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BAKKER, Christiane Maria Christina Nébrega. Avaliacdo da producdo e aplicacdo de enzimas
utilizando residuo farelo de trigo como substrato por fermentacdo em estado sélido. Tese de
Doutorado, Universidade Federal do Rio Grande do Norte, Programa de Po6s-Graduagdo em
Engenharia Quimica. Area de concentracdo: Engenharia quimica, Natal, Brasil, 2017.
Orientadora: Prof?. Dr2. Gorete Ribeiro de Macedo

Coorientador: Prof. Dr. Everaldo Silvino dos Santos

RESUMO: Tendo em vista a dificuldade de destinacdo final nos residuos agroindustriais de
unidades do grupo M. Dias Branco S.A., o presente trabalho teve como objetivo buscar
alternativas para o aproveitamento de residuos da producdo de margarina e farelo de trigo como
potenciais substratos para producdo de produtos biotecnoldgicos. Inicialmente os residuos foram
caracterizados e se prospectou, nos respectivos residuos, cepas potenciais produtoras de enzimas.
Nos cultivos foram utilizados consoércios fungicos prospectados do residuo farelo de trigo de
unidade fabril, bem como cepas de fungos Aspergillus oryzae CCT n°® 0975 ATCC9362,
Trichoderma reesei CCT n° 2768 - QM 9414 e a bactéria Bacillus cereus CCT n°® 5457,
adquiridos da colecdo de culturas da Fundacdo André Tosello-SP. Na avaliacdo do potencial dos
residuos como substrato, em residuos de margarina nao foi observado crescimento microbiano
nas condicOes testadas, apesar desse apresentar consideraveis percentuais de 4acidos
graxos, assim, ndo prosseguiu-se os estudos com os residuos de borra da refinaria e efluente da
producdo de margarinas. Como o farelo de trigo apresentou cerca de 40% de hemicelulose,
realizou-se ensaios de fermentacdo em estado solido, com o material ndo lavado e néo
autoclavado, indentificando-se producdo de xilanases nas primeiras 72 h de cultivo. A partir
deste resultado foi realizado um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) -
planejamento fatorial 2°, com trés repeticdes no ponto central e seis pontos axiais, obtendo a
otimizacdo dos fatores do processo: umidade, pH e granulometria. Os fatores foram considerados
significativos pela ANOVA com o nivel de confianca de 95%. O resultado otimizado de
atividade enzimatica de 11,78 +0,01 Ul/g ou 3,54 Ul/mL utilizando pH 3,3, granulometria de
900,0 um e umidade de 40% foi verificado. O caldo enzimatico obtido foi avaliado através da
eletroforese, onde foi possivel observar duas bandas predominates de massa molar 14,4 e 30
kDa. Desnaturacéo a partir de 60°C, extracdo estavel com tampéo acetato de sodio e com ponto
isoelétrico em pH na faixa de 5,5-6,5. O caldo foi considerado eficiente na modificagdo de
tipificacdo de farinhas de trigo pelo estudo dos parametros reologicos de massa fabricada com

farinha aditivada com o caldo enzimatico produzido, adotando-se andlise do falling number e



alveografia. O caldo se mostrou estavel por 30 dias e manteve 50% de sua atividade xilanolitica

por 6 meses.

O farelo de trigo se mostrou potencial substrato para induzir a producdo de enzimas por FES
utilizando-se o microrganismo Aspergillus orizae. O extrato enzimatico obtido apresentou
viabilidade para aplicagdo na panificacdo com possibilidade de ser inserido na estratégia de

incluséo de novos produtos de inovagdo em empresas de moagem.

Palavras-chave: Farelo de trigo, Aspergilus oryzae, residuo de refinaria de margarina, xilanase.
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ABSTRACT

In order to point alternatives for wheat bran disposal destination generated in food
industries sector M. Dias Branco S.A., thus contributing with the reduction of the resultant
impact of the deposition of residues in the environment. It has been evaluated in the present work
the potential of the wheat bran as substrate for xylanase production by solid state fermentation
using fungal consortiums as well as the Aspergillus oryzae (ATCC9362), Trichoderma reesei
(2768), Bacillus cereus CCT n° 5457, from Fundacdo André Tosello-SP. The use of non-washed
and non-autoclaved wheat bran as carbon and energy source on the solid state fermentation by
the Aspergillus oryzae fungus showed greater percentage of the produced protein after 72 hours
of cultivation. The use of a Central Composite Rotatable Design (CCRD) - 2° factorial planning
with three repetitions at the central point as well as six axial points — coupled to Surface
Response Methodology (SRM) allowed to assay the influence of humidity, pH and grain size
(independent variables or factors) on the xylanase activity (dependent variable or response) as
well as to optimize the best condition for the enzyme production. Results showed that all factors
and their combination were significant at 95% confidence level. The optimized xylanase activity
was (11.78 £0,01) Ul/g or (3.54) Ul/mL obtained at 40% of humidity, pH 3.3 with grain size of
900.0pm. The produced broth was stable for 6 months and remained about (50%) of the initial
xylanase activity at 4°C. SDS-PAGE assay showed that xylanase has 14,4-30 kDa molar mass.
The obtained enzymatic broth was efficient to modify wheat flours as shown by the falling

number rheologic parameters and alveography assay.

Key-words: Xylanase production, wheat bran, Aspergillus orizae and Trichoderma reesei.
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1. Introducéo e objetivos

A Politica Nacional de Residuos Solidos - PNRS, em vigor desde agosto de 2010 gera
grande expectativa quanto a melhoria na destinagdo de residuos no Brasil devido a
obrigatoriedade de envolvimento da iniciativa privada, iniciando mudangas permanentes na
cultura ambiental. Em 2013 a revista Anuario Ambiental divulgou que dentre as 820 empresas

pesquisadas apenas 7 entre 10 declaravam seus impactos ambientais.

Com base em dados do Ministério do Meio Ambiente, a ONU estima o mercado
brasileiro em dois bilhGes de ddlares. O Instituto de Pesquisa Econdmica Aplicada (IPEA),
estima que o Brasil perdeu oito bilhdes de reais por ano com falta de reciclagem (Analise
Editorial, 2010).

O certo é que o pais deve avancar quanto a destinagdo dos residuos solidos e a
Associacdo Brasileira de Limpeza Publica e residuos (ABRELPE) chama a atencdo sobre o
mercado brasileiro organizado de residuos que, em 2010, registrou destinacdo somente para
aterros sanitarios de cerca de 58% dos residuos e 24% para aterros controlados. Dentro das
pesquisas em residuos, 59% das empresas entrevistadas em 2011 declaram promover o reuso
contra apenas 47% declarados em 2007, e 57% declaram possuir metas de reducdo de
geracdo. Representando uma fracao de 19 bilhdes de reais movimentado pelo setor de limpeza
publica em 2010.

Pelas respostas empresariais as acdes mais populares foram: coleta seletiva de lixo
(91%), monitoramento de indicadores (77%), agdes de reducdo de impacto (68%) e
tecnologias para reduzir a geracdo (51%). Dentre os principais pontos da nova lei s&o
considerados sete medidas que irdo impactar na forma pela qual o Brasil trata o seu residuo:
Logistica reversa, fim dos lix6es, planos municipais, responsabilidade compartilhada,
cooperativas de catadores, financiamentos para consorcios e novas tecnologias. Dentro desta
ultima alternativa, e nos conceitos ambientais modernos, ndo é mais aceito a chamada

producdo que agrega impactos ambientais. E sim, incentivada a producdo e pesquisa em
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matrizes energéticas capazes de mitigar seus impactos, bem como a produgdo de outros

produtos de interesse comercial pela rota biotecnoldgica (biorrefinaria).

Assim, os bio-combustiveis sdo apresentados como uma alternativa viavel e crescente
de possibilidade de aproveitamento de residuos ja gerados no suprimento alimentar, causando
reduzido impacto. E, ao lado da geracdo de bio-combustiveis, a sintese biotecnoldgica de um
grande numero de outros produtos, por exemplo, enzimas como lipases e xilanases podem ser

viaveis comercialmente (Analise Editorial, 2010).

Guedes et al. (2010) comentava que os residuos sdo uma fonte alternativa importante
para crescimento microbiano e producdo de enzimas industriais. Dentre as alternativas para
residuos gerados pelo agronegdcio como um todo estdo a venda, reciclagem, transformacéo,
incineracdo ou destinacdo ao aterro, sendo a transformagcdo a que mais instiga o0s
pesquisadores, por gerar possibilidades de agregacdo de valor a estes subprodutos. Enzimas
estdo sendo também produzidas a partir de substratos agroindustriais, com o objetivo de
diminuir os residuos enviados a aterros sanitarios. Tornando possivel assim, a producdo de

produtos biotecnologicos de maior valor agregado.

As lipases sdo enzimas largamente disponiveis em animais, plantas e microrganismos
e sdo responsaveis pela hidrolise das gorduras insolUveis, 6leos e ésteres de &cidos graxos,
resultando na hidrdlise completa em &cidos graxos e glicerois. Estas enzimas encontram
aplicacdes em diversos setores tais como alimenticio, petréleo, quimico, biodiesel, tratamento
de efluentes, indlstria de polpa de celulose, farmacéutica e indlstria de detergentes. S&o
consideradas excelentes substancias para sintese quimica cléassica devido a sua versatilidade
para catalisar variadas reacfes, tornando sua utilizacdo de vasta aplicacdo (Barros et al.,
2010).

As xilanases sdo enzimas produzidas por diversos microrganismos que degradam o
polissacarideo beta-1,4- xilano em Xxilose, decompondo assim a hemicelulose. As aplicactes
comerciais incluem o branqueamento de pasta de papel sem uso de cloro, o aumento da
digestibilidade para alimentacdo animal, producdo de sucos, mucilagem de café, industria
farmacéutica, melhoramentos na panificacdo, producdo de bebidas alcodlicas e alcool.
Produtos da hidrolise de xilano, como a xilose podem ser convertidos em etanol, xilitol,

solventes e adocantes (Silva, 2014).
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O grande potencial biotecnoldgico das xilanases esta na sua aplicagdo nas etapas de
branqueamento do papel, onde os xilanos s&o hidrolisados em condi¢Oes de temperatura
controlada para facilitar a remocdo da lignina, diminuindo a quantidade de compostos
clorados utilizados (Vieira, 2005). Na formacdo do chamado papel kraft sem branqueamento
quimico tdo fortemente divulgado como produto ecologicamente correto e de producdo
sustentavel. Diversas aplica¢des da hidrolise da xilana para consumo de enzimas Xxilanoliticas
envolvem: digestibilidade de material lignocelulésico para racdo animal, clarificacdo de
sucos, fabricacdo de café sollvel, como aditivo na producéo de leite e derivados, etc. (Lopes
et al., 2009).

Para Maciel (2006) a producdo das xilanases com caracteristicas biogquimicas
adequadas a aplicacdo industrial representa objeto de estudo relevante, cujo enfoque no
desenvolvimento e aprimoramento de tecnologias visa aumento de produtividade, de escala e

reducéo de custos tornando-se assunto de extrema importancia.

Em unidade do grupo M. Dias Branco trés residuos estavam disponiveis para
avaliacdo de potencial tecnolégico de transformacdo: 1) A borra da fabricacdo de margarina
da refinaria, que em 2013 tinha a venda como destino para fabricacdo de sabdo, com preco
entre R$ 0,15 e 0,18 centavos/Kg, totalizando em média de 15 toneladas por més; 2) a borra
da estacdo de tratamento de efluentes — ETE, destinada ao aterro sanitario com custo de R$
361,72 reais por container de aproximadamente 5 toneladas, com saida diaria; e 3) O farelo de
trigo, residuo da producéo de farinha de trigo que representa cerca de 25% da matéria-prima
inicial, o que corresponde a cerca de 25.000 ton/ano de residuos. No ano da coleta da amostra
(2010) tal subproduto da producéo de farinha de trigo era comercializado com a denominacao
de farelo de trigo para racdo animal, fiscalizado pelo MAPA e vendido a R$ 14,0 reais
(quatorze reais) o saco com 30 Kg. No presente trabalho buscou-se analisar alternativa
biotecnoldgica mais rentavel para agregacdo de valor do residuo devido ao seu potencial
protéico. Justifica-se, portanto, o esforco em pesquisar alternativas de utilizacdo destes
residuos de baixo custo com potencial nutritivo descrito na literatura (Grafziola et al., 2002;
Coutate, 2004; Cardoso, 2008; Cherubini, 2010; Chanitnum e Inphanichakarn, 2012) para
servirem de substrato na producédo de produtos biotecnoldgicos.

Dentro da bioprospecgdo microbiana identificou-se na literatura como frequente a

presenca de microrganismos na microbiota natural do residuo (Brijwani et al., 2010), assim
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realizou-se uma prospec¢do de microrganismos presentes no residuo de farelo de trigo que
foram investigados como produtores de enzimas, por esses ja estarem adaptados ao consumo

do substrato trigo como fonte de carbono.

Como o principal constituinte das hemiceluloses sdo as xilanas, e por ser o maior
percentual presente no farelo de trigo cerca de 40%, decidiu-se avaliar o potencial do farelo
como substrato para producdo de xilanases. Adotando a fermentacdo em estado solido e
atuando o substrato como indutor de producéo da xilanase. Como rotina existe a importacdo
da xilanase na cadeia de producdo de biscoito e panificacdo. Como aditivos sdo usados na
modificacdo das caracteristicas da farinha para cada tipo de produto desejado, principalmente
biscoitos salgados e biscoitos tipo wafer que necessitam de uma farinha de caracteristica
reoldgica fraca; proporcionando pouco crescimento da massa no forneamento. Justifica-se,
portanto, 0 empenho na pesquisa de estratégias de obtencdo de produtos neste ramo do
negécio do grupo que poderd gerar produto de maior valor agregado a partir de um
subproduto atualmente vendido como racao animal. Neste contexto de pesquisa de producéo
de enzimas com residuos agroindustriais, visando sustentabilidade empresarial o presente

estudo foi realizado.

A estratégia de resposta a hipdtese e questionamentos foram utilizados para guiar esta
pesquisa:

Os residuos da fabricacdo de margarinas e o farelo de trigo podem ser substratos
vidveis na producédo de enzimas?

Quais microrganismos sdo produtores de xilanase e lipase?

Quais as melhores condicGes de preparo do pré-inéculo e in6culo?

Quais as melhores condicdes de producdo da enzima?

O produto resultante do processo fermentativo tem aplicacdo na indudstria alimenticia?

E o desenvolvimento deste trabalho foi dividido em quatro etapas: caracterizacdo dos
residuos, prospeccdo de microrganismos produtores de enzimas, otimizacdo dos parametros

da fermentacéo e estudo de caracterizacdo enzimatica com aplicacao do caldo obtido.
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1.1 - Objetivo geral

Avaliar a viabilidade tecnologica de residuos oriundos da fabricacdo de
margarina e da moagem de trigo de duas unidades do grupo M. Dias Branco, como
substrato na producdo de enzimas lipases e xilanases respectivamente, por fermentagéo

em estado solido.

1.2 - Objetivos especificos

e Caracterizar qualitativamente e quantitativamente os residuos da fabricacdo de
margarina, borra da estacdo de tratamento de efluentes (ETE) e refinaria; e residuos de

moagem de trigo, denominado farelo de trigo;
e Prospectar presencga de microrganismos potenciais produtores de lipases e xilanases;

e Realizar ensaios de fermentacdo em estado solido com microrganismos resultantes da
prospec¢do, bem como com microrganismos da colecdo de culturas da fundacao

André Tosello, para avaliar o potencial dos residuos na producéo de enzimas;

e Otimizar as condicdes de cultivo e sintese das enzimas por FES utilizando a técnica do

planejamento fatorial associado a metodologia de superficie de resposta;
e Auvaliar a substituicdo de tampdo acetato por agua destilada na extracdo da enzima;
e Estimar a massa molar das proteinas produzidas por eletroforese;
e Realizar analise de estabilidade do produto obtido;

e Realizar analise de sua aplicacdo na area de panificacdo, através dos ensaios de

reologia de falling number e alveografia com uso do produto obtido;
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2. Revisao bibliografica

Neste capitulo serdo abordados conhecimentos inerentes a area interdisciplinar de
biotecnologia e procurou-se investigar as diferentes caracteristicas dos residuos

disponibilizados .

O capitulo trata também da apropriacdo do saber referente ao processo de fermentagéo
e seus fatores de interferéncia, pardmetros de otimizacdo do processo e tentativas de obtengéo
e purificacdo dos produtos obtidos. Todo este arcaboucgo visa criar uma visao integral dos
desafios do processo de obtencdo do produto biotecnoldgico desde a matéria-prima até o

produto acabado.

2.1 - Obtencao de enzimas microbianas

A producdo de enzimas de origem microbiana ocorre a partir substratos que
disponibilizam nutrientes e sdo fontes de carbono em processo fermentativo. Os
microrganismos de interesse industrial podem ser obtidos de varias fontes: podem ser isolados
a partir de recursos naturais, adquiridos em colec6es de culturas, obtidos a partir de mutantes
naturais ou induzidos ou por técnicas de engenharia genética (Schmidell et al., 2001). O
isolamento a partir de recursos naturais sempre foi uma atividade importante para a obtencéo
de novas linhagens, denominada prospeccdo microbiana, sendo realizada em residuos
agroindustriais ou através do solo aos quais 0s microrganismos ja estdo adaptados. A Figura
2.1 representa esquematicamente um processo geral fermentativo onde séo evidenciados 0s
quatro fatores que definem sua eficiéncia: 0 microrganismo, o meio de cultura, a forma de

conducéo do processo e as etapas de recuperacao dos produtos.

Os substratos mais utilizados para obtencéo de bioprodutos sdo fontes de carbono de
alta massa molecular que servem também de suporte, tais como celulose, amido, pectina e
hemicelulose, entre outros. Tal composi¢do esta presente nos residuos agroindustriais, por

isso 0 grande interesse de pesquisadores nestes potenciais substratos para produtos
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biotecnoldgicos. Para a producdo de enzimas microbianas, sdo utilizados basicamente dois
tipos de processos, classificados conforme a quantidade de &gua do meio: fermentagdo
submersa (FS) e fermentacdo em estado sélido (FES). Esta ultima é definida como o processo
no qual o crescimento microbiano se da na superficie de materiais solidos umedecidos, com

auséncia de agua livre ou proximo dessa condicdo (Mudgett, 1986).

Microrganismo /

| Matérias-primas Meio de cultura

selecionado l selecionado
Preparo do Esterilizagao
indculo: etapa
de laboratério

| .

Separacao|
das
células

fermentado
Recuperacao
do produto
de efluentes

Preparo do
indculo: etapa
Industrial
(germinadores)

bl

Biorreator
industrial

Esterilizagdo

Compressor do ar

Figura 2.1 - Esquema geral de um processo fermentativo (Schmidell et al., 2001).

A seguir descreve-se a composicao de residuos pesquisados para producdo de produtos

biotecnologicos.

2.1.1 — Substrato de residuos de margarina

Atualmente, a margarina moderna é produzida com uma grande variedade de gorduras
vegetais, geralmente misturadas com leite desnatado, sal e emulsionantes. Margarina é termo
genérico para identificar gorduras alimentares de origem vegetal usadas em substituicdo da
manteiga. O nome margarina vem de um o0leo usado na sua formulacdo, chamado 6leo
margarina. Este 0leo foi descoberto muito antes, em 1813, e ganhou este nome porgue tinha a

cor parecida com a das margarites, pérolas em grego (ABIMA, 2012).
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A legislacdo brasileira RDC n° 270 de 22 de setembro de 2005 que aprova o
regulamento técnico para Oleos, gorduras e cremes vegetais define creme vegetal como
alimento em forma de emulsdo plastica, cremoso ou liquido, do tipo agua/éleo, produzido a
partir de 6leos e/ou gorduras vegetais comestiveis, agua e outros ingredientes contendo, no
maximo 95% (m/m) e, no minimo, 10% (m/m) de lipidios totais. Residuos de sua fabricacdo
sdo alvo de interesse em pesquisa de reaproveitamento por conter percentuais valorosos de

acidos graxos.

