL™, 141%
mais alta que a obtida anteriormente. O tempo de cultivo foi estudado usando a
melhor condicdo e, o periodo entre 120 e 144 h promoveu a maior atividade de
xilanase. A enzima foi caracterizada em termos de pH 6timo, temperatura 6tima,
estabilidade e peso molecular. Os resultados foram: pH 6timo de 4,0, temperatura
otima de 50 a 60°C e peso molecular entre 25 e 35 kDa. Além da producéo e
caracterizacdo, a enzima foi aplicada para a producdo de Xxilooligossacarideos,
usando xilana comercial e bagaco da cana-de-aglcar como substratos. A enzima foi
eficiente para converter a xilana comercial em xilose, xilobiose e xilotriose. Portanto,
residuos agroindustriais com alto teor de xilana podem ser usados como meio de
cultura para a producédo de xilanases de forma econémica e sustentavel e, a enzima
produzida nessas condi¢des pode ser aplicada em processos de hidrélise.

Palavras-chave: xilanase, Talaromyces amestolkiae, hidrolise
enzimatica, cultivo submerso, residuos agroindustriais



Abstract

In general, agro-industrial byproducts can be easily assimilated by various
microorganisms due to their composition composed basically of sugars.
Unfortunately, these byproducts are often disposed into the environment and
consequently, cause several impacts. Therefore, since they are cheaper and eco-
friendly materials, they could be appropriate for use as raw materials in the bio-
refinery comcept, including the production of hydrolytic enzymes with industrial
applicability. In this work, the xylanase production by the filamentous
fungi Talaromyces amestolkiae using five agro-industrial byproducts, (wheat bran,
rice bran, citrus pulp, peanut skin, and peanut shell) was studied. Firstly, the
aforementioned byproducts were characterized in terms of cellulose, xylan, lignin,
and extractives. The culture medium using wheat bran generated the highest
enzymatic activity (5.4 U.mL™), probably because of a high amount of xylan available
in this by-product. Subsequently, a factorial design was performed evaluating the
independent variables yeast extract, wheat bran, K;HPO,4, and pH under the variable
response, xylanase activity. The highest xylanase production was obtained in the
central point (20 g.L™ wheat bran, 2.5 g.L™ yeast extract, 3 g.L™* K,HPO,, and pH 7):
13.02 U.mL™, 141% higher than the initial one. The cultivation time was studied using
the best condition, and the period between 120 and 144 h promoted the highest
xylanase activity. Following, the enzyme was characterized in terms of optimum pH,
optimum temperature, enzyme stability, and molecular weight. The results were:
optimum pH of 4.0, optimum temperature of 50 — 60°C, and molecular weight
between 25 and 35 kDa. Besides the production and characterization, the enzyme
was applied to xylooligosaccharides production, using commercial xylan and sugar
cane bagasse as substrate. The enzyme was effective to convert the commercial
xylan into xylose, xylobiose, and xylotriose. Thus, industrial byproducts with a high
amount of xylan can be used as a culture medium to produce xylanases enzymes
economically and sustainably, and the enzyme produced in those conditions can be
applied to the hydrolysis process.

Keywords: xylanase, Talaromyces amestolkiae, enzymatic hydrolysis, submerged
cultivation, agroindustrial byproducts
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1 Introducéo

O Brasil, com sua larga area e clima propicio para o crescimento de varias
espécies vegetais € um dos maiores produtores e exportadores de produtos
agroindustriais, incluindo gréos, cereais, frutas e legumes (DE AZEVEDO, 2022).
Em 2021, essa producédo foi de, aproximadamente, 260 toneladas (CAVIGLIA-
HARRIS, 2021). Estima-se que desde a producdo até o consumo, haja
desperdicio de, aproximadamente, um terco de material, seja ha manufatura do
produto ou preparo do alimento (CLARK et al.,, 2012). Considerando-se a
producdo de 260 toneladas e essas estimativas, tem-se que aproximadamente
86,7 toneladas de residuos foram geradas somente no ano passado,
demonstrando a grande quantidade de biomassa com potencial para diversas
aplicacdes (CAVIGLIA-HARRIS, 2021; CLARK et al., 2012).

Alternativas ambientalmente amigaveis vem sendo desenvolvidas visando
obter formas mais sustentaveis e a0 mesmo economicamente viaveis para lidar
com essa biomassa. A biorrefinaria propée a transformacdo de biomassa né&o
alimentares, tais como residuos, em componentes quimicos, poliméricos,

biomoléculas, combustiveis e outros (CHERUBINI et al., 2009).

E possivel empregar esses materiais lignocelulésicos residuais como
componentes de meios de cultura, visando a producédo de biomoléculas de maior
valor agregado, tais como enzimas, através de cultivo microbiano. Dentre as
possiveis enzimas produzidas por essa via, as hidrolases sdo uma das classes
aplicadas em varios segmentos industriais, tais como na indastria farmacéutica,
producdo de biocombustiveis, vitaminas, aromatizantes, cosméticos alimentos,
bebidas e outras (DEWAN, 2014). Dentro dessa classe, encontram-se as
xilanases, enzimas responsaveis por hidrolisar a xilana, um dos polissacarideos
mais abundantes na natureza, constituinte da hemicelulose que esta presente em
vegetais (DHIMAN, 2008; JUTURO & WU, 2012). As xilanas podem variar de
acordo com o vegetal, consequentemente, as enzimas que as degradam também
apresentam diferencas significativas, como estrutura, pH e temperatura 6timos,

peso molecular e locais de clivagem (MOTTA et al., 2013).
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As xilanases podem ser produzidas por bactérias, fungos filamentosos,
leveduras, algas marinhas, protozodrios, caracois, crustaceos, insetos e
sementes. No entanto, as xilanases comerciais sédo produzidas principalmente por
fungos filamentosos (POLIZELI et al., 2005). Estes microrganismos Sao
vantajosos pois sado capazes de resistir a inibidores e de assimilar uma enorme
gama de substratos, como substratos poliméricos de baixo valor agregado.
Através desses substratos, h4 a inducdo da producdo de enzimas capazes de
degrada-los, muitas vezes através da producdo de enzimas auxiliares, que sao
responsaveis pela clivagem em outros pontos dos substratos, resultando numa
hidrélise mais eficiente e sem geracdo de subprodutos indesejaveis (MOTTA et
al., 2013).

A degradacédo parcial da xilana por acdo de enzimas xilanoliticas resulta
na formacdo de xilooligossacarideos, moléculas compostas por unidades de
xilose, que possuem aplicagbes na industria alimenticia e farmacéutica devido ao
seu potencial como prebidticos (KUMAR et al., 2017). Os xilooligossacarideos
melhoram a flora intestinal, diminuindo o risco de infeccbes e aumentam a
absorcéo de alguns minerais importantes além de seu consumo estar relacionado
a diminuicdo do risco de desenvolver diabetes e obesidade (QIANG et al., 2009).
Quando aplicados a ragdo, resultam em beneficios semelhantes para os animais,
melhorando o crescimento e desenvolvimento e assim resultando num produto

final de maior qualidade para o consumidor (QIANG et al., 2009).

Dessa maneira, desenvolver um processo que empregue fungos
filamentosos, tais como o Talaromyces amestolkiae, para a producédo de enzimas
lignocelulésicas empregando residuos agroindustriais como parte do meio de
cultura é de interesse industrial e faz parte do escopo do presente trabalho.
Ademais, o emprego dessas xilanases na hidrélise de hemiceluloses visando a

producao de xilooligossacarideos também foi avaliado.
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2 Revisdao bibliografica

2.1 Matériais lignocelulésicos

Os materiais lignocelulésicos representam o principal componente da
biomassa vegetal. Esses materiais representam uma rede complexa e resistente
composta por celulose, hemicelulose e lignina (RAMAMOORTHY et al., 2015). A
concentracdo destes compostos varia na biomassa vegetal de acordo com a
espécie vegetal, composi¢do do solo, umidade, cuidados no cultivo e parte do
vegetal. Essas estruturas formam as microfibras, que sao organizadas em
macrofibras e sdo responsaveis pela estabilidade da parede celular das plantas
(MEDEIROS, 2007). A figura 1 representa de maneira simplificada a estrutura de

um vegetal e seus principais componentes.

7

A celulose é a parte mais rigida, formada por cadeias lineares de
polimeros de glicose através das ligacdes [B-1-4-glicosidicas (CsH110s) que
possuem grupos hidroxil, como mostrado na figura 1. Esses grupos formam
pontes de hidrogénio inter e intra moleculares, deixando assim o polimero
hidrofilico. Essa estrutura é presente em todas as fibras naturais de biomassa
vegetal, no entanto, o nivel de polimerizacdo € diferente de acordo com sua
origem, resultando em mudancas nas propriedades mecanicas do material
(RAMAMOORTHY et al., 2015).

A lignina é composta principalmente de 3 moléculas fendlicas: alcool
cumarilico (H), alcool coniferilico (G) e éalcool sinapilico (S). A estrutura desse
composto é extremamente densa (ZAABA & ISMAIL, 2019). Por outro lado, a
hemicelulose é constituida por moléculas com possuem entre 70 e 200 unidades
de monossacarideos. Os residuos de agucar sdo variados, como D-glicose, D-
xilose, D-arabinose, D-galactose, acido D-glucurénico, acido D-galacturénico,
grupos O-acetil e ésteres ligados via residuos de L-arabinose a cadeia principal

(MEDEIROS, 2007).
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Dentro do grupo de hemiceluloses, as xilanas pertencem a maior classe,
sendo o0 segundo polissacarideo mais abundante na natureza (MEDEIROS,
2007). Devido a sua localizagéo e interagcdo com a lignina na matriz da parede
celular, a sua funcéo esta relacionada a manutencéo da integridade da parede da
célula. A xilana pode ser hidrolisada completamente por acdo de diversas

enzimas, atuando de forma sinérgica, como mostrado na figura 2.