2.1.2 — Producdo microbiana de enzimas usando 0leos e derivados

A fabricacdo do produto margarina tem inicio na selecdo de Oleos vegetais liquidos e
hidrogenados que podem ser de dendé, soja, semente de algoddo, amendoim, milho ou
girassol. Os outros componentes sdao a agua e o leite em pd desnatado, o sal refinado,
emulsificante e corante. As informacdes das etapas do processo de fabricacdo coletadas na

unidade do Grupo M. Dias Branco sao:

1-A fase oleosa preparada dos 6leos desde seu estado cru, onde a neutraliza¢do visa
separar e retirar os &cidos graxos livres. Logo apds é realizada a filtragem e

branqueamento, onde residuos que permanecem na etapa anterior sao retirados.

2-A seguir, os 0leos sdo submetidos a desodorizacao, retirando-se quaisquer resquicios
de odor e sabor. Uma pequena parte dos 6leos é hidrogenada, ressalta-se que nem
todas as margarinas passam pelo processo de hidrogenacdo. Nesta etapa sao

adicionados os ingredientes soltveis em 6leo: corante, vitamina e emulsificante.

3-Na fase aquosa sdo adicionados o leite desnatado pasteurizado, o sal e outros

componentes soluveis em agua.

4- Por meio do seu batimento ocorre a mistura da duas preparacgdes e resfriamento,

assim, forma-se uma emulsdo cremosa, que € adicionada nas embalagens plasticas.
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No processo de obtencdo da margarina observa-se a descricdo de cinco etapas:
neutralizacdo, branqueamento, hidrogenacdo/esterificacdo, pds branqueamento e
desodorizagdo. Dentre elas, refino e desodorizacdo produzem residuos atualmente vendido

para fabricas de sabdes. As Figuras 2.2 e 2.3 descrevem em detalhes as duas etapas.

= OLEO VEGETAL BRUTO/
DEGOMADO —» ARMAZENAMENTO EM TANQUES DE OLEO BRUTO

Tanque 15 Tanque 16

»  HOMOGENEIZACAO
ACIDO [

FOSFORICO ou P
ACIDO CITRICO | ™ LAVAGEM ACIDA

AGUA |

CENTRIFUGACAO

+ . AGUA
SECAGEM . SABOES T
* ACIDO
| Fosronco | | REFNARIA
ESTOCAGEM DO OLEO DE PALMA ¢ IMPUREZAS (VENDIDA)
NEUTRO SECO - Tanque 4100 e FERRO

Figura 2.2 — Fluxograma do processo de refino de 6leos da unidade de Gorduras e Margarinas
Especiais — GME, localizada em Fortaleza /CE, ressaltando o residuo da borra da refinaria

vendido.
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BASE
HIDROGENADA/INTERESTERIFICADA

OLEO SEMI REFINADO/
BRANQUEADO

FORMULAGAO DO BLEND EM BALANCA DE
PREPARACAQO —BL 47

FORMULAGAO DO BLEND EM BALANCA DE
PREPARACAO - BL 48

HIDROXIDO

FILTRACAO EM FILTRO DE POLIMENTO DE SODIO

v

DESODORIZACAO | | AGUA /ACIDO GRAXO

ACIDOS GRAXOS |«
v
FILTRACAO EM FILTRO DE POLIMENTO BORRA (ETE)
(ATERRO)
DESCARTE ESTOCAGEM DE GORDURA EM BHT
TANQUES PARA SETOR DE
TANQUES 29 E 30 MARGARINA TBHQ
DIMETILPOLISILOXANO
l l l ACIDO CITRICO
MARGARINA ENVASE GORDURA CARREGAMENTO A
GRANEL

Figura 2.3. — Fluxograma do processo de desodorizacdo, da unidade de Gorduras e

Margarinas Especiais — GME, localizada em Fortaleza /CE, ressaltando o residuo gerado da

borra da ETE destinado ao aterro sanitario municipal.

O objetivo da desodorizagdo apresentado na Figura 2.3 é remover acidos graxos livres,

componentes volateis e produtos de decomposicdo térmica por destilagdo, em corrente de

vapor, pressao reduzida e temperatura elevada. Tal etapa do processo produz o residuo

denominado borra da ETE que € enviado para destinacdo final em aterro sanitario municipal.
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As Figuras 2.4 e 2.5 apresentam os locais de armazenagem dos residuos: borra da
refinaria e borra da ETE respectivamente.

Figura 2.5. - Armazenagem de borra da ETE.

Para definicdo dos residuos a serem investigados como possiveis substratos em
fermentacdo, algumas caracteristicas sdo citadas como imprescindiveis na literatura (Bennett,
1998; Dekker, 2003 e Farinas, 2011): serem baratos, atenderem as necessidades nutricionais
do microrganismo, possuir caracteristicas que facilitem o controle do processo, ndo provocar
dificuldades na recuperacdo do produto, estabilidade para armazenagem, constancia na

composigdo e ndo constituir probleméatica ambiental no final do tratamento de efluentes.
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2.1.3 - Lipases

As lipases codificadas como EC 3.1.1.3 sdo enzimas largamente disponiveis em
animais, plantas e microrganismos e sdo responsaveis pela hidrolise das gorduras insolaveis,
Oleos e ésteres de &cidos graxos, resultando em monoacilglicerdis, diacilglicerois, acidos
graxos livres e glicerol. A reacdo é considerada complexa apresentando uma fase ndo aquosa
separada de emulsdo, onde atua a enzima na interface gordura-dgua. A aplicacdo no
processamento de Gleos tem merecido maior atencdo devido a possibilidade de hidrolise
enzimatica para producéo de &cidos graxos, a sintese de lipideos e a modificagdo enzimética
dos lipideos por interesterificacdo. A reacdo mais significativa para a inddstria de alimentos
envolvendo lipase trata-se da reagdo: triglicerideo + 4gua — glicerol + acidos graxos (Gupta,
2015)

Existem variadas origens de obtencdo das lipases: animal (hepatica pancreatico e
gastrica), microbiana (bacteriana, flngica e de levedura) ou vegetal conforme Barros et al.
(2010). Sendo que as lipases microbianas em escala industrial possuem limitagdes devido aos
elevados custos de producédo (Jaeger e Eggert, 2002; Jing et al., 2003; Freire e Castilho, 2008;
Gandra et al., 2008; Ledo, 2009; Leal, 2010; Ramos-Sanches, 2015). Descrevem-se abaixo

algumas pesquisas realizadas sobre a producdo de lipases.

Vieira (2005) pesquisou lipases isoladas como alternativa para conversao em esteres,
porém o alto custo e a rapida desativacdo enzimatica na presenca do alcool inviabilizava a
producdo comercial. Por isso a importancia de se pesquisar novas alternativas e condicdes de

processo para viabilizacdo de obtencéo do produto.

Rose e Pike (2006) determinaram a atividade lipolitica em residuos de trigo e farelo de
trigo em sua pesquisa utilizando-os como suporte para crescimento microbiano. A atividade
da lipase em farelo de trigo variou de 2,17-9,42 Ul/g, e em trigo grdo inteiro 1,05-3,54 Ul/g.
As concentracOes ideais de azeite e agua utilizados como substrato foram 0,4-0,8 mL e 0,15-
0,20 ml por g de amostra desengordurada, respectivamente. A incubacéo ideal de temperatura

foi de 40 °C e tempos de incubacéo de até 8 h.
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A lipase purificada do trigo caracterizada com (143 = 2 KDa) utilizada no substrato de
trioleina com aplicaces em reacOes de esterificacdo e hidrolise, mostrou atividade 6tima em
pH alcalino proximo a 8,0 e temperatura de 37°C. A enzima manteve 20% da sua atividade

apos a incubacgdo a temperaturas de 60 a 90 °C, durante uma hora a pH 8,0 Jing et al.(2003).

Colla et al. (2015) pesquisaram a estabilidade de lipases produzidas por fermentacao
do fungo Aspergillus em estado sélido e por fermentacdo submersa e concluiram serem 80%

mais estaveis por 1h a 90° C as lipases produzidas em fermentacdo em estado solido.

2.1.4 - Microrganismos produtores de Lipases

Oliveira et al., (2008) avaliaram producdo e caracterizacdo de lipase produzida por
Fusarium sp. e sua aplicacdo na producéo de biodiesel concluindo que a lipase obtida da cepa
selvagem de Fusarium sp. apresentou potencial para utilizacdo industrial, podendo atuar no
processo de producgéo de biodiesel, devido a sua alta estabilidade na presenca de metanol e
boa atividade de transesterificacdo. A mesma poderia ser utilizada como biocatalisador de
baixo custo para producdo de biodiesel a partir de 6leo de soja e que inconvenientes
envolvidos no processo quimico podem ser evitadas com a utilizacdo da enzima, podendo
essa ser aplicada na industria de detergentes devido a manutencdo da atividade em meio
altamente alcalino. Considerou-se que a cepa de Fusarium sp. isolada apresentou alta
atividade em tempo inferior aos encontrados na literatura, alcancando 120h de cultivo (Maia
et al., 2001). Além de ser uma enzima com potencial uso industrial, produzida por um

microrganismo representante da biodiversidade nacional.

Apresentando atividade maxima de 2,5 U/mL em 96 h foram descritas na literatura
lipases com atividades de 1,19 U/mL em cultivos com Fusarium sp. (Mase et al., 1995), 0,5
U/mL com F. solani (Maia et al., 2001) e 1,7 U/mL com F. oxysporum (Camargo-de-Moraes
et al.,2003). Goujard et al. (2009), utilizando lipases comerciais de Candida antarctica e

Rhizopus arrhizus obtiveram, respectivamente, 560 e 16 Ul/g.
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Fregolente et al. (2009), pesquisando a producdo de monogliceridios via glicerolise
enzimaética e destilacdo molecular fizeram uso de lipase comercial de Candida antactica B
(Novozym 435) imobilizada cedida pela Novozymes. Industrialmente, monoacilglicerideos
(MAG) e diacilglicerideos (DAG) sado produzidos atraves da interesterificacdo de
triacilglicerdis com glicerol (glicerdlise), a altas temperaturas (>200 °C), na presenca de
catalisadores inorganicos. Esta reacdo produz uma mistura com, aproximadamente, 50% de
MAG. Devido as altas temperaturas utilizadas, esta reacdo é acompanhada pela formacéo de
subprodutos indesejaveis, decorrentes de reacdes de polimerizacdo de acidos graxos. Estes
componentes conferem cor escura e odor desagradavel ao 6leo. Com o crescente interesse das
indUstrias alimenticias em fabricar produtos mais saudaveis devido as exigéncias de mercado,
ou seja, produtos livres de reacGes de polimerizacdo e de gorduras na configuracdo trans, a
substituicdo da rota quimica pela rota enzimatica na producdo de MAG e DAG apresenta-se
como uma alternativa atrativa. Neste processo sdo utilizadas condi¢cbes amenas de
temperatura (40-70 °C), ndo havendo reacGes paralelas de polimerizacdo e alteragdes trans
nas moléculas produzidas. Além disso, no processo enzimatico € possivel explorar a
seletividade das enzimas em relacdo aos acidos graxos e sua regioseletividade pela posicdo do
acido graxo na molécula de glicerol (posigdo o ou B). Verificado que dentre as lipases
estudadas, a lipase de Candida antarctica B obteve melhor desempenho na produgdo de DAG
e MAG.

Pandey (2000), investigando isolamento e caracterizagdo de trés diferentes tipos de
lipases por fermentacdo semi-sélida utilizando Candida rugosa, comenta que a producdo
também ocorre por Geotrichum candidum, C. antartica, C. rugosa, Aspergillus niger, A.
oryzae, Penicillium cyclopium, Rhizopus miehei e bactérias como Chromobacterium
viscosum. Contudo, a lipase produzida por C. rugosa tem se tornado um grande diferencial

dentro da diversidade biotecnoldgica.

Nwuche e Ogbonna (2011) tiveram como objetivo isolar e caracterizar
microrganismos produtores de lipases, provenientes de diferentes efluentes de industrias
alimenticias da regido de Pelotas, RS., como importantes em aplica¢Bes industriais. Foram
isoladas 21 bactérias, identificadas como Klebsiella pneumoniae ssp. pneumoniae, Serratia
marcescens, Enterobacter aerogenes, Raoultella ornithinolytica e Raoultella planticola. Os
fungos filamentosos isolados foram caracterizados aos géneros Alternaria sp., Fusarium sp.,

Geotrichum sp., Gliocladium sp., Mucor sp., Paecilomyces sp. e Trichoderma sp.. A producao
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de lipase extracelular foi observada em 71,43% das bactérias e 57,14% dos fungos. A bactéria
que apresentou atividade enziméatica mais promissora foi a E. aerogenes (1,54 U/mL),

entretanto, entre os fungos, ndo houve diferenca significativa entre os quatro isolados.

Barros et al.(2010) discutiram a importancia da enzima lipase sob o ponto de vista da
eficiéncia catalitica tornando-se comercialmente vidvel e demonstrando sua versatilidade na
hidrolise, principalmente, na troca de grupos funcionais por esterificacao, transesterificacao,
alcoolise, aciddlise e aminolise. Discute que pesquisadores tém investigado lipase de semente
no auge de sua atividade durante a germinagéo dos graos, correspondendo a enzima de 20 a
50% do peso da semente. Com algumas excegdes, as lipases oleaginosas sao geralmente mais

ativas, especificamente, com triacilglicerdis de cadeia curta que contém acidos graxos.

Treichel et al. (2010); Griebeler et al. (2011); Musa et al. (2012) e, Narasimhan e
Bhimba (2015) descreveram o isolamento e selecdo de microrganismos utilizando a mesma
estratégia adicionando apenas 1,0 g da amostra a placa estéril de agar batata dextrose (PDA)
com aplicacdo ou ndo de antibiotico para evitar crescimento bacteriano, incubadas a 37 °C de
2 a 4 dias, reinoculados sucessivamente para isolamento da microbiota alvo, armazenando as

cepas isoladas a 4 °C e enviando para identificagéo.

2.1.5 — Farelo de trigo

Trigo (Triticum aestevum) é uma graminea que cultivada em todo mundo,
representando a segunda-maior cultura de cereais depois do milho. O grdo de trigo é um
alimento basico usado para fazer farinha e, com esta, diversos alimentos, como pées, biscoitos
e macarrdo. As mudancas na composicao do trigo se ddo em sua maioria devido as diferengas
entre as condicdes de solo e de clima das diversas regifes onde o gréo é plantado (Certrem,
2004). O grao de trigo, representado na Figura 2.6, contém em sua composicdo cerca de 70%
de carboidratos. Além da presenca de carboidratos complexos, nutrientes importantes para
uma alimentacdo saudavel. O grdo é composto por proteinas, vitaminas do complexo B e
outras, minerais, acidos graxos essenciais e fibras alimentares (Wynn et al., 1979; Garza e
Woodruff, 1996; Bacha, 2006). A fibra ou farelo de trigo € a pelicula externa da parte

comestivel do grdo de trigo, que ndo é digerida pelo organismo humano. Na sua composi¢do
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sdo encontrados diversos minerais, inclusive o cromo, que possui fun¢Ges na manutencdo do
metabolismo dos carboidratos e gorduras (Pagnussatt et al, 2011; Segs, 2011; Felix, 2014). O
farelo de trigo tem, segundo os autores acima, uma composi¢do percentual média de celulose
de (31%), hemicelulose (26%), lignina (24%) e cinzas (7%). A Figura 2.6 apresenta as partes
do trigo: farelo, pélos, endosperma e germe, como também a estrutura quimica complexa da
xilana do trigo que devera ser consumida pelo microrganismo no processo fermentativo para

producéo da xilanase.

Camadas de Pélos

Endosperma

Gérmem

0 0 ....
H
OH H
B
H  OH
0. OH
lllll OH HJ A
HOH,C H

Figura 2.6- Esquema da estrutura do grdo de trigo e estrutura quimica da xilana
do trigo, (Fonte Scheuer et al., 2011).
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Castro (2010), pesquisando a producéo, propriedades e aplicacdo de celulase na
hidrélise de residuos agroindustriais cita palha de trigo, resultante da moagem do trigo
(Triticum aestivum), como fonte celulésica na producdo de celulases por
microrganismos, provando assim sua viabilidade. Comenta também que a empresa
Canadense Logen Corporation sediada em Otawa, lider mundial na producéo de etanol
de celulose recebeu financiamento para desenvolvimento de tecnologia na producéao de
etanol com palha de trigo, cevada, aveia e talo de milho. Com a construcdo da primeira
unidade semi-industrial de etanol de biomassas consumindo 40 ton/dia de palha de

trigo. Comprovando a utilizacéo deste residuo e sua viabilidade em larga escala.

Na Figura 2.7 pode-se observar a estrutura quimica da hemicelulose. As pontes
de ligacdo do oxigénio que necessitam ser hidrolisadas pelas enzimas para dar origem
aos produtos de valor agregado comercial xilose, arabinose, galactose, manose e acido
acetico sdo evidenciadas por setas e pode-se visualizar onde ocorrem as quebras
estruturais. Tal figura elucida a estratégia de quebra enzimatica da hemicelulose

apresentando seus subprodutos mais numerosos pentoses e hexoses.
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Figura 2.7 - Desestrutura(;éo quimica para formacéo da xilose. Fonte: Marton
et al.,(2006).
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Na Tabela 2.1 apresenta-se pesquisas realizadas referenciando o percentual de
celulose, hemicelulose e lignina em palha/farelo de trigo, pardmetros estes
imprescindiveis de avaliacdo da caracterizacdo dos substratos que nortearam a

avaliacéo da necessidade de pré-tratamentos ou sua tipificag&o.

Tabela 2.1 — Caracterizagdo da palha/farelo de trigo por diferentes autores.

Produto/Autor Celulose (%) | Hemicelulose (%) | Lignina (%) | Cinzas (%)

Farelo de trigo, 30 24 18 10
Kuhad e Singh (1993)

Farelo de trigo 39 36 10
Castro (2010)

Farelo de trigo, 31 26 24 7
Scheuer et al. (2011)

Farelo de trigo 10,86 28,88 4,89
Azarias et al . (2012)

Palha de trigo 30 50 15 -
Lameira (2013)

Observa-se que o percentual de maior proporcdo €, em geral, a celulose, segundo a
hemicelulose e por ultimo a lignina. Mesmo presente em quantidades menores em relacdo a
fracdo celuldsica a lignina confere segundo Castro (2010), uma limitacdo suficiente para

retardar, ou mesmo impedir completamente a atuacdo microbiana sobre o material.

Diferencas entre celulose e hemicelulose segundo Lameira (2013) consistem
respectivamente em: unidades de glicose ligadas entre si na celulose e consiste em varias
unidades de pentoses e hexoses ligadas entre si na hemicelulose. Alto grau de polimerizagao
(1000 a 15000 mondémeros) com formacdo de arranjo fibroso com regides cristalinas e
amorfas na celulose e baixo grau de polimerizacdo (50 a 300 monémeros) sem arranjo fibroso
com somente regides amorfas na hemicelulose. A celulose é degradada lentamente por acido
inorganico diluido a quente e insollvel em alcalis, enquanto a hemicelulose é degradada
rapidamente por acido inorganico diluido a quente e solivel em alcalis. Segue abaixo a

estruturacdo deste componentes na planta. A Figura 2.8 mostra o grau de dificuldade
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enfrentado pelos microrganismos em acessarem a hemicelulose como fonte de carbono nos

complexos lignoceluldsicos.

Lameda | ©
média L

Paede celular |
primisia

Membrana |
plasmdsica L

Hemcebdose

2.8 Figura — Complexo lignocelulosico. (Fonte: Santos et al., 2012)

2.1.6 — Obtencao de Bioprodutos utilizando farelo de trigo e derivados

Conforme literatura para FES, o substrato por principio é considerado o suporte sélido
gue em geral atua também como fonte de nutrientes, aparecendo inimeras vezes o farelo de
trigo como substrato para producdo de enzimas (Pandey, 1991; Srinivas et al., 1994;Ghildyal
et al., 1994; Jaleel et al., 1992; Kar, 2006; Goyal, 2008; Joshi, 2012; Jaekel, 2012 e Isil; e
Nilufer, 2014).

Dorado et al. (2009), pesquisando a fermentacdo em estado so6lido de casca de soja
suplementado com farelo de trigo usando uma co-cultura de Trichoderma reesei e Aspergillus
oryzae, concluiram que o tratamento alcalino gera agucares com concentracdo amis elevada
em comparagdo com o pré-tratamento &cido. Isto deveu-se a remocdo de lignina e da

concentracdo da fracdo celulésica. O trabalho mostrou que a fermentacdo em estado sélido em

Christiane Maria Christina Nobrega Bakker, 04 / 2017



Revisdo bibliografica 37

biorreator do tipo bandeja estatico é uma valiosa estratégia para produgdo de um sistema de
enzimas com atividades equilibradas que pode eficientemente utilizar biomassa
lignoceluldsica como palha de trigo. Registrou o valor da proteina (N x5,75) de 12,3% para

farelo livre de farinha de trigo.

Segundo Gomes (2010) a adaptacdo de um determinado microrganismo a termofilia
envolve adaptacdo da membrana citoplasmatica, das proteinas e do DNA as temperaturas
acima da faixa mesofilica. As enzimas termoestaveis ja tém sido usadas como aditivo de
detergentes e sabdes (proteases e celulases), no processamento industrial do amido (a-
amilase, glucose isomerase) e na industria de polpa e papel (xilanase) e surgem como
alternativas de interesse em outros bioprocessos, como 0 de sintese organica (lipases,
proteases, oxidorredutases), no setor de diagnostico, no tratamento de residuos e na producdo
de racdo animal. Andrade (1996) pesquisando o microrganismo terméfilo Pyrodictiales abyssi

relata também a producéo de xilanase com temperatura 6tima de 97°C.

2.1.7 - Xilanases

As xilanases (EC 3.2.1.8) sdo classes de enzimas produzidas por diversos
microrganismos com substratos lignocelulésicos que degradam o polissacarideo, abundante
da natureza de protecdo das plantas, beta-1,4- xilano em xilose, decompondo assim a

hemicelulose.

A Figura 2.9 mostra a estrutura heterogénea das hemiceluloses que necessita néo
apenas da acdo de uma enzima, mas de um complexo enzimatico, incluindo aquelas que
atuam nas cadeias laterais dos polimeros (Rosa, 2014). Assim sendo o complexo é composto
por: Endo-1,4-B-xilanases (EC 3.2.1.8) que hidrolisam as ligag¢oes 3-1,4 da cadeia principal de
residuos de xilose; 1,4-B-D-xilosidases (EC 3.2.1.37) que catalisam a hidrdlise da xilobiose e
de alguns 1,4-B-D-xilooligossacarideos a partir da extremidade ndo redutora; a-L-
arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55) que hidrolisam o0s grupos a-L-arabinofuranosil terminais;
a-glucoronidases (EC 3.2.1.1) requeridas para a hidrolise das ligagdes a-1,2 glicosidicas entre
xilose e acido glucurénico ou sua ligacao 4-O-metil-éster; acetil xilana esterases (EC 3.1.1.72)

que hidrolisam as ligacdes entre xilose, acido acético e acido ferulico; p-coumarico esterases
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(EC 3.1.1) que removem acidos piravico e cumarico dos residuos de arabinose das cadeias
laterais.

sistema xilanolitico. Ac = Grupo acetil.
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2.9 Figura — Atividade de um complexo lignocelulésico. Fonte adaptada Polizeli,(2009).

As endoxilanases (B-1,4-xilanases ou endoxilanases) catalisam a hidrolise de ligagdes
1,4-p-D-xilosidicas de maneira aleatéria, liberando xilobiose e outros xilo-oligossacarideos,
diminuindo o grau de polimerizagdo do polissacarideo. As B-xilosidases podem ter afinidade
por xilobiose e xilo-oligossacarideos. Essas enzimas catalisam a clivagem de xilobiose e
atacam extremidades ndo redutoras em Xilo-oligossacarideos, liberando xilose. As B-
xilosidases sdo importantes na degradacdo da xilana, pois removem produtos finais que
poderiam inibir as endoxilanases e, com isso, limitar a hidrélise do polissacarideo (BIELY,
1985).

Tendo em vista a habilidade dos microrganismos para hidrolisar hemicelulose pensou-
se na possibilidade de obtencdo de xilanases utilizando farelo de trigo como fonte de carbono,

uma vez que a farinha de trigo é fabricada em grande escala em varias regides do Brasil. O
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interesse na obtencdo de enzimas xilanasicas, utilizando FES, residiu no fato de que este
processo apresenta algumas vantagens econdmicas em comparacdo a fermentacdo submersa

(FS), sendo relacionadas principalmente com a diminuicdo de energia requerida.

Encontram-se relatos da fermentacdo da xilose para obtencéo de etanol patenteada pela
Universidade da Florida utilizando cepa da E. coli, geneticamente modificada. A cepa de E.
coli foi modificada pela adicdo de genes necessarios para fermentar os agucares, com a
piruvato descarboxilase e a enzima alcool desidrogenase proveniente da bactéria Ziymomonas
mobilis, alcancando um rendimento na fermentacdo de 95% do teérico em escala de bancada.
Porém, em reatores piloto a presenca de compostos acumulados durante a fermentacdo inibem
0 crescimento microbiano reduzindo consideravelmente o rendimento. O trabalho confirma
ainda, que o fungo Trichoderma reesei hidrolisa a celulose, contudo ndo atinge a
hemicelulose (xilose, arabinose, entre outras). Neste aspecto outros microrganismos vém
sendo experimentados, como Acidothermus cellulolyticus, sem que seja atingida a mesma
eficiéncia. A principal limitagdo do processo de producdo de etanol lignoceluldsico é que este,
quando conduzido com microrganismos classicos de fermentagcdo alcodlica, demandam a
etapa de hidrolise enzimatica e as enzimas ainda tém custo elevado, especificamente no

Brasil.

Para produzir um galdo de etanol é gasto US$1,20 s6 com enzimas em periodos de até
sete dias, um desafio a ser vencido pelos pesquisadores (Isil e Nifuler, 2005; Kar, 2006;
Andrade, 2009; Joshi, 2012).
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Na Tabela 2.2 apresentam-se algumas condi¢des de producdo da xilanase e técnicas de

purificacdo pesquisadas.

Tabela 2.2 Diferentes estudos para producédo de xilanases.

Microrganismos Substratos Condig0es Técnicas de Autor(es)
Produtores Utilizados de Cultivo Purificacéo
pHeT (°C)
Phanerochaete Xilana, p-nitrofenol | pH 4,5; Precipitacdo por sulfato de | Decelle et
chrysosporium beta D-| 60e70°C amonio, dialise, | al., 2004
xilopiranosidico e p cromatografia de afinidade
nitrofenol  beta-D e cromatografia de troca
celobiosidico ibnica
Bacillus Xilana pH 5,6; Filtracdo em gel Lama et al.,
thermantarcticus 80 °C 2004
Thermotoga Xilana e | pH6,1; Enzima recombinante, | Jiang et al.,
maritima xilooligossacarideo | 50 °C Cromatografia por | 2004
afinidade
Pseudobutyrivibrio | Xilana pH 5,6; Precipitagdo por sulfato de | Cepeljnik et
xylanivorans 38°C amonio e cromatografia | al., 2004
por interacdo hidrofébica
Bacillus sp. Xilana pH 6,5; 8,5; | Precipitacdo de sulfato de | Sapre et al.,
10,5; amonio, dialise, | 2005
50 °C cromatografia troca idnica
e filtracdo em gel
Aspergillus Xilana pH 6,0-7,0; Diéalise, cromatografia de | Carmona et
versicolor 55°C troca  ibnica, osmose | al., 2005
reversa
Aspergillus Xilana e polpa kraft | pH 5,5-6,5; | Filtragdo em gel Sandrim et
caespitosus 6,5-7,0; al., 2005
50 °C
Penicillium Xilana pH 5,0; Cromatografia de troca | Tanaka et
citrinum 55 °C ibnica e filtracdo em gel al., 2005
Aspergillus niger Xilana pH 5,0; Cromatografia de troca | Krisana et
55 °C ibnica e filtracdo em gel al., 2005
Schizophyllum Glucuronaxilana e | pH 5,5; Cromatografia de troca | Kolenova et
commune acido 50 °C ibnica e filtracdo em gel al., 2005
aldotetraurénico
Aspergillus niger Xilana pH 5,0; Enzima recombinante, | Levasseur
50°C filtragdo em gel et al., 2005
Aspergillus SP | xilana  comercial | pH 6,0 ; Filtracdo em gel Cabarello,
2M1 tipo “birchwood” 28-38°C 2005

Fonte: (Santos, 2010)
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Pereira (2013) estudando a funcdo da parede celular, composta de lignina,
hemicelulose e celulose, em proteger dos microrganismos e estresse oxidativo a célula,
descreveu a xilana como argamassa que une a lignina e a celulose para formacdo desta
estrutura de protecdo. Afirma que a formacdo de xilanases é reprimida pela presenca de
glicose e induzida pela xilana, fonte alternativa de carbono utilizada pelos microrganismos na

sua estratégia de sobrevivéncia.

Quando na presenca de xilana o microrganismo € induzido a produzir xilanases para
inicio do consumo da fonte de carbono. Na liberacéo de glicose facilmente consumivel ocorre
uma segunda etapa onde a repressao catabdlica comunica ao microrganismo a necessidade de
inicar um novo mecanismo priorizando agora o crescimento celular. O fenémeno da repressédo
catabolica é explicado pela capacidade da célula em reconhecer a molécula sinalizadora, a
glicose, que atravessa a membrana celular e ativa a molécula repressora, que se liga a regiao

promotora dos genes da celulase e xilanase bloqueando a transcri¢do destes genes.

O uso de xilanase s6 foi introduzido na panificacdo nos anos 70 com resultados de
acréscimos entre 14 e 60% no volume especifico comparado com pées nao suplementados.
Investigando biomassa do cerrado encontraram atividade xilanolitica de 35,5 Ul/mL com pH
Otimo de 5,0 e temperatura de 50°C. Em 3 dias de cultivo o microrganismo identificado como
Aspergillus niger IFBMDO1 alcangou o pico de producdo de xilanase utilizando como
substrato farelo de trigo em fermentacdo submersa. A massa molecular identificada em
bandas protéicas foi de 30 a 66 kDa.

Silva (2014) pesquisou a producdo de xilanase em fermentacdo submersa pelo fungo
Emericella nidulans cultivado em bagaco de cana de agucar. Obteve resultado a partir do
primeiro dia de fermentacdo obtendo xilanase de 22 KDa ap6s purificacdo por ultrafiltracdo
do extrato bruto, precipitacdo com sulfato de aménio e cromatografias de filtracdo em gel de
troca i6nica. Comenta sobre a utilizacdo de xilanases na producdo de pées e sucos e que 0
acido 4-hidroxi-benzoico aumentou sua atividade. A enzima obtida denominada pela sigla
“XynA” apresentou maior atividade a 55°C e na faixa de pH 3,0 — 6,5. A enzima se mostrou
pouco termoestavel, com meia-vida de 40, 10 e 7 minutos a 28, 50 e 55°C, respectivamente.
“XynA” foi mais ativa sobre a porcdo soltvel da xilana, com valores de km e Vméax 3,39
mg/mL e 0,502 Ul/mL, respectivamente. A hidrolise da xilana por “XynA” gerou

xilooligossacarideos, indicando acdo tipo endo. Diferentes compostos fenolicos comumente
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liberados durante o pré-tratamento de biomassa lignocelulésica causaram efeitos variados
sobre “XynA”. Os 4acidos tanico e cindmico inibiram a enzima, enquanto o acido 4-hidrdxi-
benzoico aumentou sua atividade e os acidos ferdlico, p-cumarico e vanilina ndo mostraram
efeito. O etanol aumentou a atividade, estabilidade e velocidade maxima da enzima, indicando
potencial para aplicacdo em processos de sacarificacdo e fermentacdo simultaneas de
biomassa. O ultrafiltrado (uma fragdo semipurificada de xilanases) foi capaz de hidrolisar
polpas de celulose em diferentes etapas do processo Kraft, resultando na liberacéo de agucares
redutores, cromoforos, pentoses e produtos de hidrolise de xilana, sem concomitante liberacéo
de glicose. O extrato bruto se mostrou capaz de degradar bagaco de cana-de-aglcar nado-
tratado ou submetido a explosdo a vapor, liberando aglcares redutores e produtos de hidrélise

de xilana.

Umsza-Guez et al. (2011) investigando a producdo de xilanase por Aspergillus
awamori e fermentacdo em estado sélido com substrato em polpa de tomate mensuraram no
primeiro dia de cultivo valores entre 80 e 100 1U/gds (unidade de medida internacional de
atividade enzimatica por grama de residuo sélido). Sendo a xilanase a enzima produzida nas
condicBes 6timas de pH 5,0 e temperatura de 50°C. Enzima ativada pelo ion Mg®* e
fortemente inibida por Hg 2* e Cu #*. Na extracéo a atividade foi preservada em pH entre 3,0 e

10,0 e temperaturas entre 30 e 40°C.

Delabona (2015) explica que as enzimas microbianas podem ser obtidas por cultivo
em substratos s6lidos, também conhecida por fermentacdo em estado sélido (FES), em que se
pode utilizar diversos substratos como suportes ou podem ser obtidas por fermentacéo
submersa (FS), cuja definicdo é de que o meio de cultura, apresenta alto teor de agua. Nos
processos submersos as fermentacGes sdo conduzidas em biorreatores agitados e aerados

mecanicamente podendo ter grandes volumes.

Existem muitos tipos de biorreatores disponiveis para a FS, mas a producdo de
enzimas comerciais é feita predominantemente em sistemas de mistura por agitadores
mecanicos internos, dentro de um recipiente cilindrico fechado constituido de aco inoxidavel
e contendo um eixo interno com pas para agitacdo e o controle é feito por dispositivos

acoplados.
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Os processos com cultivo submerso apresentam variagdes na forma de condugéo,
podendo operar de forma continua, semi-continua ou descontinua. No regime continuo o meio
¢ adicionado de forma continua e os produtos de fermentacdo também sdo continuamente
removidos. Ja 0s processos descontinuos podem ser realizados na forma de batelada, isto é
quantidades unicas de substrato sdo fornecidas ao microrganismo no inicio do cultivo
descontinuo; e de forma batelada alimentada fed batch, em que ocorre a alimentagdo durante o
processo. No processo semi-continuo a adi¢éo de substrato e retirada de produto sdo efetuadas
intermitentemente. O processo de fermentacdo em fed batch envolve uma adicdo lenta de
meios com nutrientes, assim pode permitir niveis de nutrientes baixos para minimizar a

repressdo por metabolitos.

Estudos tém mostrado que essa forma de fermentacdo diminue os problemas
associados a aeracgdo, agitacdo, formacdo de espuma e incrementam a producdo das enzimas
(Esterbauer et al., 1991). Portanto, o cultivo submerso de fungos é considerado um processo
multicomponente, onde o crescimento celular e a formacéo de produto séo influenciados pelos
parametros operacionais que envolvem a fermentacdo: composicdo de meio de cultura,
temperatura, pH do meio, forca de cisalhamento, morfologia do fungo, natureza e
concentracdo do substrato, disponibilidade de nutrientes, presenca de indutores, agitagdo do
meio reacional, configuracdo dos impelidores, quantidade de oxigénio dissolvido, entre

outros. E a producdo em larga escala de enzimas requer interdisciplinaridade.

Enzimas xilanoliticas sdo produzidas por diversos organismos, como, bactérias
aerobias e anaerdbias, leveduras, fungos mesofilicos, termofilicos e extremofilicos, algas
marinhas, protozoarios, moluscos, crustaceos, insetos, sementes, entre outros. A maioria dos
microrganismos, que utilizam substratos contendo xilano, produzem Xxilanases, pois
apresentam um conjunto de genes que sao expressos em resposta a presenca de determinados
substratos. Dependendo do organismo, as enzimas podem permanecer no interior da célula, na
membrana celular ou ser secretada para fora da célula, para o meio extracelular. Os fungos
filamentosos séo os principais produtores de xilanases, uma vez que secretam as enzimas para
0 meio externo, em niveis muito mais elevados do que os de leveduras e bactérias. A
regulacdo da producéo do complexo xilanolitico pode ser independente da expressdo de outras
enzimas; durante o crescimento em xilano, os fungos filamentosos produzem xilanases e

pouca ou nenhuma quantidade de celulase. Porém, na presenca de celulose 0s organismos
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produzem celulases associadas a xilanases. As xilanases s&o, geralmente, enzimas induziveis,

porém a producdo constitutiva de xilanase também tem sido verificada.

Os fungos filamentosos possuem uma grande diversidade de mecanismos de controle
celular. Os mecanismos que regulam a formacéo de enzimas extracelulares, com base na fonte
de carbono presente no meio, séo influenciados pela disponibilidade de precursores para a
sintese de xilanases. A molécula de xilano, por ser uma estrutura polimérica, ndo é capaz de
penetrar na célula microbiana, entdo, geralmente, fragmentos menores, xilooligossacarideos
de baixa massa molecular, sdo formados pela acdo de pequenas quantidades de xilanases
constitutivas secretadas no meio extracelular; estes oligossacarideos sdo transportados para
dentro da célula, por permeases, e induzem a expressdao dos genes envolvidos na sintese de
xilanases. A xilose e alguns xilooligossacarideos sdo indutores da producédo de xilanase, mas
geralmente, os agUcares prontamente metabolizaveis, tais como a glicose, atuam como

repressores da sintese de xilanase.

A repressao catabolica por glicose € um fendmeno comum observado na biossintese de
xilanase. A inducdo de xilanase em fungos filamentosos é um fendmeno complexo e o nivel

de resposta varia para cada micro-organismo.

Um substrato que induz a producdo de xilanase em uma espécie pode ser um inibidor
da producdo em outra espécie. A producdo de xilanase pode ser induzida também por
materiais lignocelulésicos como farelo de trigo, palha de arroz, sabugo de milho e bagaco de
cana. Xilanases, produzidas por micro-organismos, tem sido amplamente utilizadas durante as
ultimas décadas, por causa de suas potenciais aplicacfes em diversos setores da industria.
Aspergillus niger, Humicola insolens, Termomonospora fusca, Trichoderma reesei,
Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma koningii, dentre outras espécies, tem sido
manipuladas para a producéo de xilanases comerciais (Collins et al., 2005). O mesmo autor
estudando cultivos utilizando farelo de trigo, farelo de aveia e bagaco de cana, com producéo
de xilanase pela linhagem de P. chrysogenum e Aspergillus versicolor, cultivadas em
condicdes estaticas a 28 °C, por sete dias em frasco Erlenmeyer de 125 mL em meio liquido
Vogel, pH 6,5, contendo 1% (m/v) de cada substrato como Unica fonte de carbono encontrou
uma atividade de 3,59 U/mL, cerca de 25 vezes maior que em cultivo com glicose (0,15
U/mL). Sugerindo que a enzima é de indugdo, podendo também sofrer represséo catabdlica

pela glicose. Em cultivos com farelo de aveia, observou maior produgdo de xilanase com
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valor médio de 4,56 U/mL, enquanto que em farelo de trigo a atividade foi de 1,63 U/mL.
Esse resultado é importante j& que a producdo de xilanases em residuos agroindustriais
contribui para a reducdo do custo de producdo dessas enzimas, podendo viabilizar um
processo em maior escala. Dentre os residuos agroindustriais, o cultivo com bagaco de cana-
de-agUcar se destacou por apresentar a maior atividade especifica com valor de 8,75 U/mg de
proteina, fator interessante para o uso desse substrato para producdo seguida de purificagdo
das xilanases. Aspergillus versicolor apresentou maior producdo de xilanase em cultivo com

farelo de trigo.

Cunha (2016) estudando a purificacdo e caracterizacdo bioquimica e biofisica de uma
xilanase (Xyl) de Aspergillus foetidus crescido por 7 dias em casca de soja, purificam e
caracterizam visando o potencial biotecnoldgico da Xyl e o aproveitamento do residuo. A
curva de inducdo enzimatica do fungo indicou alta atividade de xilanase a partir do segundo
dia, mantendo-se constante ao longo de 20 dias. A otimizacdo das condi¢bes de cultivo,
utilizando a metodologia de superficie resposta, levou a producdo maxima de xilanase de
13,98 U/mL. Uma xilanase foi purificada com massa molecular estimada de 14,19 kDa. A
Xyl teve sua maior atividade a 50°C e pH 5,0. A meia-vida da Xyl a 30°C e a 50°C foi de 8
dias 16 horas e 7h 36min, respectivamente. A enzima foi ativada por Mg*,Ca #*,Zn K" e
Na* e inibida por Mn 2*, Co %, Fe ** e SDS.