Figura 1 — Esquema da organizagdo da estrutura lignocelulésica de plantas

evidenciando as principais moléculas presentes e sua disposicdo dentro da célula

vegetal.
Alcool cumarilico Alcool coniferilico  Alcool sinapilico
Macrofibra @ j
Planta

Cél. vegetal

Paredev & < — 32 m
celular Lignina
Lignina

Hemicelulose 10-20 nm

Pentose

Hexose

., S -GS
ococe®,, oD
! oo @

Celulose

cristalina ¥
Ponte

Celodextrina deH

Glicose

Adaptado de Potters et al., 2010 e Nishiyama et al., 2002
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Figura 2 - Estrutura hipotética da xilana e das enzimas envolvidas na sua degradacao.

Ac: grupo acetil.

Acido a-4-O-metilglicurénico

HOOC o

i | Acetil-Xilano-Esterase |
[o]

|a-Arabinofuranosidase |

H H
CH OH CH OH
2 2

a-arabinofuranose a-arabinofuranose

Adaptado de MOTTA et al., 2013.

2.2 Residuos agroindustriais

Os residuos agroindustriais sdo separados e definidos em 2 categorias de
acordo com Sadah et al. (2018): residuos da agricultura e residuos industriais,
sendo a primeira composta por residuos do campo e de processamento.
Residuos de campo sdo o0s que restam no campo apés a colheita, como folhas e
caules, enquanto os residuos do processo continuam aderidos na matéria-prima
de interesse mesmo apos a colheita. Ja os residuos industriais sdo gerados
principalmente no processamento que ocorre nas industrias alimenticias (SADH,
2018). A figura 3 mostra alguns exemplos comuns de cada categoria. O teor
desses materiais varia de acordo com sua origem, mas sua composicdo €
majoritariamente de materiais lignoceluldsicos, havendo assim grande potencial

para uso em biorrefinarias e processos fermentativos (SADH et al., 2018).
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Figura 3 — Tipos de residuos agroindustriais produzidos pela agricultura e industria

Residuos agroindustriais

Residuos industriais

Residuos de campo Residuos de processo
Casca de
batata
Casca de
laranja
Casca de mandioca

Casca Torta de coco
Semente Torta de soja
Raiz
Bagaco
Melaco

Tronco
Talos
Folhas

Adaptado de Sadah et al., 2018

Embora parte dessa biomassa residual tenha potencial para ser utilizada
para fertilizantes ou ra¢@o animal, dados mostram que em varios paises o destino
desse material é incineracdo, aterros e rios, causando assim um impacto

ambiental para a flora e fauna (SADH, 2018).

No Brasil, até 2010, os residuos tidos como sem valor agregado
provenientes da populacédo e da agricultura eram tradicionalmente deixados ao ar
livre sem pré-tratamento (EIGENHEER & FERREIRA, 2015). Com aumento da
conscientizacdo e criagdo de politicas ambientais, esses materiais passaram a ser
levados a aterros especificos. No entanto, essa solu¢éo ainda ndo € adequada do
ponto de vista econdbmico ou ambiental, jA que com 0 crescente consumo e
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producdo, havera cada vez menos areas disponiveis para essa finalidade (DE
AZEVEDO et al.,, 2022). De acordo com a limitacdo geografica, econémica e
cultural, alguns paises lidam com esses residuos em biodigestores ou com
incineracdo térmica, como é o caso do Japao (DE AZEVEDO et al.,, 2022,
SPROSON et al., 2020).

Como a maior parte do residuo agroindustrial é rico em sacarideos, ele
pode ser empregado como fonte de nutrientes para racao animal, compostagem e
biomassa para processos empregando microrganismos, principalmente como
fonte de carbono (MALHERBE & CLOETE, 2002). Essa ultima aplicacdo é
interessante do ponto de vista econdmico, pois € capaz de gerar produtos com
alto valor agregado utilizando substratos baratos. Geralmente ha a necessidade
de um pré-tratamento visando a separacdo e/ou hidrélise de parte dos
componentes lignocelulésicos para as etapas subsequentes de aproveitamento
(SHARMA & CHUNBAO, 2019).

2.2.1 Hidrolise acida de biomassa lignocelulosica

Diversos &cidos podem ser aplicados como agentes de remocdo da
hemicelulose e lignina. Os mais utilizados sdo HCI, H,SO4, HNO3 (SHARMA &
CHUNBAO, 2019). Alguns desses acidos sao relativamente baratos e facilmente
empregados. Como qualquer abordagem, possui desvantagens, tais como a
facilidade de corrosdo dos tanques pela acdo dos &acidos e formacao de
subprodutos como furfural, 5-hidroxidomedilfurfural, acidos levulinicos, é&cidos
formicos e outros acidos organicos oriundos da lignina. Esses compostos podem
ser prejudiciais para etapas subsequentes de hidrolise enzimética ou onde ha
emprego de processos fermentativos e, além disso, necessitam de altas
temperaturas (SHARMA & CHUNBAO, 2019). Assim, outros métodos mais

sustentaveis e com maior rendimento sao de interesse.
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2.2.2 Hidrodlise basica de biomassa lignoceluldsica

A hidrdlise basica é utilizada para remocdo da lignina da biomassa,
resultando assim na exposicdo dos polissacarideos e facilitando as etapas
seguintes. Os acidos mais empregados sdo Ca(OH),, NaOH e NH,OH. Ela possui
como vantagens a quebra da celulose cristalizada e aumento da superficie de
contato, ajudando assim nas etapas de hidrélise. Assim como a hidrolise acida,
esse processo também resulta na formacao de subprodutos inibidores e necessita
de condi¢cbes extremas (SHARMA & CHUNBAO, 2019).

2.2.3 Hidrdlise enzimética de biomassa lignocelulésica

Como a lignocelulose é um polimero complexo e variado, sdo necessarias
varias enzimas para sua hidrélise completa. Elas podem ser divididas em 3
grupos, de acordo com a atuacdo: enzimas celuldsicas (celulases), enzimas
hemiceluldsicas (hemicelulases) e enzimas ligninoliticas (lignases). O quadro 1
mostra algumas enzimas de cada classe. Em contraste com as hidrdlises acidas e
basicas, o0 emprego de enzimas microbianas € considerado sustentavel, ja que
ndo gera subprodutos toxicos e geralmente € realizada em condi¢bes amenas de
temperatura, pressdo e pH, diminuindo assim os gastos energéticos. Por outro
lado, para obtencdo de um processo de hidrélise eficiente € necessario o0 uso de
diversas enzimas, 0 que encarece 0 processo, além de poder gerar polimeros de
cadeias curtas que nado foram completamente hidrolisados (SHARMA &
CHUNBAO, 2019).

Quadro 1 - Principais enzimas que atuam na hidrélise da biomassa lignocelulésica.

Celulases Hemicelulases Lighases
Xilanases
Endoglucanase Manases Lacases

B-glicosidase
Celobiohidrolase ou
exoglucanase
Glicosiltransferase

Endoglucanases
B-xilosidases
a-galactosidases
Acetil esterase
B-glucosidases

Lignina peroxidase
Manganase peroxidase
Peroxidase versétil
Celobiose desidrogenase

Adaptado de SHARMA & CHUNBAO, 2019
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2.2.3.1 Xilanases

Xilanases, pertencentes as hemicelulases, sdo enzimas da classe das
hidrolases EC3.2.1 (MOTTA et al.,, 2013) e, podem ser classificadas de acordo

com o peso molecular, ponto isoelétrico e estrutura cristalina. Como a xilana,

principal constituinte da hemicelulose, € um polimero complexo e heterogéneo,

possuindo grupos funcionais e estrutura variada, sua despolimerizacdo completa

s6 é possivel através de um conjunto de enzimas hidroliticas com diferentes

especificidades. Assim, ha diversos tipos de xilanases que atuam na hidrdlise de

diferentes partes do polimero (MOTTA et al., 2013). O quadro 2 mostra de forma

mais detalhada a atuacdo das hemicelulases.

Quadro 2 - Principais enzimas que atuam na hidrolise da hemicelulose, seu local e modo
de acéo e sua classificacdo de acordo com o numero EC (Enzyme Comission).

Enzima Local de acéo Modo de agéo NuEmcero
Endo-xilanase Cadeia principal da xilana Hidrolisa _pnnmpalmente as Ilg_agoes 3.2.18
B-1,4-xilose formando xilobiose
Hidrolisa principalmente as liga¢des
Exo-xilanase Cadeia principal da xilana terminais B-1,4-xilose formando 3.2.1.37
xilobiose
B-xilosidase Xilooligossacarideos _L|be.ra xilose Qa xilobiose e outros 3.2.1.32
xilooligossacarideos de cadeia curta
Substituintes de &cido glicurénico ou . L N
o« 4-ometilglucurdnico ligados a a-1,2 Libera acido glicuronico dos 3.21.31
glucuronidase ; N e e S glucuronoxilanos e
ligados a cadeia principal de xilano
Acetilxilan Grupos O-Acetil ligados nas H|drol|s_a as I|gagqes acenlgst_er em
: ; . acetil xilanos, liberando &acido 3.1.1.6
esterase extremidades das cadeias de xilana -
acetico.
. . Hidroliza as ligag6es éster entre os
. grupo feruloil na cadeia lateral de . .
Feruloil ) S . ~ residuos da cadeia lateral da
arabinofuranosil ligado a xilose nao : L s 3.1.1.1
esterase arabinose e os acidos fendlicos

redutora terminal

(&cido ferdlico)

Adaptado de SARROUH (2012)

As xilanases podem ser produzidas por bioprocessos por uma série de

microrganismos, como apresentado na Tabela 1. A depender da fonte de

producdo, essas enzimas podem apresentar diferentes caracteristicas, tais como

peso molecular, pH e temperatura 6timo.
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Apesar de diversas bactérias serem capazes de expressar essa classe de
enzima, os fungos sdo mais utilizados pela sua alta capacidade de expressao
(MOTTA et al, 2013). Na literatura, varios autores relatam propriedades
interessantes dessas biomoléculas. A tabela 1 mostra algumas das xilanases
encontradas na literatura, microrganismo produtor e, suas caracteristicas

referentes a atividade enzimatica, peso molecular, pH e temperatura 6timos.

Na industria, as xilanases comerciais também s&o produzidas por fungos
filamentosos. A Rapidase Pomaliq e a Ecopulp TX-200A, ambas obtidas de
Trichoderma Resei (YOON et al.,, 2006; SHATALOV, 2007) sé&o alguns dos

exemplos.