Os produtos da hidrélise da xilana liberados induzem a producdo de xilanases por
diferentes métodos. A xilose, por ser uma pequena molécula de pentose, facilmente entra nas
células de bactérias e fungos e induz a producdo de xilanases. A inducdo pelas moléculas
maiores pode ser explicada pela transposicdo direta na matriz celular onde essas moléculas
sdo degradadas por B-xilosidases intracelulares liberando os residuos de xilose. Outra
possibilidade € que esses oligdmeros sdo hidrolisados em monémeros durante o processo de
transposicdo da membrana celular para a matriz celular pela acdo de transportadores

hidroliticos capazes de clivar a ligacdo p-1,4.

Um fendémeno bem reportado na literatura é a repressdo catabdlica por glicose na
biossintese de xilanase. Se esse acucar esta presente no meio, observa-se a repressdo da
sintese de enzimas catabolicas que pode acontecer pela repressdo direta do gene de transcrigdo

e indiretamente pela repressdo do ativador transcricional. A sintese da enzima também é
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reprimida na presenca de fontes de carbono facilmente metabolizadas, sugerindo que a sintese
da enzima é controlada por reguladores no estado de transigdo e repressao catabolica.

Terrone (2013) realizou trabalho com uma linhagem de Penicillium chrysogenum para
produzir xilanases utilizando um residuo agroindustrial como substrato. O principal objetivo
foi melhorar a producdo da xilanase, verificando a influéncia de diferentes substratos,

agitacdo, pH e temperatura de cultivo.

As propriedades da enzima bruta e da purificada foram pH o6timo de 6,0 e 6,5,
respectivamente, e a temperatura 6tima para ambas de foi a 45 °C. As meias vidas a 40, 45,
50, 55 e 60 °C, para a xilanase bruta foram de 37, 28, 16, 2, e 1 minuto e para a Xilanase
purificada foram de 35, 31, 10, 3 e 2 minutos, respectivamente. A maior estabilidade ao pH da
enzima bruta ocorreu em pH 6,0 e também se mostrou estavel na regido alcalina, entre 8,0 e
10,0; j& a enzima purificada apresentou maior estabilidade na faixa de pH de 4,5 a 10,0. A
atividade xilanase, presente no filtrado bruto e da enzima purificada, sofreu inibicdo na
presenca de alguns fons metalicos, como Cu " e Pb *? e teve sua atividade aumentada na

presenca de agentes redutores como DTT e 3-mercaptoetanol.

Dutra (2013). Relatou que Chrysoporthe cubensis, fungo patdgeno de eucalipto,
possui potencial para producdo de enzimas para a sacarificacdo da biomassa lignoceluldsica.
Neste estudo o fungo foi cultivado em diversas fontes de carbono sob condicdes submersas, a
fim de observar a producdo de celulases e hemicelulases extracelulares. Foram testados como
indutores de atividade enzimética fontes de carbono complexas como farelo de trigo,
carboximetilcelulose — CMC, xilana Birchwood — XB, Locust bean gum — LBG, pectina de
citrus peel — CP e também fontes de carbono mais simples como glicose, celobiose, lactose,
galactose, manose, xilose e arabinose. C. cubensis produziu os maiores niveis de atividades
celuloliticas e hemiceluloliticas quando crescido em farelo de trigo e CMC. Quando cultivado
em farelo de trigo C. cubensis produziu as atividades B-glicosidase, endoglicanase e xilanase
de 0,36 U/mL, 3,6 U/mL, 14,2 U/mL, respectivamente.

Os extratos produzidos por C. cubensis cultivados em presenga de fontes de carbono
simples, apesar de ndo apresentarem, quantitativamente, valores expressivos de atividade de
celulases e hemicelulases, apresentaram, de maneira qualitativa, atividades de celulases e

hemicelulases quando analisados através de zimogramas. Isto comprova que fontes de
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carbono simples podem estar envolvidas na ativacdo da producéo tanto de celulases quanto de

hemicelulases em C. cubensis.

No processo de inducdo de celulases e hemicelulases em fungos, na visao geral, 0s
processos de producdo de celulases e hemicelulases variam sobremaneira quando se
comparam diferentes organismos. Em bactérias como Clostridium thermocellum,
Cellulomonas flavigena e Pseudomonas fluerescens var. cellulosa, a expressdo de celulases
ocorre de maneira constitutiva, enquanto que em fungos, ha um complexo mecanismo de
regulacdo da expressdo destas enzimas (Suto e Tomito, 2001). Nos fungos existem
basicamente trés estados na regulacdo de celulases e hemicelulases: a expressao em nivel
basal, a producdo induzida por indutores e a repressdo catabdlica por carbono. A expressao
em nivel basal ocorre quando ndo ha ligacdo de proteinas ativadoras, nem de proteinas
repressoras, as regides reguladoras dos genes. Nestas condi¢des, 0s genes sao transcritos em
uma pequena extenséo, conferindo a expressédo basal de celulases e hemicelulases pelo fungo.

A expressao em nivel basal é extremamente importante nos processos de inducgéo, pois
estas enzimas hidrolisam o substrato polimérico liberando moléculas menores, como
pequenos celobiosideos e monossacarideos, que podem atuar como indutores no processo de
producdo de celulases e hemicelulases. Portanto, as enzimas secretadas em nivel basal
possuem um papel fundamental no processo de desencadeamento da inducdo de enzimas
celuloliticas e hemiceluloliticas. Uma vez que moléculas indutoras entram nas células, estas
podem induzir a ativagédo da transcricdo de genes codificantes para celulases e hemicelulases
culminando numa producdo enzimatica macica. Estes processos sdo mediados por proteinas

ativadoras e elementos ativadores.

A grande quantidade de enzimas secretadas hidrolisam os polimeros celulésicos e
hemicelulésicos, fornecendo fonte de carbono necessaria para a nutricdo do fungo. Moléculas
indutoras diversos fungos produzem celulases e hemicelulases somente quando estdo em meio
contendo a molécula alvo da hidroélise, como a celulose e a xilana. Todavia, a celulose, por ser
um polimero de alta massa molecular, é incapaz de induzir por si sO, 0 processo de inducao de
enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas. Pensando nisto, muitas pesquisas tém focado os
produtos da hidrolise da celulose, bem como da hemicelulose, a fim de investigar as reais

moléculas envolvidas nos processos de inducdo. A xilose, um dos produtos da hidrolise da
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xilana, pode atuar como molécula indutora em Thermoascus aurantiacus induzindo a

producdo de xilanase, - glicosidase e endoglicanase.

Em contrapartida, este monossacarideo, quando presente no meio em altas
concentracdes, atua de maneira reversa, e desencadeia 0 processo de repressdo catabolica,
inibindo a producéo de celulases e hemicelulases. Enzimas xilanoliticas sdo produzidas em
Aspergillus quando estes sdo crescidos em xilose e xilana. Todavia quando estes fungos
crescem em glicose e galactose, a producdo das enzimas ndo é ativada. Xilose e xilana sédo
capazes de induzir ndo s6 a producdo de enzimas xilanoliticas, mas também podem muitas
vezes ativar a producdo de enzimas celuloliticas. Isto sugere um sistema de regulacdo geral

para estas enzimas em fungos do género Aspergillus.

Sobre ativadores transcricionais, uma proteina ativadora transcricional de Aspergillus
niger, XInR, tem sido isolada e classificada como membro da familia de ativadores
transcricionais do tipo GAL4. A caracterizacdo de XInR permitiu observar que esta proteina
foi a responsavel pela ativacdo dos genes de endoxilanase e B-xilosidase. A expressdo dos
genes que codificam para XInR é ativada em presenca de xilose, portanto, € uma via de
ativacdo pela xilose, um produto da hidrolise da xilana. Curiosamente, foi observado que
XInR estaria ligado ndo s6 a expressao de genes hemiceluloliticos, mas também a expressao
de alguns genes celuloliticos. Alguns genes ativados por XInR em A. niger sdo: duas
endoxilanases (xInB e xInC), uma B-xilosidase (xInD), duas endoglicanases (eglA e eglB),
dentre outros. Entretanto, genes codificantes para arabinofuranisidase e B-glicosidase néo

foram regulados por XInR.

A repressdo catabdlica por carbono altos niveis de glicose (e até mesmo outros
monossacarideos, como a xilose) no meio, ativam o chamado sistema de repressdo catabdlica
por carbono em diversos fungos. Este sistema de represséo a nivel transcricional, impede que
haja macica producdo de (hemi)celulases de maneira desnecessaria para 0 organismo. Um
conhecido sistema de repressao catabdlica por carbono é encontrado em fungos do género
Aspergillus. Nestes, a proteina repressora catabolica (CreA), uma proteina com dominio dedo
de zinco, se liga ao seus sitios especificos (SYGGRG), presentes em diversas regioes
promotoras de uma ampla gama de genes, inibindo assim a transcricdo destes. Outras
proteinas repressoras catabolicas sdo a MIG1 em leveduras e a CREL em H. Jecorina. Todas

estas proteinas apresentam regides conservadas de ligagdo ao DNA (Suto e Tomito, 2001).
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A producéo de proteinas repressoras catabolicas ocorre de maneira constitutiva, e sua
presenca, parece ser fundamental para o desenvolvimento dos fungos, ja que mutantes
defectivos para estas proteinas sdo inviaveis. Sendo estas proteinas constitutivas, a maneira
pela qual elas atuam na regulacdo da expressdo génica parece ser quanto a sua localizacéo
subcelular. A influéncia de proteinas repressoras catabolicas na regulacdo de enzimas
envolvidadas na degradacdo da parede celular de plantas tem sido observada para diversas
enzimas dentre varios géneros de fungos. Em fungos do género Aspergillus, CreA tem atuado
na repressdo de enzimas como arabinases e enzimas do catabolismo de L-arabinose, varias

xilanases, B-xilosidases, dentre outras (de Vries e Visser, 2001).

Farelo de trigo possui em sua composi¢do altos niveis de proteinas (13-19%) e
hemicelulose (3-6%), aliados a um baixo teor de lignina (3-6%). Essas caracteristicas fazem
do farelo de trigo um bom indutor de celulases e hemicelulases (Falkoski et al., 2013). Em C.
cubensis farelo de trigo induziu a producdo dos maiores niveis de atividades de endoglicanase
e xilanase, além apresentar bons niveis de atividade de B-glicosidase quando comparado as
demais fontes de carbono avaliadas neste estudo. Extratos produzidos por C. cubensis
cultivados em farelo de trigo apresentaram atividades de endoglucanase, xilanase e -
glicosidase iguais a 3,6; 14,2 e 0,36 U/mL, respectivamente. Este substrato induziu também,
em menores quantidades, outras hemicelulases e apenas a atividade de a-galactosidase néo foi

detectada.

Para Aquino (2012), a farinha de trigo indicada para uso em panificacdo é a do tipo
forte ou especial, por ser rica em proteinas de 6tima qualidade e formadora de glaten, o que
resultard em uma massa de boa consisténcia. A agua é absorvida por proteinas, granulos de
amido e pentosanas da farinha. A quantidade de agua que é absorvida depende da qualidade
da farinha de trigo. A &gua que ndo € absorvida permanece como agua livre. A potencial
aplicacdo de xilanases na panificacdo € principalmente por melhorar a qualidade do péo.

A enzima pode ser efetivamente substituida pelos aditivos usuais como 0s
emulsificantes e oxidantes. No entanto, para melhores resultados as enzimas devem ser usadas
em seus niveis 0timos e uma alta dosagem pode levar a efeitos adversos no produto final.
Durante o processo de panificacdo, as xilanases, e outras hemicelulases, clivam a

hemicelulose da farinha de trigo, ajudando na redistribuicdo da 4gua e tornando a massa mais
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macia. Além disso, as xilanases atrasam a formacgdo do miolo, permitindo o crescimento da
massa. O resultado do processo sdo paes com maiores volumes, melhor absor¢do da agua e
melhoramento da resisténcia para fermentacdo. Durante o processo de mistura (energia

mecanica), o gluten é formado.

A adicdo de xilanases nessa etapa pode afetar a formacao do gluten, pois a enzima age,
principalmente, na etapa de rearranjo das proteinas do gluten levando a quebra da sua
estrutura, afetando o rendimento de gliten e suas propriedades reoldgicas. O aumento do
volume do pdo pelas xilanases pode ser explicado pela hidrdlise das frac6es de hemicelulose
insolveis, principalmente arabinoxilana, liberando pequenos oligossacarideos que absorverdo
muito menos agua. Inicialmente, a acdo das xilanases leva a formacéo de fragmentos sollveis
em agua, o que reflete no aumento da viscosidade, em seguida a viscosidade diminui por
causa dos oligbmeros menores, Xilobiose e xilose, que sdo liberados pela hidrélise
posteriormente. A maciez do pao é um efeito indireto da quebra de arabinoxilanas devido a

liberacdo de agua.

2.1.8 - Microrganismos produtores de xilanases

Oda et al. (2006) ao analisar proteinas excretadas por A. oryzae RIB40 em FES e FS,
também em farelo de trigo, relata o crescente interesse pelas enzimas produzidas por este
microrganismo por ser considerado seguro pela FAO, exceder a quantidade de enzimas
excretadas em cultivo submerso, podendo ser considerado um modelo de fermentagdo para
muitos fungos filamentosos e ser viavel comercialmente por produzir em até 500 vezes mais
que outros cultivos. Descreve que a excre¢do destas enzimas ndo pode ser controlada por
fatores ambientais, pois sdo reconhecidamente no cultivo em estado sélido induzidas por
fatores de nutricdo no cultivo. Comenta que pouco se conhece sobre as enzimas excretadas

mas que o ambiente de cultivo afeta esta atividade celular de forma impactante.

Muitas das xilanases produzidas comercialmente séo obtidas por fungos com atividade
Otima de pH &cidos a neutros e a temperaturas abaixo de 45 °C, como cita Franco (1999),
pesquisando a extracdo de duas fases aquosas de xilanase alcalina produzida por Bacillus

pumilus. Caballero (2006) estudou a producéo xilanases pelo fungo Aspergillus SP 2M1,
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analisando algumas propriedades desta enzima visando posterior aplicacdo em etapas de
branqueamento de polpas de Kraft de eucalipto. Sanches e Cardona (2009) identificaram a
alta atividade especifica de hemicelulases tendo o fungo Trichoderma longibrachiatum como
produtor da Endo-1,4-B-xilanase no substrato 1,4-B-xilana. Atividade de 6630

(umol/min.mg), temperatura 6tima de 45 °C e pH 6timo igual a 5.

A Tabela 2.3 apresenta a producdo de xilanases em diferentes residuos agroindustriais

descritos na literatura.

Tabela 2.3 — Substratos e fungos utilizados para producéo de xilanases.

Enzima Substrato Fungo grupo tipo
Sementes de uva, farelo de cevada, milho Trametes Basidiomycota | Podridao
Xilanase | carozo, madeira de corte e suas aparas, versicolor branca

palha de trigo e bagaco de cana

Palha de bagaco de cana Pleurotus Basidiomycota | Podridao
ostreatus branca

Bagaco de cana Aspergillus Ascomycota Podridao
niger marrom

Folhas de clavel, folhas de plantas jovens | Clonostachys Ascomycota Podriddo

(do género Aster), lamela de aveia rosea branca
Folhas de clavel, folhas de plantas jovens Fusarium Ascomycota Podridao
(do género Aster), lamela de aveia merismoides marrom

Folhas de clavel, folhas de plantas jovens | Streptomyces | Actinomycete | Podriddo

(do género Aster), lamela de aveia (bacteriana) branca
Folhas de clavel, folhas de plantas jovens Penicillium Ascomycota Podridao
(do género Aster), lamela de aveia SP. branca
Madeira fibrosa Pycnoporus Basidiomycota | Podridao
cinnabarinus branca
Madeira fibrosa Xylaria Ascomycota Podridao
hypoxylan branca

Fonte: (Sanches e Cardona, 2009).
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Maciel (2006) pesquisando o desenvolvimento de bioprocesso para producgdo de
xilanase por FES utilizando bagago de cana de acucar e farelo de soja como substrato testou
as 20 cepas selecionadas. A estratégia foi o cultivo em placas contendo somente xilana como
unica fonte de carbono. Adicionadas do corante vermelho congo que ao revelar os maiores

halos indicava os maiores produtores de xilanases.

Gomes et al. (2007) em seu artigo sobre enzimas termoestaveis: fonte, producdo e
aplicacdo industrial discorrem que as xilanases hidrolisam as moléculas de xilanas por
mecanismos de acdo endo e exo. Essas enzimas tém sido muito utilizadas na inddstria
papeleira, na etapa de branqueamento da polpa kraft. O biobranqueamento da polpa por
xilanases, em substituicdo ao cloro, promove a remocdo da xilana ligada ao complexo
lignina—carboidrato facilitando a lixiviagdo da lignina. Por outro lado, o tratamento do
material com xilanase na fase de pré-cozimento ajuda a desorganizar a estrutura da parede
celular facilitando, também, as etapas iniciais do processo. Desde que a madeira usada para
producdo de polpa é tratada a altas temperaturas (acima de 70 °C) e em pH alcalino, a etapa
enzimatica requer enzimas termoestaveis, com alta estabilidade e atividade em pH alcalino.
Além disso, é necessario que o preparado enzimatico seja livre de celulases, para evitar o
ataque as fibras de celulose, assim se deseja xilanases muito ativas, para reduzir o custo, e

com baixa massa molecular, para facilitar sua difusdo na polpa.

As xilanases comerciais como as Pulpzyme e Cartazyme ndo sdo termoestaveis o
suficiente (atividade 6tima 50-60 °C e mantém 50% de sua atividade por 15 min a 55 °C)
para evitar a necessidade de um resfriamento da polpa apds o tratamento alcalino. Inumeros
trabalhos tém relatado a producdo de xilanases alcalinas e termoestaveis por organismos
termofilos e hipertermofilos, de procariotos e eucariotos. As atividades das xilanases
termoestaveis descritas tém variado de 60 a 100 °C. Bactérias termofilicas, como Bacillus sp,
Bacillus, Amyloliquefaciens, Bacillus circulans, Streptomyces sp, Thermoactonomyces
thalophilus sub grupo C e Thermotoga sp, tém se mostrado boas produtoras de Xilanases
termoestaveis, as quais atuam a 80 °C. Entre os fungos, destacam-se o Thermoascus
aurantiacus, Fusarium proliferatum, Thermomyces lanuginosus, Humicola insolens,
Humicola lanuginosa, Paecilomyces variotim, Paecilomyces thermophila, Scytalidium
thermophilum, Melanocarpus albomyces e Chaetomium thermiphile com xilanases atuando
entre 50 e 80 °C. Thermomyces lanuginosus é conhecido por produzir altas concentragfes de

xilanase livre de celulase em fermentacdo submersa em meio com residuos agricolas como
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fontes de carbono. Duas endoxilanases termoestaveis ativas e estadveis a pH alcalino
produzidas por fungo termofilo Myceliophthora sp. IMI 387099 foram descritas recentemente
Gomes et al. (2007).

Além do tratamento de polpa Kraft, as endoxilanases produzidas por Thermomyces
lanuginosus e Thermoascus auranticus tém sido utilizadas no processamento de alimentos e
nas industrias de processamento do amido. E ainda endo-p-xilanases com temperaturas 6timas
de atividade em torno de 90 °C foram isoladas a partir de cultivo de hipertermofilicos
Thermotoga sp, Thermotoga maritima, Thermotoga. neapolitana, Thermotoga themarum,
Thermoanaerobacterium saccharolyticum e Sulfolobus solfataricus, como relatado por
Gomes et al. (2007).

Lemos (2006), comenta sobre a inclusdo de aerobios e anaerdébios, mesofilos e
termofilos em funcdo de sua habilidade em sintetisar enzimas com atividade xilanasica. A
maioria dos estudos tem sido conduzida com aerdbios, fungos mesofilos e bactérias. Os
actinomicetos apresentam amplas habilidades degradativas, razdo pela qual despertaram a
atencdo de pesquisadores que tém se dedicado ao estudo da producdo de enzima por esses

microrganismos.

Enzimas como a xilanase e B-xilosidase que degradam a cadeia principal de xilana, a
B-L-arabinofuranosidase e acetil xilana estearase e que hidrolisam a cadeia lateral, ja foram
detectadas em varios actinomicetos, entre 0s quais o género Streptomyces que tem sido
amplamente estudados. A respeito da atividade bacteriana sobre hemicelulose, o género
Bacillus parece o mais eficiente para producédo de xilanases. Este género é o mais utilizado em
fermentacdes industriais, pela habilidade de excretar as enzimas sintetisadas. Bactérias do
género Agrobacterium, Klebsiella, Microccoccus, Arthobacter, Pseudomonas, Enterobacter,
Corynebacterium e Bacillus ja foram estudadas comparativamente em funcdo da capacidade
de degradagdo de xilanas, obtendo os melhores resultados com os dois Gltimos géneros
(Lemos, 2006)

Andrade et al. (2012) selecionaram entre 394 isolados de leveduras silvestre a linhagem
de Cryptococcus flavescens LEB-AY 10 como produtora de xilanase termoestavel extracelular

com atividade otima a 80 °C. Em sua recuperacdo utilizaram resina de troca i6bnica DEAE
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Streamline (25 mL), com recuperacgéo de 45% da atividade inicial e massa molecular estimada
de 48 kDa.

Padilha et al. (2009), com isolado de Pseudomonas cepacia em leito de adsorcédo
expandido e resina de troca ibnica Amberlite IRA 410, para purificar xilanase obteve fator de
purificacdo de 80 vezes, em 6 cm de expansdo do leito, parametros 6timos pH 8 e temperatura

de 37 °C com energia de ativacédo de 10,2 KJ/mol.

Apresenta-se um resumo de microrganismos produtores de xilanase, fonte de carbono

utilizada como substrato e a classificacao da xilanase descoberta na Tabela 2.4 abaixo.

Tabela 2.4. - Microrganismos produtores de enzimas Xilanolitica.

Microrganismo/condicéo/ Endo-xilanase B-xilosidase Referéncia
fonte de carbono (U/L) (U/L)
Streptomyces flavogriseus/ 1590 3 Johnson et al.
FS / farelo de trigo (1988)
Streptomyces olivochromogenes / 10280
FS / farelo de trigo -
Streptomyces C-254/ 6440 3
FS / farelo de trigo
Aspergillus ochraceus/ 12800 3200 Biswas et al.
FS / palha de trigo (1988)
Aspergillus ochraceus / 28100 8100
FMS / farelo de trigo
Cephalosporium/ 36200 3 Bansod et al.
FS / farelo de trigo (1993)
Aspergillus sidowii/ 1465 1720 Gosh et al.
FS / palha de trigo (1993)
Aspergillus sidowii/ 1100 1140
FS/ farelo de trigo
Aspergillus fischeri FXN1/ 41800 B Raj &Chandra
FS / farelo de trigo (1999)
Aspergillus tamarii/ 54320 510 Kadowaki et
FS / farelo de trigo al. (1997)
Aspergillus niger 3T5B8/ 40260 3 Couri et al.
FMS / farelo de trigo (2000)

Fonte: Lemos (2006). FS = fermentacdo submersa e FMS = fermentacdo meio sélido.
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Fernandez (2009) mencionava que as enzimas de origem bacteriana tém tendéncias a ter
0s 6timos de atividades a valores de pH neutros ou basicos, enquanto as enzimas obtidas a
partir de fungos filamentosos e leveduras apresentam valores 6timos de atividade em pH
ligeiramente &cidos. Alguns autores relatam a producdo de xilanase por bactérias e fungos
(Xiong et al.,2004).

O género Aspergillus é de grande interesse e importancia na area de biotecnologia para a
producdo de enzimas, estes sintetizam altos niveis de proteinas; possuem boas propriedades
para a fermentacdo que permitem a produgéo em grande escala. Os produtos destes fungos sao
reconhecidos como Generally Regarded as Safe (GRAS) o que permite seu emprego em
alimentos e dietas alimentares. Também produzem enzimas de interesse na degradacdo dos
polissacarideos da parede celular e algumas espécies sdo capazes de produzir aflatoxinas.
Além disso, fungos do género Aspergillus tém sido empregados amplamente na indUstria para
producdo de enzimas extracelulares, &cido citrico e tratamento de residuos. Reporta-se
também a capacidade de determinadas cepas de sintetizar mais de uma enzima em um mesmo
processo (Wang et al., 2006). E por isso que essas espécies sdo altamente atrativas para uma
eventual producdo de varias enzimas, a0 mesmo tempo, e seu emprego nas racées alimentares

0u outros ramos industriais.

Sales et al. (2010) analisando varidveis que influenciam a producdo de celulases e
xilanase por espécies de Aspergillus relataram que as variaveis que influencian a producéo
simultanea das celulases e xilanases sdo pH, tempo de cultivo, tipo de residuo e espécie do
Aspergillus. Obtendo as melhores condicGes de producdo de xilanase com pH 6,0, tempo de
cultivo de 168 horas, residuo de bagaco de cana de aglcar como substrato e Aspergillus
aculeatus URM 4953, atingindo 30,05 U ml .

Lopes (2010) com o objetivo de otimizar a producdo de xilanase produzida por cepa
de levedura silvestre isolada da mata atlantica, mostrou que existe um efeito negativo na
adicédo do tampao fosfato ao meio de cultivo comprometendo a atividade final. De acordo com
0 modelo estatistico aplicado, a maxima atividade enzimatica encontrada foi de 67,45 Ul para
o ponto central do planejamento experimental, onde a concentracéo de xilana foi de 20 gL e
a temperatura de 30 °C.
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Lameira (2013) avaliou a producdo de xilanases em residuos agroindustriais por
fermentagdo submersa com microrganismo Bacillus sp 3M obtendo atividade xilanolitica de
1,35 U/mL utilizando farelo de trigo como substrato. Caracterizada com massa molar de 420

kDa e mantendo-se estaveis a 60°C por 3 horas, em pH 6timo entre 7 e 7,5.

Os fungos termofilicos sdo microrganismos capazes de crescer em temperaturas entre
20 e 50 °C. De acordo com Rosa (2014), entre os representantes de eucariotos poucas
espécies descritas crescem entre 45 e 55 °C, sendo classificadas como termofilicas
moderadas. Dentre as 50.000 espécies de fungos descritas, somente cerca de 30 apresentam
crescimento em temperaturas entre 40 e 45 °C, embora existam algumas espécies com
capacidade de crescer entre 60 e 62 °C, apresentando seu 6timo em torno de 50 °C. Os fungos
filamentosos sdo representantes da microbiota com grande habilidade de se desenvolver em
material vegetal, como residuos agricolas e silvicolas, grdos armazenados, e madeira

exercendo na natureza o papel de principais cicladores de carbono.

Lopes et al. (2009) apresenta sugestdo de método de selecdo de microrganismos por
indice enzimatico método de coloracdo com Vermelho Congo. Comenta que a producéo em
escala industrial de xilanases ¢ dominada por Aspergillus e Trichoderma e que a grande
utilizacdo de fungos e sua importancia na producdo e comercializacdo de enzimas estd na
facilidade de extracdo sem necessidade de ruptura celular. A estratégia € medida do halo de
crescimento do fungo a cada 24 h. Ndo foi utilizado como referéncia neste trabalho por

considerar-se mais objetivo os resultados de producdo enzimatica por determinacéo da AE.

Silva et al. (1998) estudando a extracdo e caracterizacdo de xilanas de sabugo de
milho comenta que a parede celular dos vegetais € constituida basicamente por aglomerado
polimérico de celulose, pectina, lignina e grupo de polissacarideos denominado
hemiceluloses, que caracterizam-se por insolubilidade em &gua e solubilidade em solugfes
alcalinas. Em produtos alimenticios sabe-se que as xilanas presentes nas farinhas de trigo
apresentam grande importancia no cozimento e maciez das massas devido a capacidade que
possuem de reter agua, reduzindo significativamente o envelhecimento, por interacbes com o
amido. Apresenta um método de extragdo aquosa de 30 g de p6 de sabugo de milho para 1000
mL de &gua destilada sob agitacdo constante por 12 h a temperatura ambiente como extracdo

da xilana, centrifugada e fase solida seca a pressao reduzida por 24 h.

Christiane Maria Christina Nébrega Bakker, 04 / 2017



Reviséo bibliogréafica o7

No apelo de alimentacdo sauddvel encontrou-se o estudo de Zhang et al. (2012) que
relata a identificagdo de substancias antioxidantes naturais da fermentagéo de trigo (Triticum
aestivum Linn) por Cordyceps militaris que podem ser utilizadas pela industria de

alimentacéo funcional.

2.2 - Processos fermentativos em estado sélido e suas caracteristicas

Definida por Durant et al. (1988) como “ processo que refere-se ao crescimento de
microrganismos sobre ou dentro de particula matriz sélida (substrato ou material inerte), onde
0 conteudo liquido (substrato ou meio umidificante) ligado a ele estd a um nivel de atividade
de &gua que, por um lado, assegure o crescimento e metabolismo das células e, por outro, ndo
exceda a capacidade maxima de ligacdo da 4gua com a matriz sélida. A forma de processo
denominada FES “fermentagdo em estado solido” é comumente empregado no continente
africano para a obtencdo de alimentos.” Podendo ser citada sua utilizagdo ha milénios, como
por exemplo: producdo de molho de soja em 1.000 a.C e a de “chiang” entre 2.500 e 500 a.
C., sendo obtidos por modificagdo enzimatica do meio utilizando “ Koji” (massas de cereal
cozido geralmente de arroz onde houve o crescimento de Aspergillus oryzae e produgéo do
complexo enzimatico). No ocidente o primeiro processo de fermentacdo em estado sélido
relatado foi a obtencdo de queijo roquefort em 10 d.C. e associado no inicio do século ao
pesquisador Takamine nos Estados Unidos a producdo de “mold bran” similar ao “Koji”,
cutilizando farelo de trigo como substrato e fungos para obtencdo de complexo enzimético
que visava substituir o malte na indUstria de destilados (Schimidel et al., 2001).

Atualmente o Japdo domina a tecnologia de fermentacdo em estado solido por ter dado
continuidade ao estudo do processo tradicional realizado utilizando bandejas de madeira ou
bambu, onde os cereais como arroz ou trigo e soja eram inoculados e fermentados com o
“Koji”. Hoje aperfei¢coado projetando-se incubadoras automatizadas, controle de condicGes
ambientais, agitacdo controlada do meio, novas técnicas de recuperacdo do produto final e

utilizacdo de linhagens mutantes melhoradas (Underkofler et al, 1947).
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Apesar de diversas pesquisas estarem sendo conduzidas com substrato solido, tanto na
obtengdo dos bioprodutos, como no estudo dos equipamentos e condi¢Ges de processo, em
niveis industriais 0 processo submerso continua sendo o principal gerador de produtos
comercializados. Com o apelo da sustentabilidade e economia do recurso natural agua ergue-

se novamente a pesquisa para aproveitamento dos residuos por fermentacdo em estado solido.

Seguem algumas vantagens da FES comparada a fermentacdo submersa (Underkofler
et al, 1947):

-Baixa umidade que proporciona menor risco de contaminacao;
-Simplicidade no preparo do meio de fermentacéo;

-Possibilidade de emprego de residuos abundantes e de custo reduzido;

- Menor necessidade de espaco;

- O crescimento celular ocorre em condi¢des mais proximas aos do habitat
natural;

-Baixo consumo de agua.

Desvantagens também sdo apresentadas, como: dificuldade de remocdo do calor
gerado no processo, a heterogeneidade da mistura do substrato que dificulta o controle do
crescimento celular, e dificuldades quanto ao controle a automatizacdo do processo nos
parametros de temperatura, pH, agitacdo, aeracdo e concentracdo de nutrientes e produtos
(Palma, 2003).

Segundo Fernandez (2009) as vantagens da fermentacdo em estado sélido comparada

com a fermentacao submersa sao os seguintes aspectos (Doelle et al.,1992):

e Os meios de cultivo sdo simples, geralmente subprodutos agricolas que apresentam
um alto teor dos nutrientes necessarios;

e A baixa atividade da &gua impede as contaminagdes, especialmente bactérias e
leveduras;

e A concentracdo natural do substrato permite utilizar reatores menores quando

comparadas com as fermentagdes submersas;
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A aeracdo forcada é facilitada pela porosidade do suporte, 0 que permite uma alta

transferéncia de ar e, por conseguinte de oxigénio;

e Podem se empregar frequentemente esporos como inoculo nos processos de
crescimentos de fungos, o que diminui os custos e as manipulacdes da propagagédo do
indculo;

e Os esporos dos fungos que sdo produzidos sdo mais resistentes e tem melhor
adaptabilidade nas condicGes de aplicacao agricola;

e Os processos de recuperagédo sdo simplificados, sendo alguns utilizados integralmente

para racdo animal e consideradas tecnologias limpas.

Entre as principais desvantagens encontram-se segundo (Doelle et al.,1992):

As aplicacBes geralmente estdo limitadas a microrganismos que crescem a baixos

teores de umidade;

e A dissipagdo do calor gerado pode ser um problema, principalmente quando se
trabalha em grande escala e ndo se controla o processo;

e A natureza sélida do substrato dificulta a medicdo de parametros da fermentacao,
tais como pH, temperatura, umidade e concentragcfes de substratos e produtos;

e Os processos de transferéncia de massa sdo limitados pela difusdo;

e Muitos aspectos de engenharia, como o desenho e escalonamento de processos séo
pouco caracterizados;

e O tempo de fermentacdo é maior, pois geralmente sdo utilizados microrganismos

que apresentam baixas velocidades especificas de crescimento.

Os fungos sdo potenciais candidatos para produzir enzimas mediante processos de
fermentacdo em estado sélido. Uma importante variedade de produtos enzimaéticos
comerciais, compostos de fitases, pectinases, Xilanases, proteases, alfa e glicoamilases, sdo
produzidos a partir de fungos. Nos Gltimos anos os estudos das fermentacfes em estado sélido
estdo focados no desenvolvimento de meios de cultivo a partir de residuos agroindustriais e 0
desenvolvimento e monitoramento destes processos fermentativos (Pandey, 2000). Também
devem ser conhecidos os efeitos dos solventes utilizados sobre os metabolitos de interesse,
pois tém sido reportadas perdas de até 90% devido aos solventes empregados na extracdo. No
caso especifico das pectinases, xilanases e fitases, é necessario saber que essas enzimas sdo

praticamente insoluveis em alcoois e outros solventes organicos.
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2.2.1 - Fatores de influéncia no processo de fermentacédo em estado solido (FES)

Pandey et al. (2000) relatam que todos os processos de FES precisam contemplar as
seguintes etapas: selecdo matéria-prima/substrato, determinacao do microrganismo especifico,
em alguns casos opera¢des unitarias de separacdo, a purificagdo dos produtos e controle dos
parametros de produto.

O controle das condi¢bes ambientais na FES evidencia a influéncia dos parametros:
temperatura, pH, atividade de &gua, nivel de oxigénio e concentracao de nutrientes e produtos
que afetam significativamente o crescimento celular e a formacao dos produtos (Santos et al.,
2010). A Figura 2.10 representa a imagem das reacBes quimicas em decorréncia do
crescimento do fungo para evidenciar os multiplos fatores a serem considerados no processo

de fermentacdo em estado sélido.
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Fonte: HOLKER e LENZ, (2005).

Figura 2.10 Multiplas reacfes que ocorrem na FES

Christiane Maria Christina Nobrega Bakker, 04 / 2017



Revisdo bibliografica 61

Representa-se conforme Rosa (2014), por cores variadas 0S MICroprocessos que
ocorrem durante a FES ocasionada por fungos. As hifas, apds esporular, formam hifas aéreas
ou entdo penetram no substrato. Os espacos que surgem entre elas sdo preenchidos por gas,
quando aéreas ou por liquido, quando as mesmas estdo inseridas no substrato. O metabolismo
se concentra proximo a superficie e entre os poros, mas também ocorre na parte aérea (hifas
aéreas). As enzimas hidroliticas representadas na figura pela cor azul sdo produzidas pelo
micélio, apds difundirem-se para a matriz sélida, catalisam a degradacdo de macromoléculas
(verde). Gés carbonico, agua, calor e outros produtos sdo produzidos quando do consumo de
oxigénio. Com isso, diferentes concentracdes de gradiente sdo formadas, 0 que por sua vez
forgard o O, a se difundir para a fase gasosa em regides mais profundas (lilas). Um problema
observado durante a FES é a liberacdo de calor metabdlico que eleva a temperatura (T); a

solucdo se da por meio de conducéo e evaporacgdo (azul escuro).

O sistema de equilibrio de H,O inclui a que passa lentamente pelo micélio, a
consumida durante as reacfes de hidrolise e a que € produzida durante a respiracdo. Outro
importante fator é o pH, que pode ser mudado devido a liberacao de acidos carbénicos e troca
de amonia (cinza). A agua presente nesses sistemas encontra-se complexada com a matriz
solida de substrato ou como uma fina camada adsorvida na superficie das particulas. Em
geral, nesses processos, o teor de umidade varia entre 30 a 85 % e deve ser mantido ao longo
do processos de FES. Uma condicdo Gtima deve ser estabelecida, pois baixos niveis de
umidade reduzem a difusdo de nutrientes, crescimento microbiano, estabilidade enzimética e a
adsorcdo do substrato, 0 que prejudicaria o processo. Tipicamente a atividade de agua livre
varia de 0,40 a 0,90, o que reproduz as condi¢des encontradas na natureza e permite que 0s
procedimentos sejam conduzidos sem prévia esterilizacdo, visto que a contaminacdo, pelo
menos por bactérias, € pouco provavel com valores tdo baixos. Indicando assim que a

pesquisa de lipases deve ser conduzida em FS.

Existem também, caracteristicas da matriz sélida que possibilitam maior rendimento
do processo, dentre elas: grau de acessibilidade do microrganismo a todo o meio, porosidade,

tamanho e formato das particulas.

Quanto ao tamanho da particula, este visa a facilitar a circulagdo do ar por entre a
massa e dissipar os gases e calor produzidos. Sendo assim necessario, para nao prejudicar o

rendimento do processo, a definigdo da altura do substrato e a granulometria do meio.
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Quanto a porosidade, esta facilita o transporte de enzimas e metabdlitos por entre o
meio e 0s microrganismos devido a sua capacidade de absorcdo de 4gua. Neste aspecto, o teor
de umidade do substrato tende a variar entre 12 e 80%, pois abaixo deste limite minimo nédo
ocorre desenvolvimento microbiano. E o limite superior é fixado em funcao da capacidade de

absorcéo de agua pelo material empregado (Andrade et al., 1999).

Alguns processos podem ser empregados para aumentar a atuagdo microbiana:
esmagamento, moagem, hidrolise, suplementagdo com nutrientes, regulacdo do teor de
umidade, vaporizacdo ou aquecimento, adicdo de agente sequestrante e esterilizacdo, que visa
diminuir as possiveis contaminacfes. Alguns autores inclusive defendem a teoria de que por
somente aumentar a quantidade do indculo evita-se o problema da contaminacdo sem
necessitar da esterilizacdo do meio, como por exemplos durante a obtencdo de penicilina e
etanol (Barrios-Gonzéles et al., 1996).

Segundo Palma (2003) a aplicacdo comercial dos processos de FES podem ser
divididos em dois tipos: 1) aplicacdes sécio-econbémicas como compostagem de residuos,
ensilagem e aproveitamento de residuos agroindustriais; 2) Aplicagdes economicamente

viaveis para producdo de enzimas, acidos organicos e alimentos fermentados.

He et al.(1994) e Isil e Nifuler (2005) evidenciaram a necessidade de estudo dos
fatores interferentes no processo de fermentacédo e sua sinergia em prol de melhor eficacia de

transferéncia de tecnologia entre universidades e indUstrias.

Jaekel (2012) amplia esta visdo ja realizando em seu trabalho testes de utilizacdo das
enzimas produzidas na area de panificacdo visando evidenciar sua eficiéncia na alteracdo de

parametros industriais de producéo de paes, ou seja, estudo de aplicacgéo.