As aplicacdes das xilanases séo diversas, com destaque para a industria
de papel e celulose que empregam tais enzimas no processo de clareamento do
papel. Na industria alimenticia, as xilanases podem ser usadas na panificacéo,
melhorando as caracteristicas organolépticas do produto final. Ademais, com o
aumento da demanda para producao de biocombustiveis de segunda geracéao,
elas também vém sendo cada vez mais empregadas nos processos de tratamento
da biomassa (MOTTA et al., 2013). Uma outra aplicacdo interessante € na
industria farmacéutica e de prebibticos, onde essas enzimas sdo aplicadas
visando a obtencédo de um produto que beneficie a flora do sistema digestério,
consequentemente promovendo beneficios a saude, tais como menor risco de
desenvolver doencas do sistema imune, diabetes, obesidade e constipacdo
(SWENNEN et al., 2006).
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Tabela 1 - Diferentes microrganismos produtores de xilanase e caracteristicas da enzima

produzida.
Atividade Peso molecular
Microorganismo enzimatica pH 6timo T 6tima (°C) Referéncia
1 (kDa)
(U.mL"™)
Bactérias
Acidobacterium Inagaki et al.
capsulatum ND 4l 5 65 1998
. Okazaki et
Bacillus sp. W-1 ND 21,5 6 65 al., 1085
. . Esteban et
Bacillus circulans ND 15 55-7 - al., 1982
. . Morales et
Bacillus polymyxia ND 61 6,5 50 al.. 1995
. Khanna &
Cellulomonas fimi ND 14-150 5-6,5 40-45 Gauri, 1993
. Gesseesse &
Micrococcus sp ND 56 7,5-9 55 Mamo, 1998
Staphylococcus sp. SG-13 ND 60 7,5-9,2 50 Gupztgoeot al,
Leveduras ND
. Morosoli et
Cryptococcus albidus ND 48 5 25 al., 1986
Trichosporon cutaneum Liu et al.,
SL409 ND - 6.5 50 1998
Fungos
. . Ahmad et al.,
Aspergillus niger 24 30 7,5 60 2013
Raj &
Aspergillus fischeri Fxnl ND ND 6 60 Chandra,
1996
. . Anthony et
Aspergillus fumigatus AR1 17,5 212 - 253 6-6,5 60 al., 2003
Aspergillus fumigatus - Ravichandra
RSP-8 (MTCC 12039) ~22 ND ND ND etal., 2016
. Kang et al.,
Cephalosporium sp. ND 35 7,5 50 1996
Penicillium oxalicum ZH-30 14,5 ND ND 50 - 60 Li et al., 2007
Knob &
Penicillium sclerotiorum 7,8 ND 45 50 Carmona,
2008
Talaromyces Yoshioka et
byssochlamydoides YH-50 ND ND 55 70 al., 1981
Talaromyces emersonii Waters et al.,
(IMI 392299) ND ND 45-50 70 2010
. Orencio-Trejo
Talaromyces stollii LV186 75 ND ND ND etal. 2016
Talaromyces thermophilus ND 25 7,0-8,0 75 - 80 Maazltajozt al,
Tuber maculatum 13,15 ND 5 50 Bedz;:(l)el?et al.,

Adaptado de Beg et al. (2001). ND: ndo determinado
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2.3 Definic&o e aplicacéo da biorrefinaria

A biorrefinaria pode ser vista como uma alternativa mais adequada para

lidar com a biomassa lignocelulésica oriunda de processos agroindustriais, ja que

conta com aplicagbes e abordagens diversas. Cherubini et al. (2009) classifica as

biorrefinarias de acordo com 4 caracteristicas principais: plataformas, produtos,

matérias primas e processos, de acordo com o mostrado no quadro 3.

Quadro 3 - Definicdo dos tipos de biorrefinaria, produtos obtidos, matérias primas
empregadas e tipos de processo

VII.) Sucos organicos
VIII.) Liquidos
piroliticos

IX.) Lignina

X) Eletricidade e calor

sinéticos
1.5) Eletricidade e calor

I.) Produtos materiais
11.1) Alimentos

11.2) Racédo animal

11.3) Fertilizantes

11.4) Glicerina

11.5) Biomateriais

11.6) Quimicos e
construcéo

11.7) Polimeros e resinas
11.8) Biohidrogénio

I.6) Biomassa marinha

II.) Residuos

I1.1) Residuos
lignoceluldsicos

[1.2) Residuos oleaginosos
I1.3) Residuos orgénicos e
outros

Plataforma Produto Matéria-prima Processos
I.) Acucares 5C I.) Produtos I.) Colheitas dedicadas I.) Termoquimico
II.) Acucares 6C energéticos I.1) Oléos I.1) Combustéo
l11.) Oleos 1.1) Biodisel 1.2) Acucares I.2) Gaseificagcéo
IV.) Biogéas 1.2) Bioetanol [.3) Amido 1.3) Hidrotérmico
V.) Gas de sintese 1.3) Biometano I.4) Lignocelulose 1.4) Pirolitico
VI.) Hidrogénio 1.4) Biocombustiveis I.5) Gramas

II.) Bioquimicos

I1.1) Fermentacao

11.2) Digestao anaerdbica
[1.3) Converséo aerbbica
I1.4) Processo enzimético

Ill.) Procesos quimicos
I11.1) processo catalitico
[11.2) Despolpamento
111.3) Esterificacéo

111.4) Hidrogenacao

111.5) Hidrdlise

111.6) Metanizacéo

111.7) Reforma a vapor
111.8) Eletrélise da agua
[11.9) Reagdo de mudanga de
vapor de 4gua

IV.) Mecanicol/fisico
IV.1) Extracao

IV.2) Separacéo de fibras
IV.3) Fracionamento
mecanico

IV.4) Prensamento

IV.5) Pré tratamento
IV.6) Separacgéo

Adaptado de Cherubini 2009

Alguns exemplos de produtos oriundos de biorrefinaria

subprodutos com alto

teor

de material

incluem

lignocelulésico que podem ser

transformados em matérias primas para producdo de etanol ou outros processos
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fermentativos, gerando assim um produto de maior valor agregado. A figura 4

mostra algumas das aplicacdes e produtos gerados na biorrefinaria.

Figura 4 — Integracdo de processos numa biorrefinaria exemplificando alguns dos
produtos gerados direta e indiretamente.

Materiais Quimicos
T Indireto
Energia
Residuos . S
i o Biorrefinaria “//;V
alimenticios, = <
agricolas e outros integrada —
\A
Combustiveis
.J’ Indireto
Quimicos Quimicos

Adaptado de Clark et al., 2012.

2.4 Processos fermentativos

Os humanos vém usando processos fermentativos ha milénios,
principalmente para a produgédo de alimentos, bebidas e produtos medicinais
(OZEN, 2015). O termo “fermentagdo” € largamente usado para descrever
processos bioldgicos onde ha a transformacdo de uma matéria, o substrato, em
um produto de interesse através do uso de microrganismos (MEARS et al., 2017).
Os processos fermentativos podem ser divididos em sélidos e submersos, mas
para a compreensao e otimizacao de qualquer um deles, é necessario considerar
as condicdes operacionais ideais, entre elas: concentragdo de indculo, cepa, pH,
temperatura, fontes de carbono e nitrogénio, cofatores, vitaminas e oxigenacgéo
(MEARS et al., 2017; BEJARANO & PUOPOLO, 2020). Em cultivos submersos, a
oxigenacao é controlada através da vazao de ar, agitacdo e geometria do frasco

ou biorreator.
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2.4.1 Otimizacao de processos fermentativos

Para alcancar alta produtividade de forma econbmica e sustentavel, os
processos devem ser estudados visando o incremento do produto de interesse.
Singh et al. (2017) mostra vérias estratégias que sdo popularmente utilizadas para
aumentar a eficiéncia de um dado processo. A primeira etapa é a de revisao
bibliografica, seguida pela selecdo de abordagens interessantes e viaveis. A partir
disso, experimentos simples séo realizados com o objetivo de triar alguns pontos
e condi¢cdes importantes. Com o0s resultados obtidos, podem ser selecionadas
variaveis de interesse para a realizagdo de estudos mais complexos com
respostas estatisticas que sao capazes de prever comportamentos e mostrar
matematicamente o grau de influéncia de cada variavel para a variavel resposta
(SINGH et al., 2017). A figura 5 esquematiza as possiveis abordagens dentro da
otimizacdo de um processo, evidenciando que 0 processo para encontrar um
meio adequado para um dado objetivo ndo € sempre linear, bem-sucedido nas

primeiras tentativas e que requer muitas vezes revisao das etapas.

Além disso, ferramentas estatisticas permitem a analise de varios fatores
ao mesmo tempo, com o emprego de menor numero de experimentos e
consequentemente menor gasto de matérias primas, tempo e mado de obra
(SINGH et al., 2017). Dentre os planejamentos estatisticos mais empregados,
estdo o planejamento fatorial, planejamento Plackett-Burman, planejamento

Taguchi, planejamento composto central e planejamento Box Behnken.
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Figura 5 — Possiveis abordagens e caminhos para a otimizagdo de um processo

Revisdo bibliografica
sobre fontesdeCe N

Triagem de matérias
primasviaveis

Experimentos OFAT*

Fontesde carbono e
Mitrogénio
interessantes

Colegdode meiosda
literatura

Selegio de meios para
produgdo

Componentes
significativos

Listagem dos
componentes usando
planejamentode
experimentos

Experimentos em
shaker

Otimizagdo dos
experimentos através
de planejamento
estatistico

Anélise do nivel de
Analise dos resultados

Novo meio

Fermentagio

Parametrosde
fermentagdo baseados
nosresultados dos
planejamentos

Novo meio

Adaptado de Singh et al., 2017. *OFAT: One factor at time (um fator de cada vez).
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2.4.2 Cultivo utilizando fungos filamentosos

Existem bioprocessos bem estabelecidos com diversas espécies de
fungos filamentosos, que podem ser cultivados em meio sélido ou submerso.
Cada abordagem possui vantagens e desvantagens que devem ser estudas
visando a obtencg&o de bons rendimentos, sustentabilidade e facilidade nas etapas
subsequentes de downstream (DE LA CRUZ QUIROZ et al, 2015). As matrizes
sélidas podem ser usadas como fonte de nutrientes (carbono, nutriente, minerais,
Oleos, etc) e/ou como suporte para o crescimento fungico (MASCARIN, 2017). Em
geral, seu custo é baixo e sua montagem simples quando comparado a um cultivo
submerso. Também h& menor quantidade de agua disponivel, contribuindo para

formacéo de certas estruturas de interesse como conidios (KRISHNA, 2005).

O cultivo submerso apresenta vantagens como melhor taxa de
transferéncia de oxigénio, facilidade na automacao e controle dos parametros e
possibilidade de scale up e menor tempo de cultivo. Por outro lado, alguns
microrganismos e meios, podem gerar problemas relacionados ao entupimento,
formacdo de biofilme, alta viscosidade e podem ser extremamente sensiveis ao
cisalhamento (MASCARIN et al, 2019; KRISHANIA et al, 2018).

Apesar desses empecilhos para a producéo, os fungos filamentosos sao
capazes de produzir uma vasta gama de biomoléculas de interesse industrial e
vem sendo utilizados como produtores de antibiéticos desde a época da segunda
guerra mundial (QUINN, 2013). Além dos antibiéticos, eles sao conhecidos por
sua versatilidade e producédo de &cidos organicos, polissacarideos, reguladores
do crescimento de plantas, alcaloides, pigmentos, micotoxinas, enzimas e outras
proteinas com aplicacbes farmacéuticas (EL-ENSHASY, 2007; QUINN, 2013).
Devido ao seu histérico, potencial e vasta gama estudos, o género Aspergillus é
considerado o género mais importante (EL-ENSHASY, 2007). No entanto, outros
géneros como Penicillium, Talaromyces e Trichoderma vém recebendo atencéo e
sdo utilizados na industria ou vem sido reportados pela comunidade cientifica
como promissores para a producao de biomoléculas (KNOB & CARMONA 2010;
KARLA et al., 2020).
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2.4.3 Talaromyces spp.

O fungo filamentoso Penicillium purpurogenum foi descrito por Stoll em
1903 — 1904. Suas caracteristicas mais notaveis eram a cor esverdeada das
colbnias e producédo de pigmentos avermelhados em &gar batata (YILMAZ, 2012).
Posteriormente, a espécie P. purpurogenum também foi isolada em solo
amazonico. Essa espécie pertence ao subgénero Biverticillium, o qual foi
observado ser filogeneticamente distinto de outros subgéneros de Penicillium e
que essa distingdo deve ser refletida em sua taxonomia (PITT, 1980). Assim, em
1955, Benjamin introduziu o nome Talaromyces como uma metamorfose sexual e
este género foi caracterizado como produtor de ascomas amarelos suaves que
consistem em hifas entrelacadas. Dessa maneira, algumas espécies de
Penicillium subg. Biverticillium foram transferidas e combinadas em Talaromyces,
e foi observado que algumas espécies excretam altas quantidades de colorantes
vermelhos, incluindo as espécies T. amestolkiae, T. atroroseus, T. purpureogenus
e T. albobiverticillius (PANDIT et al., 2018; SAMSON et al.,, 2011; SANTOS-
EBINUMA et al., 2013; TOLBORG et al., 2020; VENKATACHALAM et al., 2019).
Desta maneira, com estudos filogenéticos mais recentes, o fungo P.
purpurogenum foi reclassificado como Talaromyces amestolkiae (ZACCARIM et
al., 2019; DE OLIVEIRA et al., 2019).

Figura 6 — Frente e verso da placa do fungo filamentoso T. amestolkiae em BDA (batata
dextrose agar) suplementado com extrato de levedura apos 7 dias de crescimento.

Foto cedida pelo grupo de pesquisa BioPPul
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Trabalhos do grupo de pesquisa BioPPul (Bioproducts’ Production and
Purification Lab da FCFar de Araraguara) vem mostrando o potencial de producgao
de colorantes com o T. amestolkiae em escala de bancada, de frascos
Erlenmeyer até biorreator de bancada de 4 L (DE OLIVEIRA et al., 2019; DE
OLIVEIRA et al., 2020). Outros autores relatam a importancia dos fungos desse
género, como apresentado no quadro 4. Assim, pode-se observar que esse
microrganismo tem potencial para produzir diferentes tipos de enzimas, o qual
dependera da fonte de nutrientes empregada durante a etapa de cultivo. Dentre
as enzimas produzidas pelo fungo do género Talaromyces, pode-se destacar as
enzimas celuloliticas, as quais podem degradar a hemicelulose da biomassa

vegetal gerando dentre outras moléculas, os oligossacarideos.

Quadro 4 - Principais aplicagfes dos fungos do género Talaromyces

Espécie Aplicacao Referéncia

Talaromyces spp.

Biocontrole contra praga
Rhizoctonia solani (praga de arroz)

Abbas et al., 2021

Talaromyces spp.

Producéo de dextranase

Ebaya et al., 2020

Talaromyces stollii CLY-6

Producéo de diosgenina

Cheng et al, 2021.

Talaromyces emersonii

Producgéo de hidrolases
termoestaveis

Waters et al., 2010

Talaromyces pinophilus 1-95

Producéo de a-amilase

Xian et al., 2015.

Talaromyces cellulolyticus

Producéo de enzimas
lignoceluldsicas

Fujii et al., 2018

Talaromyces leycettanus JCM12802

Producao de celulases termofilicas

Gu et al., 2019

Talaromyces stipitatus MTCC 12687

Producéo de xilanase e celulase

Bharti et al., 2018

Talaromyces stollii LV186

Producéo de xilanase e celulase

Orencio-Trejo et al., 2016.

Talaromyces amestolkiae

Produgéo de B-glucosidase

Méndez-Liter et al., 2020.

Talaromyces amestolkiae

B-xylosidase

Nieto-Dominguez et al.,
2015.

Fonte: autoria propria

2.5 Oligossacarideos

Prebidticos sdo pequenas moléculas que melhoram a saude da flora

intestinal através do

fornecimento de

fonte de carbono para esses

microrganismos. Eles, por sua vez, melhoram a saude do hospedeiro pois
propiciam melhores condicdes para a digestéo, absorcao de nutrientes e inibem o
crescimento de patdgenos (KHANGWAL & SHUKLA, 2019). Ha também estudos
mais recentes que demonstram que possivelmente ha uma relacdo entre

microbiota saudavel e menor risco de desenvolvimento de certas doencas,
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evidenciando assim a importancia da ingestdo de substancias prebidticas visando
uma melhor qualidade de vida (DAVANI-DAVARI et al., 2019).

Varios outros estudos vém propondo que a saude e composicdo da
microbiota dos animais estédo diretamente relacionados a saude do individuo (LIN
et al., 2016; GUINANE & COTTER, 2013; FIJAN, 2014). A microbiota ndo é
responsavel apenas por atividades metabdlicas que resultam na absorcdo de
nutrientes, ela também esta relacionada com doencas cronicas além de diabetes
tipo 2, como obesidade e céncer colorretal (LIN et al., 2016; GUINANE &
COTTER, 2013). Sendo assim, é interessante ter uma dieta saudavel e
equilibrada, podendo esta ser suplementada com prebidticos e/ou probioticos
(microrganismos que fazem parte de uma flora saudavel) visando prevenir e tratar
doencas (LIN et al., 2016). Os mecanismos para esse aspecto positivo ndo sao
totalmente compreendidos, mas sabe-se que a fermentacdo dessas substancias
pela microbiota libera &cidos graxos de cadeia curta, acido latico, &cido butanoico
e outros, que podem ter um papel importante ndo sé no sistema digestério, mas
no corpo todo (DAVANI-DAVARI et al., 2019).

Os prebidticos podem ser classificados de acordo com sua estrutura. Os
oligossacarideos compreendem as moléculas formadas por unidades de acglcares
ndo digeriveis. Dentro dessa classe, 0s mais conhecidos sao
frutooligossacarideos (FOS), glicooligossacarideos (GOS), oligossacarideos da
soja (SMO), mananooligossacarideos (MOS), galactooligossacarideos,
isomaltooligossacarideos (IMO), gentiooligossacarideos, isomaltulose,
maltooligossacarideos (MO) e xilooligossacarideos (XOS) (PATEL & GOYAL,
2011).

2.5.1 Xilooligossacarideos

Dentre os oligossacarideos, destacam-se os xilooligossacarideos, que
séo encontrados naturalmente em vegetais, frutas, mel e leite (LIN et al., 2016). A

ingestdo dessas moléculas estimula o crescimento de bactérias do género
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Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp., 0 que por outro lado diminui ou elimina

a presenca de microrganismos patégenos (LIN et al., 2016).

Em 1991, os efeitos dos XOS foram estudados por Imaizumi et al. em
ratos, levando a conclusdo de que sua ingestdo diminui os sintomas desses
animais com diabetes induzida, além de ser recomendada como substituto de
acucar (SAMANTA et al., 2015; IMAIZUMI et al., 1991).

Os xilooligossacarideos sdo oligbmeros formados por unidades de xilose
atraves da ligacao B-(1-4) - ligacéo xilosidica formando xilobiose (2 mondémeros),
xilotriose (3 monémeros), xilotetrose (4 mondémeros), xilopentose (5 monémeros),
xilohexose (6 monémeros) e assim por diante (SAMANTA et al., 2015). O quadro

5 mostra as principais propriedades quimicas e biologicas dos XOS.

Quadro 5 - Propriedades quimicas e biol6gicas dos XOS

Propriedade Valor/Natureza
Nome comum Xilooligossacarideo
Sinbnimo D-xilose-hexulose
Férmula molecular CsnHgni20u4n41; N=2 até 6
Peso molecular 282 até 810
Ponto de fusédo 134°C
Estabilidade pH 2a’7
Vantagens do uso Efeito prebidtico, sem elevacéo da taxa de
glicose no sangue, antioxidante
Dose diéria recomendada 8-12 g para adultos saudaveis
Efeitos colaterais do excesso Nausea, flatuléncia, diarreia e outros

Adaptado de (SAMANTA et al., 2015)

Diante do exposto, 0 objetivo da primeira parte desse projeto foi a
valorizagdo de residuos agroindustriais para producdo de xilanases em cultivo
submerso empregando-se o fungo filamentoso Talaromyces amestolkiae. Ja a
segunda parte, teve como objetivo a aplicacdo das xilanases na producéo de
xilooligossacarideos através do emprego de hemicelulose do bagaco da cana-de-
acucar.
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3 Materiais e métodos

Os residuos utilizados como fontes de carbono e nitrogénio foram farelo
de trigo, farelo de arroz foram adquiridos em comércio local, Araraquara, SP,
casca de amendoim, pele de amendoim foram doados pela empresa Jazam
Peanuts, Pompéia, SP e a polpa citrica foi doada pela Cutrale, Araraquara, SP.