Rosa (2014) relatou o isolamento de cepas fungicas termofilicas, assim como, a
obtengdo de preparados enzimaticos com estabilidade as variagOes de temperatura e pH que
ocorrem durante as etapas da hidrdlise. Foram isoladas 32 linhagens de fungos capazes de
crescer em temperaturas entre 45 e 60 °C, tendo sido selecionadas cinco para as etapas
seguintes do trabalho (Thermomyces lanuginosus S1, T. lanuginosus S3, Rasamsonia
emersonii S10, T. lanuginosus FZI e R. emersonii BC) em funcdo de apresentarem

crescimento a 60 °C. Entre essas linhagens, as maiores atividades de B-glicosidase (52 U/g) e
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endoglucanase (579 U/g) foram obtidas em meio de cultivo da cepa R. emersonii S10 em 240
h para ambas as enzimas. A melhor atividade de FPase foi apresentada pelo fungo T.
lanuginosus S1 em 168h de cultivo, tendo produzido 262,8 U/g da enzima. O fungo R.
emersonii S10 foi o Unico que apresentou a producdo detectavel das enzimas avicelase (9,2
U/g) e B-xilosidase (910,7 U/g). Esse isolado também produziu as maiores atividades de
xilanase com 8.684,8 U/g. A atividade da celobiose desidrogenase foi detectada em todas as
linhagens, sendo o isolado R. emersonii BC o que apresentou a maior producdo, com 7,2
U/mL em 288 h.
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3. - Material e métodos

Este capitulo descreve o material e metodologias utilizados na conducéo deste trabalho
que foi realizado no Laboratorio de Engenharia Bioquimica (LEB) da Universidade Federal
do Rio Grande do Norte — UFRN, Natal/RN.

Trabalhou-se com residuo da fabricacdo de margarina e da fabricacdo de farinha de
trigo, o farelo de trigo. Com relacdo ao residuo da fabrica de margarina, a coleta de amostras
para caracterizacdo dos substratos foi realizada na unidade Gorduras e Margarinas Especiais —
GME, localizada em Fortaleza-CE. Foram coletados 500 g de amostra de cada residuo da
fabricagdo de margarinas: residuo da refinaria e residuo da estacdo de tratamento de efluentes
-ETE.

No Grande Moinho Potiguar — GMP, instalado em Natal-RN foram coletados 5 kg de
amostra de farelo de trigo Argentino Triticum aestivum safra 2012, granulometrias de600 e

1200 um, ja comercializados como subproduto da fabricacéo de farinha de trigo.

3.1 - Caracterizacdo fisico-quimica dos residuos da fabricacdo de

margarinas

A caracterizacdo foi realizada por laboratdrio terceirizado IPT — Instituto de Pesquisas
Tecnoldgicas em S&o Paulo. As andlises realizadas foram: andlise do material por hidrélise
segundo metodologia de hidrolise de resinas alquidicas (MCQ-LAQ-PE-QO-055); analise
gualitativa de compostos organicos por cromatografia em fase gasosa; analises dos acidos
carboxilicos por analise quantitativa de compostos organicos por cromatografia em fase
gasosa (CMQ-LAQ-PE-QO-005); Os equipamentos utilizados foram: balanca analitica marca
Metler modelo AB204-S; estufa marca Quimis 317 (ESQU-4); espectrobmetro no
infravermelho marca Nicolet modelo Avatar 360; e espectrémetro de massas marca Shimadzu
modelo GCMS QP 5050A; cromatografo a gas Shimadzu modelo GC17A.
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3.1.1 - Classificacéo dos residuos da producdo de margarina

Para a classificacdo de residuos foram realizados ensaios analiticos que apresentam 0s
pardmetros considerando especificaces da ABNT NBR 10.004:2004 — Residuos sélidos e
NBR 10.005 — ensaios de lixiviagdo e NBR 10.006 — ensaios de solubilizacdo, para
classificacdo de residuos. A caracterizacdo das amostras foi realizada por laboratério

terceirizado, IPT — Instituto de Pesquisas Tecnologicas em Sao Paulo.

3.2 — Caracterizacgao do Farelo de trigo

As metodologias utilizadas para caracterizagdo do farelo de trigo demandam etapas de
preparacdo da amostra para uniformizacdo de granulometria. O residuo foi lavado com agua
destilada, secado em estufa, moido em triturador e peneirado em peneiras de 250 mesh. Apds
esta etapa porcfes do material foram submetidas a extracdo Soxhler, utilizando etanol como
solvente, para passar por processo de hidrolise com acido necessdria a analise dos
carboidratos. Foi realizada a caracterizacdo dos residuos quanto a sua composi¢cao em termos
de granulometria, umidade, proteinas, cinzas, pH e densidade aparente bem como sua

caracterizacdo quanto a composicao de celulose, hemicelulose e lignina.

3.2.1 Granulometria

Na determinacdo da granulometria utilizou-se conjunto de quatro peneiras de 250 um,
280 pum, 630 um e 1120 pum. Amostras de 100 gramas de cada residuo foram pesadas em
balanca analitica e adicionadas ao agitador de peneiras marca Contengo-pavistest durante 10
minutos. O material retido em cada peneira foi pesado e os resultados foram expressos em

percentuais em relacdo ao peso do material original (Puchart et al., 1999).

3.2.2 - Umidade (perda por dessecacao)

A determinagdo da umidade foi realizada de acordo com o método 413/1V do
Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2005). Apo6s pesagem de 2 g oda amostra, em capsula de
porcelana previamente tarado o conjunto e aquecida em estufa (Quimis/Q-317B232) a 130°C

por uma hora. Em seguida foi resfriada em dessecador com silica gel, até temperatura
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ambiente. O agquecimento e resfriamento repetidos até peso constante determina a umidade da

amostra, com resultados expressos pela Equacao (1):

UY% [100 x n® de gramas de umidade (perda de massa em gramas)]
0 =

1)

n? de gramas da amostra

3.2.3 - Proteina total

Determinagdo de nitrogénio por processo de digestdo Kjeldahl modificado
método n° 037/1V, de acordo com as normas do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2005). Para o
calculo do percentual de proteina seca, o fator empirico de: 5,83 (amostra) foi introduzido
para transformar o nimero de gramas de nitrogénio encontrado em percentual de proteina,

conforme mostra a Equacéo (2):

quantidade em mL de dcido sul firico 0,05M ¥ 0,14 x 5,83

)

% proteina =
p {massa da amostra em g )

3.2.4 - Cinzas (residuo por incineracao)

Na determinacdo do teor de residuo mineral nos residuos de farelo de trigo
pesou-se 5 gramas da amostra em cépsula de porcelana, previamente aquecida em mufla
(Quimis, Q — 318D24) a 550 °C, resfriada em dessecador até temperatura ambiente. Na mufla
realizou-se carbonizacdo prévia a 300 °C seguida a 550 °C, quando ocorre a eliminacédo
completa do carvao. Repetiu-se a operacdo de aquecimento e resfriamento até peso constante.
A determinacgdo do percentual de cinzas foi baseada no método 018 /IV do Instituto Adolfo

Lutz (1AL, 2005), e expressa em g/ 100 gramas de produto, de acordo com a Equacao (3):

(100 % n® de gramas de cinzas)

(3)

Cinzas % =
n® de gramas da amostra
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3.2.5 — Determinacéo pH

Seguindo a metodologia (IAL, 2005) preparou-se uma suspensao de 10 mL de agua
destilada e 1,0 g da amostra solida. Apds homogeneizagéo e repouso de 30 minutos o pH foi

mensurado em potencidmetro digital, previamente calibrado com as solucGes padrdes

3.2.6 - Densidade aparente

Para determinar o volume ocupado pela amostra, (Purchat et al., 1999) foi realizada a
pesagem de 100 gramas dos residuos em provetas de 1000 mL, sem haver compactacdo. A

densidade aparente foi expressa conforme Equacdo (4):

Densidade aparente = massa (q) 4)

Volume ocupado (mL)

3.2.7 - Caracterizacgao dos residuos lignocelulésicos

A metodologia foi estabelecida segundo Determination of total solids in biomass
NREL/TP- 510-42618-National renewable energy laboratory, Sluiter et al. (2005). Para a sua
caracterizacdo, o farelo de trigo passou inicialmente por algumas etapas que visam remover
impurezas e estabelecer um padrdo de granulometria. Essas etapas sdo: lavagem &gua
destilada (3 vezes), secagem (60 °C por 24 h), moagem (analise da composicdo e analise

determinagéo cinzas) e peneiragéo.

3.2.7.1 - Determinacédo da umidade

Em um béquer de 25 mL tarado foram colocados cerca de 1g de farelo de trigo. O
béquer foi fechado com papel aluminio, pesado e levado para uma estufa a 105 °C por cinco
horas. Apos esse periodo, o material foi colocado em um dessecador até atingir a temperatura

ambiente, para efetuar novamente a pesagem.
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A umidade foi determinada, para triplicatas, conforme a Equacéo (5) abaixo:

%U = (1— M}loo (5)

Umida

Onde:

%U = percentual de umidade

Mseca = Massa seca obtida pela diferenca entre o peso do conjunto depois da estufa e 0 peso do
béquer

Mumidga = Massa Umida obtida pela diferenca entre o peso do conjunto antes de ser levado para

a estufa e o peso do béquer.

3.2.7.2 - Determinacao de extrativos

Para a determinacdo dos extrativos, foram pesados 5 g de material, os quais foram
submetidos a um tratamento em aparelho de Soxhler, utilizando-se etanol como solvente

extrator, por um periodo de 24 horas.

O material lignocelul6sico foi colocado em um cartucho de papel de filtro,
previamente seco e tarado. Ao final do processo extrativo, o cartucho com o material foi seco
em estufa a 105 °C até peso constante. A percentagem de extrativos foi calculada com base na

diferenca de massa, conforme a Equacéo (6), abaixo.
M; -M;
%EXxt=————+100 (6)
M
Onde:
% Ext = percentual de extrativos

M; = massa seca ndo extraida
M; = massa seca extraida
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3.2.7.3 - Hidrdlise com H,SO, (72%)

100 mL da amostra, transferida para um béquer de 100 mL, foi tratada com 13
mL de uma solucdo de acido sulfarico (72%) por um periodo de 15 minutos sob vigorosa

agitacdo manual a 45 °C, em banho termostatizado.

A reacdo foi interrompida com 50 mL de &gua destilada, sendo a mistura
reacional transferida para frascos Erlenmeyers de 500 mL, onde completou-se o volume de
agua adicionada para 275 mL. As amostras foram transferidas para Erlenmeyer fechado com
papel aluminio. Para completar a hidrolise dos polissacarideos foi autoclavado por 30 min a
1,05 atm. O material hidrolisado foi separado dos sélidos por filtracdo, utilizando-se papel de
filtro previamente seco e tarado. O hidrolisado foi recolhido em baldo volumétrico de 500 mL
e 0 solido contido o papel de filtro lavado com por¢des de 50 mL de agua destilada até atingir

o volume do baldo de 1000 mL.

3.2.7.4 - Determinacéo dos teores de celulose e de hemicelulose, por analise dos
polissacarideos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - CLAE

Esta determinacdo depende das concentracBes de carboidratos e de acidos organicos
presentes no hidrolisado, por isso fatores de conversdo foram usados para converter as massas
destes compostos em massa de celulose e hemicelulose (Tabela 3.1). Estes fatores se baseiam
na estequiometria de conversdo dos referidos componentes em suas moléculas precursoras:

celulose e hemicelulose.

Para analise dos carboidratos e &cidos organicos, as analises foram realizadas em
CLAE utilizando coluna Shim-pack SCR-101H (300 x 7,8 mm), fase mével solucdo de acido
sulfurico 5 mM, a temperatura de 65 °C, com tempo de corrida de 60 min e detector do indice

de Refragdo - IR.

Christiane Maria Christina Nébrega Bakker, 04 / 2017



Material e métodos 71

Tabela 3.1 - Componentes precursores da celulose (C) e hemicelulose (H) e seus respectivos

valores de conversao.

Componente Fator de converséo
Celobiose (C) 0,95
Glicose (C) 0,90
Acido Formico (C) 3,09
HMF (C) 1,29
Xilose (H) 0,88
Arabinose (H) 0,88
Acido Acético (H) 0,72
Furfural (H) 1,37

Fonte: Pitarelo (2007).

As concentracfes de cada componente foram obtidas através de curvas de calibragdo
que correlacionam concentragdes dos padrbes preparados com as respectivas areas dos

cromatogramas, conforme Tabela 3.1.

3.2.7.5 - Lignina insoluvel

O material retido no papel de filtro, apds a hidrdlise acida, que corresponde a lignina
insoltvel e inorganicos, foi submetido a uma lavagem para remoc¢do de sulfatos com um
volume de agua destilada de 1500 mL, e seco em estufa a 105 °C até peso constante. Por
diferenca de massa foi determinado o teor de lignina insollvel e inorgéanicos (cinzas). Para
obter o teor de lignina insoltvel real, foi necessario se determinar as cinzas do material retido

no papel.
3.2.7.6 - Teor de cinzas da lignina insolUvel e cinzas totais
Apo0s a determinacdo da lignina insoldvel em meio acido, a mesma, juntamente com

o papel de filtro, foi transferida para um cadinho de porcelana previamente tarado. A amostra

foi calcinada lentamente até 300 °C, seguindo-se mais 2 horas a 800 °C, em uma mufla.
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Por diferenca de massa, o teor de cinzas da lignina insolUvel e das cinzas totais foi
determinada conforme a Equagéo (7) abaixo:

% Cinzas = %*100 @)
Ma

Onde:

% cinzas: percentual em massa de cinzas

Mc: massa de cinzas (diferenga entre a massa do cadinho com cinzas e a massa do cadinho
vazio)

Ma: massa da amostra (base seca)

3.2.7.7 - Lignina solavel

A concentracdo de lignina solivel presente no hidrolisado foi determinada por

espectrometria, utilizando-se a Equacéo (8) abaixo:

Cligsol = 4,187 x 10 X (Auig 280— Apazeo) — 3,279 x 10 [g/L] (8)
Sendo:

Clig soi: concentracdo de lignina solavel, em g/L

Alig 280: absorbancia em 280 nm

Apizso = Cr.e1 + Co.ep (Cy e Cy: concentragdo de furfural e hidroximetilfurfural; €1 e &;:
coeficientes de extincdo para o furfural (146,85 L g™ cm™) e o hidroximetilfurfural (114 L g*

cm™)

Antes de realizar a leitura em espectrofotdometro, o hidrolisado reservado sofreu
ajuste de pH para 12,5. Isso foi feito adicionando-se, em baldo de 100 mL, 25 mL do
hidrolisado, 7,5 mL de solucdo de NaOH (6M), o restante de agua destilada e o pH foi aferido

em phmetro calibrado.
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3.3. — Producéao de enzimas

Para escolha do microrganismo foi consultada a RDC n° 205, de 14 de Novembro de
2006, como roteiro de pesquisa de microrganismos a serem testados, pois a mesma,
regulamenta tecnicamente sobre enzimas e preparacdes enzimaticas para uso na producdo de
alimentos destinados ao consumo humano. Dentre as consultas imprescindiveis, foi
pesquisado o site da FAO que apresenta classificagdo de microrganismos produtores,
descricdes das enzimas, funcionalidades e suas atividades.

3.3.1 Microrganismos testados

Na avaliacdo do potencial dos residuos para producdo de enzimas optou-se pela
estratégia de isolamento e selecdo no proprio residuo: 1. Cepa do farelo de trigo da mescla de
trigo Argentino (Triticum aestivum) fabricado em 18/02/13 na unidade Grande Moinho
Potiguar, Natal/RN. O meio de cultivo utilizado para preparo do pré-inoculo foi 0 meio de
Xiong et al.(2004) adaptado e foram realizados testes do volume necessario de pré-indculo de
2 e 10 mL, substituindo-se a lactose pelos residuos investigados como substrato.

Investigou-se também o potencial de cepas da colecdo de culturas tropicais da
Fundacdo André Tosello (Campinas/Sao Paulo), espécies Aspergillus oryzae CCT n° 0975
(ATCC 9362), Trichoderma reesei CCT n° 2768 (QM 9414) denominada recentemente como
Trichoderma longibrachiatum, consércio do Aspergillus oryzae com Trichoderma reesei e

bactéria da espécie Bacillus subtilis CCT n° 7457, na producéo de enzimas.

O critério utilizado para selecdo foi o crescimento exuberante e producdo de proteina
total nas 72 horas iniciais do processo de fermentacdo e a constatacdo de atividade enzimatica

xilanésica.

3.3.2 Condicdes de tratamento prévio do farelo de trigo avaliadas

Como investigacdo das melhores condigdes de utilizacdo do farelo de trigo para FES
foram testados: 1. Farelo de trigo lavado e auto-clavado (LA), 121°C por 15 min; 2. Farelo de

trigo ndo lavado e auto-clavado (NLA); 3. Farelo de trigo ndo lavado e ndo auto-clavado
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(NLNA); farelo de trigo ndo lavado, e farelo de trigo ndo auto-clavado tratado com diéxido de
cloro. A adigdo de didxido de cloro ja é utilizada como rotina na desinfeccdo do trigo sendo
realizado por bombeamento na passagem da agua que realiza a lavagem dos graos.

Para avaliacdo da granulometria do residuo utilizado realizaram-se os seguintes testes
com granulometrias ja disponibilizadas na induastria: farelo de 600 pum, de 1200 um e uma

mistura de 50% de cada perfazendo farelo de granulometria média de 900 pum.

Para avaliacdo de necessidade de aditivacdo foram utilizados: residuo sem nenhuma

adicdo e residuo adicionado de 1% de sulfato de aménio (Santos, 2007).

3.3.3 Manutencéo dos microrganismos

Para visualizar as etapas de utilizacdo dos microrganismos na FES no anexo 1
apresenta-se o conjunto das atividades. Os microrganismos foram ativados em duas etapas de
transferéncia em camara de fluxo laminar, conforme procedimento adotado por Couri (1993)
e mantidos segundo as recomendacgdes da colecdo de cultura tropical da Fundacdo André

Tosello.

3.3.3.1 Bactéria

Utilizou-se Agar nutriente (NA- fabricante Acumedia Manufactures) que contém
extrato de carne e peptona concentracao (8 g/L), com adicdo de Agar (15 g/L) para bactéria da
espécie Bacillus subtilis. O meio foi distribuido em placas de Petri e autoclavadas a 121°C por
15 min, fez-se o ajuste do pH final para 7,0. Os microrganismos foram cultivados em estufa

por 5 dias com temperatura controlada de incubacéo de 32 ° C.

3.3.3.2 Fungos

Para fungos foi usado o meio PDA (Batata dextrose Agar — fabricante Himedia Lab.
Put. Ltda) contendo extrato de batata, glicose e Agar. Pesados os ingredientes em balanca

semi-analitica, 39g/L foram dissolvidos em agua destilada e dispensados em placas de Petri,
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auto-clavados a 15 min/121°C com ajuste de pH para 5,6 £ 0,2. Os microrganismos foram

cultivados em estufa por 5 dias com temperatura controlada de incubacéo de 32 ° C.

3.3.4 — Preparo dos esporos

Os esporos adquiridos na fundacdo André Tosello foram transferidos dos tubos de
ensaio liofilizados para os meios incubados por cinco dias em estufa a 30 °C, constituindo o
primeiro repique. O segundo repique foi obtido de forma similar ao primeiro partindo dos
esporos do primeiro. Para suspensdo dos esporos foram utilizados 10 mL da solucéo
dispersante de Tween 80 na concentragdo 0,3% (v/v) adicionado e homogeneizado com alga
de platina nas placas de Petri de segundo repique. A quantificacdo da suspensao de esporos
foi feita através da contagem dos esporos em camara de Neubauer espelhada (Santos, 2007).
O volume de suspensao de esporos foi ajustado e adicionado ao meio de fermentagdo de modo

a ter-se uma concentragéo de 10’ esporos por grama de substrato sélido ou liquido.

3.3.5 - Obtencéo do preé-inoculo

No preparo do pré-indculo utilizou-se o substrato, farelo de trigo e os residuos da
margarina como fonte de carbono segundo Santos (2007).

O farelo de trigo foi testado com todas as cepas disponiveis em triplicata. No preparo
dos esporos foram utilizados Erlenmeyers de 125 mL, adicionados de 4,6 g de substrato e 6,0
mL da solugdo umidificante contendo: 2,8 g de peptona dissolvida em agua destilada + 0,19
mL solucdo A (20 g de fosfato monobasico de potassio dissolvido em 100 mL de agua
destilada) + 0,025 mL solucéo B (3,96 g de sulfato de zinco, 4,69 de sulfato ferro, 0,01 g de
sulfato de manganés e 0,5 mL de acido sulfdrico) segundo, Xiong et al.(2004). Apds
homogeneiza¢do, os mesmos foram esterilizados em autoclave por 1 hora a 1 atm. Em
seguida, transferiu-se 10 ” de esporos filtrado em gaze estéril para cada Erlenmeyer que foram

agitados e incubados em estufa a 32 °C por um periodo de cinco dias.