Todos os demais reagentes foram de grau analitico.

3.1 Anélise da composicao dos residuos

A caracterizacdo dos residuos quanto ao teor de carbono, hidrogénio,
nitrogénio, e enxofre foi realizada no Instituto de Quimica da USP Séo Paulo (IQ-
USP).

Para a caracterizacdo dos carboidratos presentes nas amostras, foram
realizadas extragbes com hexano e alcool, respectivamente. Inicialmente, os
residuos foram secos em estufa e depois mantidos em dessecador, em seguida,
foram pesados em base seca com 3 g de cada residuo. Foram preparados
envelopes utilizando papel filtro Whatman dentro dos quais foram adicionados os
residuos. Apds essa etapa, os envelopes foram colocados num sistema com
Soxhlet (Laborglass, Sdo Paulo, Brasil) e realizou-se 6 ciclos com hexano de
aproximadamente 1h por ciclo. Posteriormente, o0 solvente foi evaporado
utilizando rotaevaporador (Heidolph-Hei-VAP-Advantage) a 40°C e 150 rpm e a
amostra foi secada em estufa a 50 °C por 12 h e pesada, sendo a massa extraida
guantificada como 6leo. Os envelopes foram secados em estufa a 50 °C por 12h
visando a evaporacdo do hexano. De modo analogo (6 ciclos de 1 h cada), foi
feita uma extracdo utilizando etanol 95% (v/v) como solvente, o qual apés a
extracao, foi seco e, dessa vez a massa extraida foi quantificada como aromaticos
soltveis. Os envelopes foram secos e em estufa e, em seguida, cerca de 300 mg
das amostras (dados em base seca) foram tratadas com 3 mL de &cido sulfarico
72% (m/m) por 1h/30°C em tubos de ensaio (PAZ-CEDENO, 2017). Em seguida,
0 conteudo dos tubos de ensaio foi transferido para frascos tipo Erlenmeyer de

250 mL com adi¢do de 79 mL de &gua destilada. A mistura foi autoclavada por
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1h/121°C, resfriada e filtrada em filtros de vidro sinterizados de porosidade
namero 3 previamente pesados. O material retido, fracdo sdlida, nos frascos foi
lavado com 10 mL de agua destilada e seco em estufa por 12h (PAZ-CEDENO,
2017). Os vidros sinterizados foram novamente pesados, agora contendo
aromaticos soluveis. Os filtrados passaram por filtros de 0,45 ym e em seguida
foram injetados em um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (PAZ-
CEDENO, 2017). A analise cromatografica foi feita utilizando-se uma coluna
BIORAD AMINEX HPX-87P, com &gua Milli-Q como eluente a 0,6 mL.min™ a
80°C e deteccdo por indice de refracdo a temperatura de 60°C (Shimadzu,
modelo C-R7A), a fim de detectar mondmeros de glicose, galactose, xilose e
manose (PAZ-CEDENO, 2017). O volume de amostra injetada foi de 20 L. O teor
de celulose e hemicelulose foi calculado de através da concentracdo de glicose,

arabinose, xilose e acido acético.

O teor de lignina insolavel foi calculado de acordo com a equagédo 1 e 2.

(m de lignina insoluvel+m filtro)—(m filtro)
(m amostra inicial)

Teor de lignina insolavel = x 100 (Equacéo 1)

Telor de lignina insoltivel = C x Absortividade x V da cubeta (Equacéo 2)

Onde:
Absortividade = 105 L.g*.cm™
Volume da cubeta = 1 cm?®

A eficiéncia da extracdo da hemicelulose do bagaco foi calculada de acordo
com a equacao 3:

Mp

Eficiéncia (%) = 5 i
h b

(Equacéao 3)

Onde:

My = Massa de hemicelulose obtida no final
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Pn = Porcentagem de hemicelulose presente no bagaco inicialmente

M, = Massa de bagaco inicial

3.1.1 Teor de cinzas

A caracterizagao dos substratos em relagéo ao teor de cinzas foi feita de
acordo com a metodologia de Silva & Queiroz (2005). Para tanto, cadinhos de
porcelana foram calcinados e tarados a 300°C por 2 h a 1100°C pelo mesmo
tempo. Adicionou-se, aproximadamente, 2 g do substrato pesou-se. O material foi
calcinado nas mesmas condicbes citadas anteriormente, resfriado e pesado
novamente. O teor de cinzas foi calculado pela diferenca de massas do cadinho

com cinzas e vazio, como na equacao 4:

(My— M)

Cinzas (%) = X 100 (Equacéo 4)

3
Sendo que:

M; = massa do cadinho calcinado;
M, = massa do cadinho com cinzas;

Mz = massa do substrato seco.

3.2 Microrganismo e producéo de xilanases

T. amestolkiae foi generosamente cedido pela Colecdo de Culturas DPUA
da Universidade Federal do Amazonas — UFAM. A cultura estava preservada em
agua destilada esterilizada onde era mantida na geladeira a 4°C e foi reativada
em Caldo glicosado (LACAZ et al., 2002), em agitador rotativo a 30 °C durante 7
dias e depois transferida para tubos inclinados contendo meio Czapek Yeast Agar
(CYA) (PITT, 1985), os quais foram incubados a temperatura de 30°C, por 7 dias,
e, posteriormente, conservados em geladeira a 4°C, sendo repicados a cada 30

dias.
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Para os experimentos de producéo, o inéculo foi realizado em placa de
Petri (90 x 15 mm) contendo meio Agar batata dextrose (BDA) suplementado com
0,5% (m/v) de extrato de levedura e mantido por um periodo de 7 dias a 30°C.

Para a producéo, do indculo foram transferidos 5 discos de micélio de 8
mm de diametro para frascos tipo Erlenmeyer (250 mL) contendo 50 mL de meio
de cultivo. Inicialmente, foram testados 5 residuos (farelo de trigo, farelo de arroz,
polpa citrica, pele de amendoim e casca de amendoim) em um meio com a
seguinte composicdo: (g.L™): residuo (10), extrato de levedura (5), fosfato de
potassio dibasico (K:HPO,;) (1) e pH 7. Nos experimentos posteriores, foi
realizado um planejamento fatorial completo 2* com 4 pontos centrais, como
apresentado na tabela 2 onde o residuo utilizado foi o que apresentou melhores
resultados na produgdo da enzima na etapa inicial, nomeadamente, farelo de
trigo.
Tabela 2 - Planejamento Fatorial Completo 2* com 4 pontos centrais visando a produco

de xilanases por T. amestolkiae evidenciando as variaveis testadas e os niveis de cada
ensaio.

Ensaio Residuo (g.L™) Ievi)ét[l?go(g.?_'l) K,HPO, (g.L ™) pH
1 -1 -1 -1 -1

2 1 -1 -1 -1

3 -1 1 -1 -1

4 1 1 -1 -1

5 -1 -1 1 -1

6 1 -1 1 -1

7 -1 1 1 -1

8 1 1 1 -1

9 -1 -1 -1 1

10 1 -1 -1 1
11 -1 1 -1 1
12 1 1 -1 1
13 -1 -1 1 1
14 1 -1 1 1
15 -1 1 1 1
16 1 1 1 1
17 220 (C) 0 0 0 0

C — Pontos centrais

Fonte: autoria prépria

Também foram feitos ensaios alterando a composi¢cdo do meio visando a

substituicao parcial ou total do farelo de trigo por xilana comercial “Birchwood” e a
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substituicdo do K,HPO,4 pela solucdo de sais de Mandels & Weber, mostrada na
tabela 3.

Tabela 3 - Composicao da solucdo de sais de Mandels & Weber

Componente Concentragéo (g/L)

KH,PO, 2
MgS0O,.7H,0 0,3
CaCl,.2H,0 0,4

ZnS0O, 0,0014
FeS0,.7H,0 0,005
CoClI2.6H,0 0,002
MnSQO,.5H,0 0,0016

Fonte: Mandels & Weber, 1969

Ao final dos cultivos, os meios foram filtrados utilizando-se papel
Whatman tamanho n°1 (Whatman, England) com o auxilio de bomba de vacuo e,
em seguida, centrifugados a 2000xg por 15 minutos para sedimentacdo dos
sélidos em suspensao. O sobrenadante foi separado para a determinacao do pH
final, proteinas totais e atividade enzimética (item 3.4.1).

3.3 Caracterizagdo da xilanase produzida por T.

amestolkiae

A enzima xilanase presente no meio de cultivo foi caracterizada em
termos de pH e temperatura 6timos e estabilidade em relacdo ao pH e
temperatura. Para os ensaios de determinacdo do pH e temperatura 6timos, e
estabilidade ao pH e temperatura, o meio filtrado e centrifugado foi liofilizado
utiizando o equipamento Thermo Savant Modulyo Benchtop Freeze Dryer
System. Para pH 6timo, a enzima liofilizada foi solubilizada na razdo de 0,01 %
(m/v) em tampéo Mcllvaine (MCLLVAINE, 1921) nos valores de pH de 3,4, 5,6, 7
e 8. Este ensaio foi realizado a 50°C e a atividade enzimética foi determinada de
acordo com a metodologia descrita no item 3.4.1. Para temperatura Otima, a
reacao foi conduzida utilizando-se o extrato liofilizado ressuspendido na razao de
0,01% (m/v) no pH 4,0 e as temperatura de incubacgao testadas foram de 30, 40,
50, 60, 70 e 80°C.

35



Nos ensaios de estabilidade em relacdo ao pH, o extrato liofilizado foi
ressuspendido no Tampédo Mcllvaine nos mesmos valores de pH descritos
anteriormente e incubados em banho termostatizado (Ethik Tecnology) a 30°C por
24h. No estudo da estabilidade em relacdo a temperatura, o extrato liofilizado foi
ressuspendido em Tampdo Mcllivaine pH 4,0 e incubados em banho
termostatizado (Ethik Tecnology) nas temperaturas de 30, 40, 50 e 60°C por 24 h.
Em ambos os ensaios, aliquotas foram retiradas nos tempos 0, 3, 6 e 24 h e as
reacdes enzimaticas foram conduzidas de forma analoga a anterior, no entanto, a
temperatura da incubacdo dessa etapa foi feita na temperatura 6tima da enzima
(60°C). A atividade residual para cada tempo foi calculada a partir da atividade
enzimatica no tempo zero, sendo igual a 100%, de acordo com a equagao 5:

.. . Atividade no tempo
Atividade residual (%) = P

x 100 (Equacéo 5)

Atividade inicial

3.4 Producéao de xilooligossacarideos

A producéao de xilooligossacarideos ocorreu a partir das condicdes 6timas
da enzima e sua estabilidade, especificamente pH 4,0 e 30°C. Foi ajustada a
massa de enzima que corresponde a 30 U em 1 mL de tampé&o Mcllvaine pH 4.

Nos ensaios utilizando hemicelulose do bagaco, o meio reacional continha
1,5 mL de residuio (3, 6 e 12% (m/v)) e 1,5 mL de enzima ressuspendida em

tampdao e a reacdo ocorreu nos tempos de 12, 24, 36 e 48h.

Para a reagcédo contendo xilana comercial Sigma, foram testados 3 e 6%
de substrato com mesma quantidade de enzima e tempos de reacado de 3, 6, 12 e
24h.
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3.4 Métodos analiticos

3.4.1 Atividade enzimatica

Para determinacédo da atividade enzimatica foi realizada a reacdo do meio
fermentado ou meio liofilizado com solugdo do substrato xilana. O sistema
consistiu em 500 yL de uma solugcéo de xilana 1% (m/v) de “Larchwood” em
tampéo citrato 50 mM, pH 5 e 500 pL de extrato enzimatico, totalizando 1 mL de
volume final. O ensaio foi mantido em banho maria a 50°C por 20 minutos.
Decorridos os 20 minutos, foi adicionado 1,5 mL de reagente DNS (3,5-
dinitrosalicilico) e os ensaios foram incubados a 100°C por 10 minutos, em
seguida, foram resfriados com agua corrente e foram adicionados 5 mL de agua
destilada (MILLER, 1959). As leituras foram efetuadas em leitor de placas a 540
nm e os resultados comparados com uma curva padrado de xilose previamente
construida. Uma unidade de atividade xilanasica foi definida de acordo com a
equacao 6, onde é quantificada a quantidade de pu moles de xilose liberados do

meio reacional.

i — umol de xilose (Equagéo 6)

mL minx mL

3.4.2 Determinacgéao de proteinas totais

Primeiramente foi feita uma curva padrdao com soro albumina bovina. A
determinacao do teor de proteinas totais no meio fermentado foi feita utilizando-se
a metodologia de Bradford (BRADFORD, 1976), onde foram adicionados 50 pL de
extrato enzimatico a 1,5 mL de reagente Bradford do kit Sigma-Aldrich. As
amostras foram agitadas e a reag¢ao ocorreu por 5 minutos, apos 0s quais elas

foram lidas em espectrofotometro a 595 nm.
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3.4.3 Eletroforese

A amostra foi preparada ressuspendendo-se o0 extrato enzimatico
liofiizado em agua destilada a concentracdo de 0,01 % (m/V) o qual foi
centrifugado a 2000 xg por 15 minutos. Seguindo a propor¢cao de 1:1 (V/V), a
amostra clarificada foi incubada com o tampdo de Laemmli (1970) para
desnaturacao das proteinas sob fervura a 100 °C por 10 minutos. Aplicou-se 3, 5,
10 ou 15 pL a canaleta do gel de SDS-PAGE descontinuo (concentrador: 5% (v/v)
e separador 10% (v/v) polimerizado no sistema Mini-protean tetra cell BioRad®. A
separacao se deu a 80 V (2h) e 100V (~3h) em corrente constante de 20mA em
tampéo Tris-Glicina (25 mM Tris, 192 mM glicina, 0.1% (m/v) SDS, pH=8,3). O
padrédo de peso molecular referéncia aplicado foi BLUeye Sigma® (11 — 245KDa)
composto de 12 bandas pré-coradas. As bandas obtidas foram fixadas em
solucdo de metanol:agua:acido acético (4,5:4,5:1 v/v) por 1 h, reveladas em
solucéo de coomassie ((NH4).SO4 0,6 M, H3PO,4 0,16 M, coomassie g-250 0,1 mM
no veiculo metanol : dgua destilada (1:4 (v/v)) sob agitacdo overnight e entédo
lavadas em &gua até resolucdo das bandas. As solucbes de polimerizacao

seguem descritas na tabela 4.

Tabela 4 - Composicao dos géis para eletroforese.

Volume
Solucéo Gel concentrador Gel separador
Acrilamida+Bisacrilamida* 0,80 mL 4,20 mL
Tris-HCI 1,5M pH=8,8 N&o se aplica 2,5mL
Tris-HCI 1M pH=6,8 0,80 mL N&o se aplica
Docedil sulfato de sédio 10% (m/V) 0,70 mL N&o se aplica
Agua destilada 4,10 mL 2,30 mL
Tetrametiletilenodiamina (TEMED) 15,00 pL 10,00 pL
Persulfato de aménio 10% (m/V) 65,00 L 50,00 pL

*solucdo comercial a propor¢ao 29:1 (V/V) Sigma®.

3.4.4 Determinacéao de xilooligossacarideos

Apbés a reagdo nos tempos citados na secdo anterior, as amostras foram
fervidas por 5 min, centrifugadas a 2000 xg por 15 minutos e filtradas em filtros de

porosidade de 0,5 pum para injecdo. A determinacdo foi realizada utilizando-se
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Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) equipamento Shimadzu,
empregando coluna Aminex HPX 47 C a 80 °C e fluxo 0,6 mL/min, utilizando agua
Mili-Q como eluente.
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4 Resultados e discussao

4.1 Composicao dos residuos usados como componentes

do meio de cultura

Inicialmente, os residuos foram caracterizados em relacdo ao seu teor de
carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre. Os resultados estdo mostrados na
tabela 5. Na Tabela 6 é apresentado a composicdo dos farelos em termos de

celulose, xilana, lignina, extrativos e 0leo.

Tabela 5 - Composicao dos farelos estudados em relacdo aos seus teores de carbono,
hidrogénio, nitrogénio e enxofre

Residuo Cazgsno Hidr(oo/gz)énio Nitrg)%)énio En(ﬁz;‘re Carbono/Nitrogénio
Polpa citrica 33,64 5,48 1,16 0,75 29,0
Farelo arroz 42,62 6,74 2,46 0,95 17,3
Farelo trigo 42,22 6,73 3,6 0,97 11,7
Casca amendoim 46,15 5,87 0,91 0,83 50,7
Pele amendoim 53,05 - 3,69 - 14,4

Fonte: autoria propria

O teor de cada componente lignocelulésico é variado, dentre outros fatores,
de acordo com a espécie vegetal e parte do vegetal (RAMAMOORTHY et al.,
2015). A casca de amendoim por exemplo é uma parte importante dedicada a
protecdo e sustentacdo, sendo esse um dos fatores responsaveis pelo alto teor de
lignina. O farelo de trigo, é a parte da casca do grao do trigo, no entanto, € menos

resistente e possui alto teor de celulose e hemicelulose.

Como pode ser observado na Tabela 6, a relacdo carbono/nitrogénio se
mostrou baixa para o farelo de trigo e alta para a casca de amendoim. Em relacao
aos teores de celulose, xilana, lignina, extrativos e oOleos, o farelo de trigo

apresentou o maior teor de xilana e, possivelmente, € uma promissora fonte

visando a obtencdo de enzimas xilanoliticas.
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Tabela 6 - Composicao dos cinco farelos em relacdo ao teor de celulose, xilana, lignina,
extrativos e 0leo

) Celulose  Xilana Lignina Extrativos Oleo Total
Residuo total
(% m/m)

Farelo trigo 32,7 14,6 8,1 14 22,6 69,4
Farelo Arroz 254 6,5 24,6 26,3 10,2 93

Polpa Citrica 33,3 10,3 7,5 245 9,9 85,5
Pele Amendoim 5 11 14,5 42,1 35,3 98
Casca Amendoim 20,9 9,8 43,6 3,6 20,1 98

Fonte: autoria préopria

4.2 Producéo de xilanase empregando diferentes residuos

Os diferentes residuos industriais, nomeadamente, farelo de trigo, farelo de
arroz, polpa citrica, pele de amendoim e casca de amendoim foram empregados
como fonte de nutrientes para o microrganismo T. amestolkiae em cultivo
submerso visando a producdo de xilanases. Os resultados estdo reportados na

Figura 7.

Nas condicdes avaliadas, o farelo de trigo apresentou atividade enzimatica
cerca de 25 vezes superior aos outros resfduos avaliados, 5,40 U.mL™*, enquanto
0s outros apresentaram atividade inferior a 0,25 U.mL™. Em geral, quando ha
maior teor de um polissacarideo no meio e auséncia de acucares simples, 0
metabolismo do microrganismo atua aumentando a producdo de enzimas
hidrolases (KNOB & CARMONA, 2008).
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Figura 7 - Atividade de xilanases (U.mL™) obtida por cultivo submerso de T. amestolkiae
(7 dias, 30°C, 150 rpm) empregando diferentes residuos. As barras de erro representam
o desvio padrao da triplicata.
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Fonte: autoria prépria

Como diversos autores mostram, o teor de carboidratos e o seu tipo séo
fatores importantes para o crescimento e producdo do produto de interesse
(KNOB & CARMONA, 2008).