Apols este periodo os frascos que apresentaram desenvolvimento microbiano e

producéo de esporos foram refrigerados e utilizados como indculo nos ensaios.
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Para os residuos da margarina foram adicionados em Erlenmeyers de 125 mL,
4,6 g de substrato e 6,0 mL da solucdo umidificante, Xiong et al. (2004).

3.3.6 — Preparo do intculo

Os ensaios foram conduzidos em Erlenmeyer de 250 mL contendo 12 g de residuo
seco do farelo de trigo. Para garantir uniformidade das amostragens o residuo foi preparado de
acordo com a matriz de planejamento experimental Tabela 3.2, em béquer, adicionando-se
lentamente &gua destilada ao residuo de farelo (ndo lavado, ndo auto-clavado e tratado com
dioxido de cloro antes da moagem do trigo) e homogeneizado até atingir a umidade planejada
(Santos, 2007).

O residuo de farelo de trigo foi pesado e distribuido nos Erlenmeyers. O tratamento
prévio adotado, ndo lavado e ndo auto-clavado, bem como a estratégia de preparo do inéculo,
tiveram como base informacg6es da literatura de Caballero (2006) e Guedes (2010). Neste
meio, o substrato foi a Unica fonte de carbono induzindo o crescimento de organismos

produtores de enzimas para o consumo da hemicelulose.

Os ensaios controle foram conduzidos nas mesmas condi¢gdes. A inoculacdo foi
realizada na camara de fluxo laminar e o substrato apds receber o pré-indculo foi enviado a

camara de fermentacao estatica a temperatura de 32 °C para cultivo.

Os residuos da margarina ja& ndo foram utilizados nesta etapa porque 0S ensaios
realizados com residuos puros e sem tratamento da refinaria de margarina e ETE ndo

apresentaram crescimento microbiano.

3.3.7 Processo FES para producao de enzimas

Como os cultivos com farelo de trigo apresentaram crescimento e boa atividade
xilandsica quando utilizou-se o Aspergillus orizae, este foi o Unico utilizado nos ensaios de
FES.
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O processo de fermentagdo em estado sélido foi conduzido utilizando 12,0 g do farelo
de trigo nas seguintes condi¢fes de pré-tratamento: ndo lavado e ndo autoclavado (NLNA),
lavado e autoclavado (LA), ndo lavado e autoclavado (NLA), em frascos de 250 mL, com
umidade 40%, pH = 3,3 e granulometria de 900 um. Nos ensaios 12,0 g dos residuos foram

adicionados de 1,0 mL pré-inoculo e foram incubados a 32 °C por 168 h (Santos, 2007).

Foram estabelecidas novas condi¢cbes de melhor crescimento microbiano com
utilizacdo de 10,0 mL de indculo sugeridos por Xiong et al (2004), ao invés de 1 mL ou da
contagem de esporos. As amostras foram retiradas a cada 24 horas para realizacdo das
analises de pH, umidade, aglUcares redutores (AR) e proteina, por 120 horas (5 dias).
Totalizando uma retirada de 7 g de amostragem. O restante serviu para extracdo do complexo
enziméatico e medida da sua atividade. Como os dois ensaios com adi¢cdo de 1500 pL de
sulfato de aménio e 1% de peptona ndo foram bem sucedidos, 0s ensaios seguiram sem adi¢do

de nutrientes.

3.3.8 — Planejamento experimental para identificdo das condicGes Otimas de

cultivo

Um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) foi realizado e permitiu
avaliar a influéncia dos trés fatores (variaveis independentes): pH do meio, granulometria e
percentual de umidade na producdo de xilanases por fermentacdo em estado sélido usando
farelo de trigo como substrato e o microrganismo A.oryzae. Nesse caso, os fatores estdo
descritos nas matrizes da Tabela 3.2 e 3.3 e utilizou-se como resposta (varidvel dependente) a
atividade xilanasica (Ul/mL) sendo correlacionada a (Ul/g) pela utilizacdo do fator de

correcdo, como sera apresentado no célculo da atividade enzimatica.

Nesse delineamento a parte fatorial consistiu de 8 ensaios, com trés repeticdes no ponto
central e 6 pontos axiais, totalizando 17 ensaios (Barros Neto, 2007) que, juntamente com a
Metodologia de Superficie de Resposta (MSR) permitiu localizar o ponto étimo de atividade.
Os resultados do planejamento foram avaliados usando-se o software Statistica (v. 7.0 —

Stasoft/USA) que permitiu obter os modelos estatisticos.

A Tabela 3.2 apresenta os fatores utilizados, sua codificacdo e os niveis estudados, no
DCCR.
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Tabela 3.2 — Delineamento Composto Central Rotacional: Fatores e niveis do planejamento

fatorial 2° com triplicata no ponto central e seis ensaios axiais com rotabilidade.

Fatores/Codificagéo Niveis Codificados

(o= -1,682) (-1) 0 (+1) (+a.= +1,682)
pH/X; 3,3 4 5 6 6,7
Granulometria(pum)/X, 395 600 900 1200 1404
Umidade (%)/X3 23,2 30 40 50 56,8

Tabela 3.3 Delineamento Composto Central com Rotabilidade (DCCR) para otimizacdo da

producdo de xilanases por A. oryzae usando farelo de trigo como substrato

Ensaios Fatores codificados

X1 X2 X3
1 -1 -1 -1
2 -1 -1 +1
3 -1 +1 -1
4 -1 +1 +1
5 +1 -1 -1
6 +1 -1 +1
7 +1 +1 -1
8 +1 +1 +1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0
12 -0 0 0
13 +a 0 0
14 0 -0 0
15 0 +a, 0
16 0 0 -0l
17 0 0 +o

3.4 - Extracéo da enzima xilanase

Na extragcdo da enzima utilizou-se 5,0 g da amostra dos cultivos que foram lavados
com 40 mL de solucdo tampéo Acetato de sdédio 100 mM em pH 5,0. A extracdo ocorreu em
banho-maria a 30 °C por 30 min. Em seguida, centrifugou-se 2700 xg por 10 min a 30°C,

filtrou-se e a solucdo foi armazenada a temperatura de 4°C. Tais extratos foram utilizados
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posteriormente para determinacdo de aguUcares redutores totais, percentual de proteinas e

atividade enzimatica xilanasica.

A avaliacédo das condicdes de extracdo foi investigada por ensaio no qual o tampéo
acetato de sodio foi substituido por agua destilada no momento da extracdo da enzima.
Mantiveram-se os demais parametros de melhor resultado no planejamento estatistico neste
ensaio sendo: umidade do substrato (50,0%), quantidade de in6culo (10,0 mL), pH (4,0) e
granulometria (1200,0 um). As condicdes de extracdo também foram mantidas: volume de
liquido de extracdo 40,0 mL, em banho termostatico a 30 °C por 30 min e centrifugacdo a

1700 rpm por 10 min seguida por filtracéo.

3.5 - Determinacdo do percentual de proteina no caldo fermentado pelo
método de Bradford

Com as amostras do caldo enzimético obtido pela FES, do farelo de trigo por
Aspergillus orizae, preparou-se uma solucdo de diluicdo adequada com absorbancia no
intervalo de leitura da curva de calibracdo. L&u-se a amostra contra dgua destilada e a partir da
absorbéancia calculou-se, com a ajuda da equacdo da curva de calibragédo, a concentracdo da

amostra. Considerou-se eventuais dilui¢Ges feitas.

Este método baseia-se no fato do corante acido Coomassie Brilliant Blue G 250 ter
uma cor vermelha, que muda para azul quando esté ligado a uma proteina. Para determinacéo
de amostras com concentracdes entre 0,1-1,4 mg/mL de proteina, misturou-se 5 mL do
reagente Coomassie, com ajuda de uma micropipeta, com 100 pL de solucdo de proteina e
foram lidas as densidades Opticas, a 595 nm, contra um branco (5 mL de reagente Bradford +
100 pL do tampdo usado). Como a absorbancia das solucdes de proteina com corante
Coomassie, inclusive a do branco tendem a aumentar com o tempo, devido a adsorcdo do
corante acido na cubeta, é preferivel medir todas as solugdes contra agua destilada. A
absorbancia da 4gua ndo muda com o tempo. O valor do branco das outras solucdes foi

descontado nos calculos de todas as triplicatas realizadas (Zaia et al.,1998).
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3.6 - Determinacéo da atividade enzimatica

O método utilizado determinou a provavel atividade enzimatica da xilanase nas
amostras através da quantificacdo da concentracdo de acUcares redutores liberados durante a
hidrolise da xilana pela xilanase a D (+) xilose, utilizando-se xilose Sigma Aldrich (CsH10s)

como padréo.

A metodologia utilizada foi conforme descrita por Ghose (1986). Determinou-se
concentracdo de agucares redutores liberados durante a hidrolise da xilana 1% (xylan from
birch wood - X0502) em espectrofotdmetro (Termospectromic, Gensys 10 UV), pré-incubada
10 min a 50 °C em banho — maria (Nova instruments, N11232). Definiu-se a atividade como a
quantidade de enzima necessaria para produzir 1,0 umol de xilose/min, nas condi¢bes do
ensaio. Realizada a determinacdo de agUcares redutores pelo método do DNS, (Miller, 1959).

Dois controles foram efetuados como descritos a seguir:

Tempo zero:

Realizado para determinar a concentracdo de acUcares redutores no sobrenadante,
antes da acdo da enzima na xilana. Adicionando-se 0,5 mL do sobrenadante em tubos
contendo 0,5 mL de tampdo acetato de s6dio. Apos agitacdo transferéncia de 0,5 mL da
solucgéo obtida para tubos contendo 0,5 mL de reagente DNS

Branco:

Realizado para zerar o espectrofotdmetro. Adicionando 0,5 mL de xilana 1% e 0,5 mL

de reagente DNS.

O célculo da atividade enzimatica das xilanases foi realizado em Ul/mL e convertido
para Ul/g através da Equacéo (9), descrita abaixo.
A determinag&o atividade enzimética Ul/g=E gi.*AAbs* F(umol/mL)* V1 (m)*R(mL/g) (9)
t (min) * Vg (ml)

AAbs = variacdo da absorbancia;

E qi1 = diluicdo necessaria;
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F = fator da curva padrdo de xilose;
V1 =volume total da mistura reacional;
t = tempo de reacdo;

Vs = volume de sobrenadante;

R = razdo volume tampdao/ massa de residuo.

3.7 - Determinacdo dos acUcares redutores

Preparou-se as solugdes contendo diferentes concentracdes de xilose dentro da faixa de
sensibilidade do método (método quimico = 1-20 pumoles de xilose/mL). Adicionou-se 0,5mL
das solucdes a 0,5mL de reagente DNS. Realizou-se a determinacdo de acucares redutores
conforme procedimento descrito a seguir. Langou-se em um grafico as leituras de absorbancia
versus a concentracao de xilose conhecida para a obtencdo da curva padréo. A equacéo da reta
forneceu o fator de conversdo para se calcular a concentracdo de acUcares redutores

analisados.

3.7.1 - Método do &cido Dinitrosalicilico (DNS)

Colocou-se as amostras, o0 branco e o tempo zero em agua fervente (100 °C) por 5
minutos, resfriando em banho de gelo e completando o volume a 7,5 ml com agua destilada
em cada tubo, agitando até homogeneizar a solugdo. Usando o branco para zerar o

espectofotdmetro, determinou-se as absorbancias das amostras a 540nm.

3.8 - Andlises de identificacdo do caldo enzimatico

3.8.1 - Determinacao do ponto isoelétrico e eletroforese “SDS-PAGE”.

A determinacdo do ponto isoelétrico foi realizada a partir da adicdo de 1 mL da
amostra do caldo extraido da FES a 1 mL do tamp&o. Para representar variacdo de pH de 3,0-
6,0 utilizou-se 1 mL de tampaéo citrato de sddio 0,1 M, para pH 6,5 a 8,0 utilizou-se tampé&o
fosfato de sédio 0,1 M, para pH de 8,5 a 10,0 utilizou-se tampéo bicarbonato-carbonado 0,1M

(Arduengo, 2010). Apos contato de 2 horas com cada tampéo no pH desejado foi verificada a
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precipitacdo da enzima. Realizou-se a anélise de atividade enzimética e eletroforese das

amostras do sobrenadante (Laemmli, 1970).

Para eletroforese sob condigdes desnaturantes aplicou-se 25,0 uL da amostra
no gel submerso no tampéo. Utilizou-se o método de coloracdo com solucdo de azul de

Coomassie e nitrato de prata (Laemmli, 1970).

3.8.2. Estabilidade da enzima

A determinacdo do periodo de conservacdo da atividade da enzima xilanase
nos formulados enzimaéticos foi determinada avaliando-se o caldo enzimatico a cada 15 dias

durante 3 meses e aos 6 meses de obtencdo da enzima.

No caldo enzimético foi também avaliada a estabilidade em diferentes
temperaturas, deixando 2 mL do caldo enzimatico em banho-maria por 1 hora em
temperaturas de 40, 45, 50, 55, 60, 65 e 70 °C. Apds o periodo determinado e a temperatura

avaliada, a atividade enzimatica foi determinada conforme o item 3.6.

3.8.3 — Aplicacéo do extrato enzimatico- Analise falling number ou nimero
de queda

Esse ensaio permite determinar a atividade enzimatica em uma farinha de trigo,
baseado no parametro nimero de queda ou Falling number (FN), método ICC n°107. Trata-se
de um método viscosimétrico que mede o efeito da enzima nas propriedades do amido da
farinha durante o processo de aquecimento e gelatinizacdo. Os ensaios foram realizados com
equipamento Falling Number (marca Perten, modelo 1900), utilizando valores de umidade da
farinha com a tabela de conversdo fornecida pelo fabricante, para obter a massa a ser pesada

da amostra.

Utilizou-se 1,0 e 2,0 mL do caldo enzimatico obtido para avaliar se ocorria
alteracdo significativa em 7,0 g da farinha padrdo com umidade 13,5%, sendo considerada

significativa uma variagdo maior que 50 unidades do numero de queda.
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3.8.4 Analise de alveografia

Trata-se da avaliacdo das propriedades reoldgicas da farinha de trigo registrada
por curvas de extensdo, sob pressdo de um volume de ar determinado, em massas testes
tensionadas até a quebra. O método alveografico consiste em preparar massa da farinha de
trigo com solucdo de cloreto de s6dio com absor¢do padrdo de 56%, com mistura e preparo
padronizados. Feito um disco, 0 mesmo é inserido na cAmara de fermentacdo, depois na
camara de expansao e inflado sob pressdo constante suficiente para formacdo de uma bolha
até registro de sua extensdo total, pressdo e ruptura. Os parametros avaliados foram:
tenacidade, que exprime a resisténcia a deformacdo (P), extensibilidade que correspondente a
queda de pressdo devido a ruptura da bolha medida sobre a linha de pressdo zero, da origem
da curva ao ponto vertical (L), configuracdo e equilibrio da curva (P/L), trabalho e energia de
deformacdo (W) em (10 J), medida da forca mecanica necessaria & deformacéo de 1,0 g de

amostra inicial em condicdes definidas até a ruptura segundo metodologia ICC N° 121 (1992)

Portanto, para avaliacdo da reologia da massa tratada com a enzima obtida pela
fermentagdo do microrganismo Aspergillus oryzae utilizando farelo de trigo como substrato
em condicdes otimizadas foi realizado ensaio com alvedgrafo marca Chopin modelo 6374,
adicionando-se volumes variados do caldo enziméatico a 250,0 g de farinha de trigo até
conseguir reconhecer alteracdes dos parametros comparadas com a carta alveografica da
farinha pura. A quantidade necessaria do caldo que permitiu uma variacao de tipificacdo foi
71,5 mL.
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4. Resultados e discussao

A seguir sdo apresentados os resultados das analises de caracterizagdo de cada residuo,
o melhor microrganismo produtor de enzima, os resultados de otimizagdo do processo de
fermentacdo, as condicbes de extracdo da enzima, analise de sua estabilidade, sua

caracterizagdo e avaliagdo de aplicagéo.

4.1 — Bioprospeccdo e caracterizacdo dos residuos da producédo de

margarinas

Para os subprodutos borra da margarina e da estacdo de tratamento de efluentes, a
caracterizacdo dos residuos semi-pastosos foi realizada pelo laboratério terceirizado IPT —
Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas em Sao Paulo, classificando-os de classe 1l e inertes que

possibilitam manuseio seguro e seu aproveitamento em processos biotecnoldgicos.

Na bioprospec¢do microbiana, o laboratério da Fundacdo André Tosello/SP néo
detectou crescimento microbiano nos residuos da producdo de margarina, nao sendo isolado
nenhum microrganismo neste substrato. No caso do residuo da refinaria o fato provavelmente
ocorreu por na etapa de secagem ocorrer tratamento térmico esterilizando o residuo, e no caso
dos residuos da ETE provavelmente por receber na etapa de desodorizacéo vapor e tratamento

com hidréxido de sodio.

A anélise de hidroélise para caracterizacdo do residuo da refinaria revelou presenca de
um produto de condensacdo de acidos carboxilicos com glicerol preponderante e pequenas
proporcOes de etilenoglicol com umidade de 47%. Na analise de acidos carboxilicos foi
identificada a presenca dos compostos descritos na Tabela 4.1. Os maiores percentuais

encontrados sao referentes ao acido palmitico e acido oléico.
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Tabela 4.1- Teor de compostos organicos encontrados somente no residuo da refinaria.

Compostos Teor (%)
Acido octanoico (caprilico) (CgH160,) 0,7+0,2
Acido laurico (C12H2405) 1,0+0,1
Acido miristico (C14H205) 09+0,1
Acido palmitico (C15H3205) 40,0+ 0,4
Acido linoléico (C1gH3,05) 1,4+1,0
Acido oléico (C1gH3405) 46,6 +0,7
Acido estearico (C1sHz502) 9,4+0,4

Contudo, nos ensaios preliminares utilizando os microrganismos Aspergillus oryzae,
Trichoderma reesei e Bacillus subtilis, e residuos da fabricagdo de margarina como substrato
(Figura 4.1), nenhum crescimento microbiano foi observado, indicando que o residuo néo
apresentou potencial como substrato para producdo de enzimas pelos microrganismo testados.
Descartando-se portanto estes residuos na sequéncia deste trabalho.

Figura 4.1 — Observagdo do crecimento microbiano no residuo da ETE a esquerda, seguido do
residuo da refinaria, residuo farelo de trigo NLNA e farelo de trigo LA.
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4.2 - Caracterizacdo do residuo de farelo de trigo

O residuo farelo de trigo apresentou umidade de 12,5%, granulometria de 600 pm para
o farelo fino, 1200 um para o farelo grosso e a mistura de farelos apresentou 900 um. Na
avaliacdo do pH em média detectou-se valores entre 6,0 e 7,0. Com relacdo a densidade do
farelo com granulometrias determinadas acima observou-se resultados de 98,9, 84,34 e 74,5
o/L respectivamente, o que segundo Lewis (1993) depende de fatores variados como:
geometria, granulometria e métodos de medigdo. Resultando em diferencas na viscosidade do

caldo extraido, absorcdo de agua e dissipacdo do calor na fermentacéo.

Compostos organicos (celulose, hemicelulose e lignina) presentes no farelo de trigo

analisados estéo apresentados a seguir:

Tabela 4.2 — Percentuais de celulose, hemicelulose e lignina do farelo de trigo.

Amostra Celulose(%o) Hemicelulose(%o) Lignina(%o)

Farelo de trigo lote 30,04 +2,97 43,63 +£2,0 11,97+0,76
2012.1

Farelo de trigo lote 27,24 £2,57 40,58 +3,2 14,34+0,11
2012.2

Os resultados dos percentuais de celulose, hemicelulose e lignina sdo diferenciados
nas duas amostras por se tratar de amostras de cargas de navios de trigos diferentes. Estes
percentuais indicam ser o farelo de trigo potencial substrato para sintese de xilanases pois o

maior valor determinado foi o de hemicelulose.