Ahmad et al. (2013), Raj e Chandra (1996) e Ravichandra (1996)
estudaram a producdo de xilanases produzidas por Aspergillus sp. em meio
contendo farelo de trigo e obtiveram resultados interessantes com esse substrato.
Outros autores como Yoshioka (1981), Waters et al. (2010) e Maalej (2009)
também empregaram esse residuo para a producdo de xilanases, utilizando
outras espécies de Talaromyces. O presente estudo e o0s citados acima
corroboram o carater indutor da xilana presente na biomassa de forma a
aumentar a producao da xilanase. Dessa maneira, nas etapas posteriores do
trabalho empregou-se somente farelo de trigo como indutor para a producéo de

xilanases.
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Empregou-se um planejamento fatorial completo para avaliar as variaveis
independentes concentracdo de farelo de trigo, extrato de levedura e K,HPO4 e
pH sob a varidvel resposta atividade xilanolitica. A matriz experimental esta
apresentada na Tabela 2 enquanto os resultados da atividade de xilanase estéo

apresentados na tabela 7.

Tabela 7 - Resultados do planejamento fatorial completo 2*

Ensaio Farelo d_e1 Extrato de_l KgHP_94 oH ' Aj[iyidade .
trigo (g.L™) levedura(g.L™) (g.L™) enzimatica (U.mL™)
1 10 0 1 5 1,34+0,16
2 30 0 1 5 2,57 +0,37
3 10 5 1 5 8,67 + 0,26
4 30 5 1 5 8,33+0,70
5 10 0 5 5 2,48 + 0,25
6 30 0 5 5 2,80+0,21
7 10 5 5 5 5,65+ 1,02
8 30 5 5 5 6,09 + 0,51
9 10 0 1 9 1,16 £ 0,07
10 30 0 1 9 1,61+0,14
11 10 5 1 9 0,35+ 0,02
12 30 5 1 9 0,76 +0,11
13 10 0 5 9 3,38+0,32
14 30 0 5 9 1,85+0,03
15 10 5 5 9 0,32 +0,03
16 30 5 5 9 0,35+ 0,02
17,18,19e 20 20 2,5 3 7 13,02 £ 0,88

Fonte: autoria prépria

Para os pontos centrais (17, 18, 19 e 20), com meio de cultura com as
composicdes de 20 g/L de farelo de trigo, 2,5 g/L de extrato de levedura, 3 g/L
K,HPO, e pH 7, a atividade enziméatica média obtida foi de 13,02 U.mL™,
mostrando um incremento de 141% em relacdo ao obtido nas condicbes
anteriores. Utilizando o Software Estatistica, foi possivel estudar quais das
variaveis testadas possuem maior significancia para a producéo de xilanase. A
figura 8 apresenta o diagrama de Pareto para o planejamento realizado e mostra
que o pH e a interacado entre as variaveis independentes “extrato de levedura” e
“pH” foram as mais importantes nesse estudo, com significancia maior que 95%.
A variavel pH apresentou significancia negativa indicando que trabalhar no nivel
inferior favorece a producéo da xilanase. Como a interagédo entre as variaveis
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extrato de levedura e pH apresentou significancia negativa indica que trabalhar
em valores de pH mais baixo e com maiores concentragbes de extrato de
levedura. Apesar de o extrato de levedura sozinho n&o ter significancia para o
processo a 95% de confianca, o nivel positivo geraria uma maior producédo de
xilanase, resultado que corrobora com a interacdo entre o extrato de levedura e o
pH.

Figura 8 - Diagrama de Pareto indicando a significancia das variaveis estudadas.
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Fonte: autoria prépria

O extrato de levedura € o componente mais caro do meio, com preco de,
aproximadamente, 540 reais/kg. Assim, trabalhar com maiores concentracées
dessa matéria-prima aumentaria o custo do produto final, indo na contramao do
objetivo do trabalho é desenvolver um meio de custo reduzido para a obtencao de

enzimas hemicelulésicas.

Dessa forma, empregou-se a estratégia de avaliar outras condicbes de
forma a incrementar a producao das xilanases. Nas melhores condi¢cbes obtidas
no planejamento experimental, foram feitos cultivos ao longo de 10 dias para

determinar a atividade enzimatica em cada dia, como mostrado na figura 9.
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Figura 9 - Atividade enzimatica para a xilanase obtida ao longo do cultivo de T.
amestolkiae durante 10 dias (240 h) nas condicBes do ponto central do planejamento
experimental 2*. As barras de erro representam o desvio padro da triplicata.
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Fonte: autoria prépria

Esse experimento foi conduzido aplicando-se as melhores condicdes
obtidas no planejamento fatorial completo (farelo de trigo 20 g.L™, extrato de
levedura 2,5 g.L*, K;HPO,4 3 g.L™, pH = 7,0, agitagcdo = 150 rpm e T° = 30°C).
Ap6s 144h de cultivo a atividade enzimatica foi maxima (14,25 U.mL™), no
entanto, ainda bem proxima do ponto anterior, 120h, com atividade de 13,15
U.mL™. Também visando o menor gasto energético possivel, viu-se que é
vantajoso realizar o cultivo por 120 horas. Dessa maneira, realizou varias
bateladas e liofilizou todo o meio para serem realizados o0s ensaios de

caracterizacao apresentados na secéao 4.3.

O emprego de uma solugdo adequada de sais resulta em crescimento
fungico e producdo de enzimas, jA que alguns componentes fazem parte de
cofatores. Dessa forma, decidiu-se avaliar a substituicdo do KH,PO, por uma
solucdo de sais de Mandels e Weber. A composicdo da solucdo de sais €

mostrada na tabela 3 na secéo 3.2.

Os ensaios foram feitos em duplicata utilizando-se as composi¢oes

mostradas na tabela 8. Os ensaios foram feitos em triplicata e o pH dos meios foi
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ajustado para 7 e eles foram cultivados em agitador orbital a 30°C/150 rpm por 7

dias.

Tabela 8 - Composicao dos meios utilizados para os ensaios

Ensaio Extrato de Farelo de trigo  Xilana comercial Sais de Mandels
levedura (g/L) (g/L) (g/L) & Weber
1 2,5 20 0 Presenca
2 2,5 0 20 Presenca
3 2,5 10 10 Presenca

Fonte: autoria prépria

A atividade enziméatica maxima obtida nesses ensaios foi de 9,14 U.mL™ +
0,19 no ensaio 3, inferior ao encontrado para o meio ja selecionado através do
planejamento experimental (13,02 U.mL™). O ensaio 2, onde a Unica fonte de
carbono foi a xilana comercial Birchwood, apresentou o resultado mais baixo (7,16
U.mL™), indicando que o uso de farelos mais baratos é positivo do ponto de vista

produtivo e econdmico.

Figura 10 - Atividade enziméatica obtida para cada ensaio testando a xilana e solugéo de
sais. As barras de erro representam o desvio padrao da triplicata.

10,00
8,00
6,00
4,00

2,00

Atividade de xilanase (U/mL)

0,00
1 2 3

Ensaio

Fonte: autoria prépria
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4.3 Caracterizacao da xilanase produzida

4.3.1 Determinacédo da temperatura e pH 6timos

O extrato liofilizado foi ressuspendido em tampé&o Mcllvaine em diferentes

valores de pH (3, 4, 5, 6, 7 e 8). A Figura 11 apresenta os resultados obtidos para
0 pH o6timo.

Figura 11 — pH (A) e temperatura (B) 6timos das enzimas xilanases produzidas por
cultivo submerso T. amestolkiae. As barras de erro representam o desvio padrao da
triplicata.
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Fonte: autoria prépria
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Os valores de pH mais acidos favoreceram a atividade enzimatica, sendo
o pH 4 o melhor para essa enzima. Em geral, xilanases de origem bacteriana
apresentam pH 6timo préximo da neutralidade, enquanto xilanases de origem
fangica, pH o6timo acido (WALIA et al., 2017; BEG et al., 2001). A tabela 1 da
secgao “2.2.3.1 Xilanases” apresenta comparativo de alguns microrganismos
produtores de xilanases. Dentre os trabalhos citados, 9 autores estudaram o valor
de pH 6timo de xilanases flungicas e, dentre eles, 6 obtiveram valores de pH
otimos abaixo da neutralidade.

A temperatura oOtima da enzima foi determinada na faixa de 30 a 80°C,
como mostrado na figura 11. Na faixa de 50 - 60°C a atividade enzimatica foi
superior e para maiores temperaturas ela decresceu drasticamente, indicando a
perda da estrutura terciaria. Esses resultados estdo de acordo com 0s mostrados
por diversos autores na tabela 1, em que as xilanases de fungos apresentam

temperatura 6tima entre 50 e 80 °C.

4.3.2 Determinacao da estabilidade em diferentes valores

de temperatura e pH

A estabilidade da enzima foi testada na faixa de pH de 3 a 8, onde os
valores de pH em que ela se manteve mais estavel foram de 4 e 7. ApGs 24 horas
a atividade residual nessas duas condi¢des foi de aproximadamente 30% como
mostrado na figura 12. Knob e Carmona (2008) determinaram a atividade residual
de xilanase produzida por Penicillium sclerotiorum em diferentes valores de pH,
apos incubacdo por 24 h e obtiveram resultados semelhantes ao presente
trabalho: os valores de pH relatados pelas autoras que resultaram em maior
estabilidade foram de 4,0 e 6,0.
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Figura 12 - Estabilidade da enzima xilanase produzida por T. amestolkiae em diferentes
valores de pH a 30°C.
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Fonte: autoria prépria

A estabilidade em diferentes temperaturas foi avaliada na faixa de 30 a
60°C. Como mostrado na figura 13, temperaturas mais altas estéo relacionadas a
maior perda de atividade ao longo do tempo.

Figura 13 - Estabilidade da enzima xilanase produzida por T. amestolkiae em diferentes
temperaturas em Tamp&o Mcllvaine pH 4.
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Fonte: autoria propria
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Maalej et al. (2009) estudou a estabilidade térmica da xilanase produzida
por Talaromyces thermophilus nas faixas de temperatura de 50 a 100 °C durante
incubacao por periodos de tempo variados. Os resultados desse autor indicaram
a presenca de xilanase termo resistente, ja que a atividade residual foi de 100%
apos 7 dias de incubacédo a 50 °C. Por outro lado, Li et al. (2007), testaram a
estabilidade de xilanase produzida por Penicillium oxalicum ZH-30 num periodo
de incubacdo de 60 minutos, onde a 60 °C, a atividade residual é de cerca de
70%.

4.3.3 Determinacao do peso molecular da enzima

Na figura 14 tem-se o perfil do extrato enzimatico obtido nas condicfes ja
discutidas. Observa-se que entre os pesos moleculares de 25 e 35kDa ha uma
banda que provavelmente é referente a enzima de interesse no presente trabalho.
As demais bandas sdo de proteinas de pesos moleculares superiores (> 63 kDa)
e provavelmente sdo de outras proteinas presentes no meio fermentado. A
literatura mostra que varios tipos de xilanases podem ser produzidos por
diferentes microrganismos, sendo assim, o peso molecular também varia de
espécie para espécie. Para confirmar que a banda de 25 kDa é referente a
xilanase, ensaios de purificagdo da enzima devem ser realizados. No entanto,
uma outra espécie de Talaromyces, o T. thermophilus, produz xilanases de peso
molecular de 25kDa (MAALEJ et al., 2009).
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Figura 14 - Perfil PAGE-SDS de meio fermentado de Talaromyces amestolkiae.
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Fonte: autoria propria

4.4 Hidrdlise enzimatica da xilana comercial e da

hemicelulose do bagaco da cana-de-acucar

4.4.1 Composicdo da xilana comercial e do bagaco de

cana-de-acucar

A composicdo da xilana comercial Birchwood (sigma) e do bagaco da
cana-de-acucar aplicados para obtencdo de XOS foi determinada em colaboragéo
com o grupo de pesquisa do Prof. Dr. Fernando Masarin, do departamento de

Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia da UNESP de Araraquara.

A composicdo do bagaco da cana-de-agUcar obtida pelo presente projeto
esta disposta na tabela 9 obtida. A tabela 10 mostra um comparativo da literatura
em relacdo a composicdo desse mesmo residuo, onde o teor de celulose do
bagaco do trabalho atual foi inferior a todos os mostrados, sendo semelhante ao
obtido por Sasaki et al., 2003. A hemicelulose também foi um pouco inferior ao
visto na literatura e o teor de lignina foi mais alto.
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A xilana “Birchwood” comercial da Sigma foi caracterizada por outros
membros do Departamento de Bioprocesso e Biotecnologia (MAFEI et al., 2019).
Sua composicédo esta na tabela 11.

Tabela 9 - Composicao do bagaco da cana-de-acucar em relagéo ao teor de lignina,
carboidratos, grupos arabinosil, acetil, metil glucurdnico, extrativos e cinzas.

Composicédo do bagaco da cana de agucar (%)

Lignina  Celulose Xilana Grupo Grupo  Grupo metil Extrativos Cinzas Total
total arabinosil Acetil glucurénico
251+03 344+03 21,8+02 10+00 25+0,2 88%0,5 2,8+0,0 32+0 99,6+0,5

Fonte: autoria préopria

Tabela 10 - Composicao do bagacgo da cana-de-agucar de diferentes procedéncias.

Composicéo (% massa seca)

Celulose  Hemicelulose Lignina Cinzas Referéncia
50 25 25 24 Pandey et al., 2000.
38,9 26,19 23,9 - Rodriguez-Chong et al., 2004.
41 25,2 23 11 Pessoa et al., 1997.
40 24 25 - Saha, 2003
35 35,8 16,1 - Sasaki et al., 2003.
43,6 33,5 18,1 2,3 Sun et al., 2004.
44,9 27,5 22,1 1,6 Brienzo, 2010

Adaptado de BRIENZO, 2010.

Tabela 11 - Composicao da xilana comercial em relagédo ao teor de xilana.

Composicéo da xilana comercial

Hemicelulose Arabinosil Ligninatotal (%) Celulose Cinzas Soma
(%) (%) (%) (%) (%)
58,6+ 1,2 nd 46+0,4 - 126+1,0 76,7

Adaptado de Mafei et al., 2019.

O bagaco possui alto teor de lignina, moléculas associadas a celulose que
conferem rigidez e protecdo aos vegetais. A grande presenca dessas moléculas
no bagaco impede a aplicacdo direta de enzimas para sua hidrolise, sendo

necessarias etapas visando remover esses compostos (BRIENZO, 2010).
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4.4.2 Hidrolise enzimatica da hemicelulose bagaco de

cana-de-acucar

A hemicelulose extraida do bagaco foi hidrolisada nos tempos de 12, 24,
36 e 48 h variando-se a concentragdo de hemicelulose do bagagco da cana-de-
aclcar, como mostrado na figura 15, 16 e 17 respectivamente. E possivel
perceber que houve maior formacdo de moléculas pequenas: xilose, xilobiose e
xilotetrose. Para a maior carga de substrato, de 9% (m/v), ndo houve formacao de
xilotetrose. Também pode-se notar que a taxa de conversdo total ao longo do
tempo nédo variou tanto, indicando que foi atingido um estado estacionario onde a
enzima provavelmente se desnaturou e ndo foi mais capaz de realizar a hidrdlise.
No projeto anterior foram determinadas as atividades relativas das xilanases até
24 h, onde a atividade residual foi de 30% e provavelmente ap6s 48 h seria muito
inferior a esse valor. Outro fator importante € a caracteristica da hemicelulose e
facilidade de acesso pelas enzimas. Portanto, a qualidade da hemicelulose

extraida pode néo ter favorecido a formacgédo de XOS.

Figura 15 - Converséo da hemicelulose do bagago da cana-de-ag¢Ucar com uma carga
inicial de 3% (m/v) em xilose, xilobiose e xilotetrose.
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Fonte: autoria prépria
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Figura 16 - Conversdo da hemicelulose do bagaco da cana-de-ag¢Ucar com uma carga
inicial de 6% (m/v) em xilose, xilobiose e xilotetrose.
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Fonte: autoria propria

Figura 17 - Converséo da hemicelulose do bagaco da cana-de-ag¢Ucar com uma carga
inicial de 9% (m/v) em xilose e xilobiose.
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Fonte: autoria prépria

4.4.3 Hidrélise enzimatica da xilana comercial “Birchwood”

Como os tempos testados para a hemicelulose do bagagco da cana-de-
acucar foram muito longos e nédo resultaram na formacao tdo acentuada de XOS,
decidiu-se empregar os tempos de 3, 6, 12 e 24 h para esses ensaios.
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Na figura 18 tem-se a conversdao do substrato em xilose, xilobiose e
xilotriose. Aplicando uma concentracdo de substrato menor, 3% (m/v), € possivel
perceber que a converséo foi alta resultando na formac¢ao mais significativa foi de
xilotriose que com o tempo foi convertida em mondémeros.

Figura 18 - Converséao da xilana comercial com uma carga inicial de 3% (m/v) em xilose,
xilobiose e xilotriose.
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Fonte: autoria prépria

No tempo de 24 h de hidrdlise temos um resultado ndo esperado, pois de
acordo com os cromatogramas nao houve formacéao de xilotriose, sendo contrario
a tendéncia esperada e ao balanco de massa. Isso possivelmente se deve a
diluicdo realizada nas amostras de 24 h. As figuras 19 e 20 sao referentes aos
cromatogramas obtidos. Vemos na figura 19 que o pico referente a xilotriose
(tempo de retencao de 8,1 minutos) esta fundido com algum outro composto nao
identificado, mas ainda foi possivel identificar sua area. Na figura 20, com a
amostra ap6s 24 h de reacdo, foi realizada uma diluicdo maior devido a maior
concentracdo de produtos formados e os picos estdo todos fundidos e no tempo

de retencdo referente a xilotriose ha um pequeno pico que nédo foi separado.
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Figura 19 - Cromatogramas de uma das amostras apos 12 h de reacéo e com diluicdo de
1:5.
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Fonte: autoria préopria

Figura 20 - Cromatogramas de uma das amostras ap6s 24 h de reacao e com diluicdo de
1:20.
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Fonte: autoria prépria

Para maior quantidade de substrato, a converséo foi muito mais baixa e
significativa para a formacao de xilose.
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Figura 21 - Converséo da xilana comercial com uma carga inicial de 6% (m/v) em xilose,
xilobiose e xilotriose.
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Fonte: autoria propria

As xilanases podem ser divididas em relacdo ao local de atuacdo como
explicado na secédo 2.1. No presente projeto, 0 meio enzimatico aplicado nao foi
caracterizado em relacdo a composicao de endo e exo xilanases, o que varia de
acordo com a espécie de microrganismo, as condi¢cdes de cultivo e o meio de
cultura utilizado (BRIENZO, 2010). Também foram percebidos problemas na
analise dos cromatogramas, pois algumas outras substancias néo identificadas
possuiram um pico acentuado, interferindo na quantificacdo dos produtos de

interesse.
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5 Conclusao

A xilanase estudada pode ser produzida por T. amestolkiae em meio de
cultivo contendo residuos agroindustriais, os quais induzem a producdo da
mesma, sendo a composicdo desses materiais um fator importante, ja que
materiais lignocelulésicos sdo ideais para a producdo de enzimas capazes de
degrada-lo. Além disso, os fatores econdmico e ambiental sdo importantes ao se
analisar a viabilidade do processo, sendo assim, a utilizacdo de residuos algo
positivo. A enzima produzida apresentou atividade 6tima a pH 4,0 e 50°C e um
peso molecular proximo a 30kDa. Assim, pode-se concluir que o uso de residuos
agroindustriais para a obtencdo de enzimas € uma alternativa viavel para reducao

de custos de processo e diminuicdo do descarte deste material no meio ambiente.

A hidrélise enzimatica empregando-se a hemicelulose do bagaco da
cana-de-acgucar resultou numa eficiéncia menor do que a obtida com o substrado
xilana comercial. No entanto, ambos 0s ensaios mostram que a enzima utilizada é
capaz de hidrolisar esses substratos de forma a obter xilose, xilobiose, xilotriose e
xilotetrose. Portanto, embora a formacédo de XOS ter sido inferior ao esperado, 0
presente trabalho levanta a possibilidade da utilizagdo da xilanase produzida para
hidrélise completa (formacdo de mondmeros) e da utilizacdo de novas condicbes
do meio reacional, tais como tempo, concentracdo da enzima e do substrato para
obter XOS.
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