Quanto a percentuais de compostos organicos de farelo de trigo pesquisados na
literuatura, Carvalho (2007) apresentou resultados de 31; 26 e 24%, para a celulose,
hemicelulose e lignina, respectivamente; Canilha et al. (2002), 30; 24 e 18%; Kuhad et al.
(2004) , 26 e 24%, e Wang et al. (2011) relata valores de 43 a 52; 23 a 30 e 9,8 a 14,4%. Os
percentuais de hemicelulose identificados no presente trabalho s&o mais elevados que os
reportados na literatura com farelo de trigo similar, enquanto que os teores de lignina séo
inferiores e teores de celulose similares. O que pode se atribuir ao fato do trigo ser originado

de diferentes espécies de plantas com diferengas genéticas, fruto de contribuigdes diferengas
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climaticas e de solos. Como o farelo possui elevado teor de hemicelulose, correspondente a
cerca de 40% e devido ao baixo teor de lignina (11-14%) ndo foi adotado pré—tratamento do

material.

Com relacéo a proteinas totais, encontrou-se um valor médio de 14,5% 0,50 neste
trabalho. Brijwani et al. (2010) relatam um percentual de proteina de 16,29 % 0,06, portanto
proximo ao encontrado no presente trabalho. Os percentuais de cinzas apresentaram valores
entre 11,5- 14,6%, acima dos valores citados na literatura de 10 % por Kuhad e Singh (1993)
e 7% por Scheuer et al. (2011) Indicando ser o substrato utilizado neste trabalho mais rico em

proteina, porém de coloracdo mais escura devido ao aumento de cinzas.

4.3 — Selec¢édo de microrganismos e tratamento do substrato

Do farelo de trigo da unidade fabril foi isolada cepa de Aspergillus oryzae que nédo
apresentou crescimento significativo, sendo descartada. Adquiriu-se as culturas de Aspergillus
oryzae, Bacillus subtilis e Trichoderma reesei, da Fundacdo André Tosello, formando

também o consodrcio Trichoderma reesei + Aspergillus oryzae.

No ensaio de pré-indculo o microrganismo que apresentou melhor desempenho na
FES foi o Aspergillus oryzae, adquirida da colecdo de cultura da Fundacdo André Tosello em
cultivo sem adicdo de nutrientes, em frasco erlenmeyer de 250 mL, granulometria de 600
microns e indculo de 10 mL. O mesmo apresentou crescimento exuberante no farelo de trigo
ndo lavado e ndo autoclavado (NLNA). No residuo fermentado percentual de proteina que
saltou de aproximadamente 14,0% para 20,5% no primeiro dia de fermentacdo. Nos demais

microrganimos a varia¢ao néo ultrapassou 1%, logo os demais foram descartados.

Através de determinacdo do percentual de proteina total no extrato apos a fermentacao
e a determinagdo da atividade enzimatica avaliou-se 0s microrganismos com melhor
adaptacdo ao consumo do substrato por tipo de tratamento e melhor microrganismos na FES
por sete dias. Conforme os resultados apresentados na Tabela 4.3 a utilizagdo do farelo NLNA

com o microrganismo Aspergillus oryzae apresentou o melhor resultado em percentual de
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producdo de proteina no primeiro estigio de adaptacdo do microrganismo (72 horas ou 3
dias).

Por investigacdo da atividade enzimética confirma-se representacdo deste percentual
como sendo aumento na producdo da proteina de interesse e ndo de rota de crescimento de
massa microbiana. Para os demais microrganismos o valor de atividade enzimatica néo

ultrapassou 1,0 Ul/g.

Os melhores resultados de atividade enzimatica entre 2,35 + 0,02 e 4,56 + 0,01 foram
obtidos nos ensaios realizados com o farelo ndo lavado e ndo auto-clavado, provavelmente
resultante do esforco do microrganismo em consumir o Unico substrato disponivel para sua

sobrevivéncia.

Tabela 4.3 — Resultados no caldo fermentado na andlise de proteina, agUcares
redutores e atividade enzimética na escolha do microrganismo. Fermentacdo de 7 dias por
Aspergillus orizae com 10 mL de indculo, farelo com granulometria 900 um, pH 6,
temperatura de 32 °C e umidade de 13,6%.

Tempo (dias) Proteina (mg/mL) AR (mg/mL) AE(Ul/g)
1 3,54 £ 0,02 1,83+ 0,00 4,56 + 0,01
2 3,95+ 0,02 0,06 + 0,01 2,35+0,02
3 4,15+0,01 0,46 + 0,02 2,82+0,01
4 3,87 +£0,02 0,33+0,00 0,61+0,14
5 3,51+0,10 0,28 £0,01 0,31+0,03
6 3,73 £0,02 0,36 +0,01 0,19 £0,01
7 3,40 +0,02 0,06 0,01 0,09+0,01

Considerando os resultados obtidos na fermentacdo por A. oryzae com farelo de trigo
NLNA, observa-se que o pH inicial de 5,8 a partir das 96 horas de fermentacdo (4° dia), tende
a neutralizagdo. Este & um indicador de inicio da etapa de multiplicagdo do microrganismo,

corroborando com a observacdo visual de crescimento micelial exuberante. Torna-se
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perceptivel para este estudo quando cruzados os dados de atividade enzimatica que existe a
etapa de reducdo da producdo enzimética neste momento e o inicio da dedicagdo do
microrganismo a fase de multiplicacdo. Industrialmente este ponto de neutralizagéo indica o
momento de realizar a extracdo para otimizacdo dos esforcos de concentracdo ou purificacdo

da enzima.

A seguir serdo apresentados os resultados da otimiza¢do do processo, através de um
delineamento experimental, sendo escolhidos trés parametros como varidveis independentes:
granulometria, umidade e pH, variaveis identificadas como primordiais na revisdo

bibliogréfica.

4.4 — Otimizacéo das condicdes de cultivo por Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR)

A Tabela 4.4 ilustra os resultados obtidos pelo DCCR para otimizacdo da producéao de
xilanases por A. oryzae usando farelo de trigo NLNA como substrato indutor para a producéo
da xilana. O melhor resultado de atividade enzimatica foi obtido no ensaio de nimero 12,
apos a rotabilidade, com pH 3,3, granulometria 900 um e umidade de (40%).
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Tabela 4.4 — Atividade enzimética do delineamento Composto Central com Rotabilidade

(DCCR) para otimizacdo da producdo de xilanases por A. oryzae usando farelo de trigo

NLNA como substrato.
Ensaios Fatores codificados Resultados

X1 X2 X3 AE (Ul/mL) AE(Ul/g)

(oH) (Granulometria) (Umidade) Fator R =

40 mL/12 g
1 -1 -1 -1 0,313 £0,002 1,042 0,002
2 -1 -1 +1 0,530 £0,002 1,764 £0,002
3 -1 +1 -1 0,237 £0,004 0,789 +0,004
4 -1 +1 +1 1,516 £0,010 5,048 +0,010
5 +1 -1 -1 0,645 +0,001 2,148 +0,001
6 +1 -1 +1 0,079 £0,009 0,263 +0,009
7 +1 +1 -1 0,282 +0,006 0,939 +0,006
8 +1 +1 +1 0,069 +0,004 0,229 +0,004
9 0 0 0 0,043 £0,012 0,143 +0,012
10 0 0 0 0,040 0,005 0,133 +0,005
11 0 0 0 0,041 £0,015 0,136 +0,015
12 -0 0 0 3,54 £0,012 11,788 £0,012
13 +a 0 0 0,182 +0,003 0,606 +0,003
14 0 -0, 0 0,344 +0,013 1,145 +0,013
15 0 +a 0 0,349 £0,010 1,162 0,010
16 0 0 -0l 0,051 +0,002 0,169 +0,002
17 0 0 +a. 0,081 +0,005 0,269 +0,005

A Figura 4.2 ilustra o diagrama de Pareto para 0 DCCR. Observa-se que os efeitos

principais e as interac0es de segunda ordem foram todos significativos, com 95% de

confianca. Destacou-se a influéncia maior do pH, tanto o termo linear como o termo

quadratico e também a interacdo entre pH e a umidade. Observou-se que a diminui¢do do pH

favorece a producédo da enzima. O fato de todos os efeitos principais dos fatores bem como as

interacbes de segunda ordem mostrarem valores significativos ratifica a complexidade da

regulagéo da expressdo génica no cultivo em estado solido.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Ativ.Enzimatica
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=,0000023
DV: Ativ.Enzimética
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Figura 4.2 - Diagrama de Pareto para 0 DCCR, com nivel de (95%) de confianca, para

producdo de xilanases por A. oryzae usando farelo de trigo como substrato em FES

Um modelo matematico foi proposto, conforme Equacdo (9), que permite predizer a
atividade xilanasica obtida ao se utilizar como substrato farelo de trigo inoculado com A.
oryzae CCT n° 0975 - ATCC 9362 por FES.

AE = 0,049 - 0,3697X; + 0,0399X, + 0,0562X3 + 0,3941X? + 0,0813X>%,
- 0,0178X%-0,1603 X1X; - 0,2843 X;X3+0,1768 XX (9)

Onde:

X1 = pH;

X2 = granulometria e;
X3 = umidade.

O modelo consegue explicar (86,7 %) de toda variacdo em torno da meédia. A Figura
4.3 ilustra os valores preditos e os valores observados ao se utilizar esse modelo. Observou-se

que, considerando a complexidade da FES, foi obtido um bom ajuste.
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Observed vs. Predicted Values
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=,0000023
DV: Ativ.Enziméatica

Predicted Values

-0,5 0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0

Observed Values

Figura 4.3 — Valores preditos em funcdo dos valores observados para a atividade
xilanasica obtida pelo DCCR ao se utilizar farelo de trigo como substrato e o fungo A. oryzae

em FES

A Figura 4.4 ilustra a superficie de resposta para 0 DDCR. Dessa forma, com o0s
parametros pH igual a 3,3, umidade (40,0 %) e granulometria 900,0 um foi encontrado o

valor maximo de atividade enzimatica de 3,54 UI/mL méximo ou 11,19 Ul/g.

O grafico de Pareto demonstrou que o pardmetro granulometria apresentou um efeito
positivo sobre a producdo enziméatica. O que pode ser explicado pela formacdo de grumos,
que podem dificultar a aeracdo comprometendo o crescimento do fungo, producdo da enzima
e extracdo. O crescimento filamentoso aglomerado devido a reduzida granulometria contribui
também para 0 aumento da temperatura. Conforme relatado por Fernandez (2009) ao se

reduzir a granulometria dificulta-se a aeragédo e consequentemente o crescimento das hifas.
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Fitted Surface; Variable: Ativ.Enzimatica
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=,0000023
DV: Ativ.Enzimatica

PO L A

Figura 4.4 - Superficie de resposta do DCCR da fermentacdo em estado solido do farelo de

trigo por Aspergillus oryzae a 32 °C e granulometria 900um - ponto central

4.5 - Teste das condicdes de extracao.

A Tabela 4.5 apresenta os dados obtidos do comparativo da atividade enziméatica com 0s
dois liquidos de extracdo utilizados, tampé&o Acetato de sodio 100 mM com pH 5 e agua.
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Tabela 4.5 - Comparativo da extracdo por avaliacdo da atividade enzimatica do ensaio
preliminar de fermentacdo em estado solido do farelo de trigo por A. oryzae com pH 4,0,

umidade (50%) e granulometria 1200 pum.

Dias AE (Ul/g) extraida com AE (Ul/g) extraida com
tampao agua
1 0,076 £0,002 0,146 +0,008
2 1,964 +0,001 0,113 +£0,004
3 4,255 +0,001 0,103 0,014
4 5,028 £ 0,016 0,216 +0,007
5 4,329 + 0,001 0,606 + 0,039

Os dados apresentados acima confirmam a expectativa de maior estabilidade na
extracdo quando realizada com o tampao, fator que mantém o pH estavel. O fato também foi
relatado por Taraboulsi-Jr et al (2010), ao pesquisar os fatores que afetam a atividade
enzimatica. Descreveu a perda enzimatica verificada em decorréncia de variagBes de
temperatura e pH atuando por toda a estrutura da macromolécula, fragilizando-a em diferentes
pontos da estrutura e causando modificagdes de ligacdo que acumuladas no tempo,

apresentam efeitos sinérgicos deformadores que reduzem seu desempenho catalitico.

4.6 — Estabilidade do caldo enziméatico

Na Tabela 4.6 sdo apresentados os resultados da avaliagdo de estabilidade da enzima.
Observando os valores da atividade enzimatica e comparando os dados da enzima analisados
no dia de sua producdo nota-se que a atividade permanece em valores similares durante 15
dias quando conservada a 4 °C e posteriormente até trés meses apresentou o equivalente a

(52,96%) da atividade ap0s sua obtencao.

Relata-se que a mistura de ingredientes para correcdo da farinha denominada Germix
possui validade de 7 meses e apresenta como veiculo o amido de milho e como
antiumectantes o carbonato de célcio e o dioxido de silicio. Sua recomendagéo de dosagem é

de (0,12%) sobre a farinha de trigo. Fatores que certamente influenciam na sua estabilidade.

Christiane Maria Christina Nébrega Bakker, 04 / 2017



Resultados e discussao 96

Ressaltando que sua atividade nesta dosagem recomentada foi proxima ao obtido neste
experimento. O que nos leva a crer que mesmo com o decréscimo consideravel de atividade

sua aplicacdo continua obtendo resultados de aplicagdo viaveis.

Tabela 4.6. Resultado da estabilidade da atividade enzimatica apds 3 meses de

armazenagem a 4 °C . Comparativo com produto comercial.

Produto/condigédo de armazenagem Atividade enzimatica
(Ul/g)

Atividade inicial 5,06 0,12
15 dias de armazenagem 4°C 6,13 £0,01
30 dias de armazenagem 4°C 2,16 £0,04
45 dias de armazenagem 4°C 2,36 0,00
60 dias de armazenagem 4°C 2,59 +0,02
75 dias de armazenagem 4°C 2,56 +0,02
90 dias de armazenagem 4°C 2,76 £0,02
Enzima obtida no DCCR 11,78 +0,01
Enzima commercial diluida a 1% 2,59 +0,02

(Germix, xilanase 45-66 KDa)

Comparando os resultados da enzima obtida no DCCR observa-se que est4 acima do

valor de atividade necesséario utilizado na enzima comercial testada.

Na anéalise da estabilidade pela permanéncia de 1 hora da amostra do caldo bruto
enzimatico em temperaturas programadas de 40 a 70 °C observou-se na Tabela 4.7
estabilidade do caldo até os 55 °C e perda da atividade xilanasica ao permanecer em
temperatura acima de 60°C. Ocorrendo, portanto a confirmagdo de que como a maioria das
enzimas a partir de 60°C o caldo apresenta perda de atividade pela desnaturacéo da proteina.
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Tabela 4.7 — Estabilidade da enzima avaliada pela atividade enziméatica em variadas

temperaturas. Atividade inicila de 5,49 (Ul/g).

Temperatura (°C)  AE (Ul/mL) AE (Ul/g)
40 1,65 +0,01 5,49 £0,01
45 1,50 +0,01 4,99 £0,01
50 1,48+ 0,01 4,93 +0,01
55 1,58 +0,02 5,26 £0,02
60 0,09 £0,01 0,29 £0,01
65 0,05 £0,02 0,16 £0,02
70 0,02 £0,01 0,07 £0,01

Fernandez (2009) relata que a produtividade da xilanase obtida em meio s6lido obteve

valor maximo de 0,68 U/mL™ h™* ap6s 96 h de fermentacéo, observando que ao se aumentar a

temperatura acima de 30 °C aumenta-se o valor da constante de desnaturacdo de forma

exponencial. As melhores condi¢Ges de armazenagem para enzimas sdo sob refrigeracdo de

4 °C, ap06s oito semanas de armazenagem, conservando acima de (80%) de sua atividade. Ao

se utilizar a adicdo de uma solucdo de (35%) de glicerol como sugestdo de estabilizante a

mesma manteve (90%) da retencdo da atividade.

J& na avaliacdo da influéncia do pH sobre a estabilidade da enzima observa-se pela

Tabela 4.8 que nos intervalos de 6-6,5 e 9-10 a atividade enzimatica é reduzida. No intervalo

inicial provavelmente por representar o seu ponto isoelétrico e no pH fortemente basico por

acarretar desnaturacdo da proteina.
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Tabela 4.8. Influéncia do pH na atividade enzimatica inicial do caldo bruto foi 6,12 +

0,01(Ul/g).
Amostra do caldo em Atividade enzimatica
variados pH (Ul/g)
3,0 3,86 + 0,02
3,5 4,53 +0,03
4,0 3,66 + 0,05
5,0 4,03 +0,02
6,0 0,03+0,01
6,5 0,19 + 0,08
7,0 5,52 +0,02
7,5 4,99 +0,01
8,0 4,19 +0,01
8,5 4,06 +0,01
9,0 0,16 + 0,01
9,5 0,23 +0,00
10,0 0,49 +0,01

Lemos (2000) avaliando a estabilidade térmica de xilanases produzidas por
Aspergillus awamori relata producdo de endo-xilanase estavel por 165 dias e decréscimo de
(20 %) na atividade da B- xilosidade ap6s 15 dias de estocagem a 4 °C. Comenta que a
estabilidade térmica de endo-xilanases aumenta consideravelmente através da adicdo de

polidis, principalmente xilitol 52 °C e sorbitol em concentracdes de 2,0 M.

Kamat et. al. (2013) relata que a utilizagdo de xilanases iniciou na década de 80 na
preparacdo de racdo animal e que mais tarde foi disseminada na industria de alimentos, téxtil
e papel, ressaltando sua aplicacdo na fabricacdo de pées, bebidas industria quimica e
farmacéutica. Afirma que a xilanase catalisa a hidrolise das xilanas sendo produzidas
principalmente por microrganismos que participam de decomposicdo da parede celular de

plantas e hidrolise de polissacarideos juntamente com outras enzimas. Dentre as fontes
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microbianas reflete que os fungos filamentosos sdo em especial utilizados, pois secretam
xilanases para 0 meio em niveis mais elevados de que leveduras e bactérias. Realizou testes
de temperatura 6tima para enzimas pela incubacdo do extrato bruto a temperaturas que variam
de 20 a 80 °C.

Milanezi (2010) pesquisando a purificacdo e caracterizacdo de endoxilanases
produzidas por Aspergillus niger utilizando como substrato indutor bagago de cana de agucar
revelou atividade xilanolitica com cerca de 33 kDa no melhor pH 4,5, nas temperaturas de 45
e 50 °C. Tendo como melhorador da atividade em (80%) o L-triptofano por ser modificador
quimico de aminoacidos. O tampao acetato de sodio pH 4,5 também foi capaz de aumentar a

meia vida.

Na discussdo de Santiago (2013) sobre a aplicagdo e termoestabilidade de enzimas
quiméricas produzidas por FES comenta-se ser segundo Olofsson et. al (2008), enzimas com
temperaturas 6timas proxima de 37 °C e pH proximo a 5,0 mais apropriadas para a producéo

de etanol de segunda geracéo.

Na avalicdo de Xiong et al.( 2004) estudando a influéncia do pH sobre a producéo de
xilanases por fungos filamentosos, a variagdo do mesmo proporciona a indugdo de produgéo
de enzimas de massa molecular variada, o que torna o seu controle imprescindivel

industrialmente.

4.7 — Eletroforese (SDS-PAGE)

Na Figura 4.5 apresenta-se a identificacdo das proteinas por eletroforese revelada em
gel de poliacrilamida 15% e desnaturadas em SDS. O extrato obtido no cultivo em estado
solido e do A.oryzae nas condicgdes otimizadas descritas nesta pesquisa foi comparado com o
extrato comercial utilizado na panificagdo pelo moinho GMP, denominada Germix obtida do
microrganismo Bacillus thunngiensis, (Eurogerm Brasil produtos alimenticios LTDA).
Evidenciou-se na identificagdo das bandas protéicas das colunas 1, 2, 5 e 6 a enzima
comercial Germix, o caldo enzimatico extraido da fermentagdo em estado sélido do farelo de
trigo secretado por Aspergillus oryzae nas colunas 3 e 7; e visualiza-se os padrdes de massas
molecular nas colunas 4 e 8. Os nimeros das bandas das corridas cromatograficas identificam

que a enzima comercial germix € purificada e apresenta massamolar de 45 a 66 kDa, enquanto
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0 caldo obtido nesta pesquisa apresentou imagens em varias bandas protéicas, logo nao
purificado. Sendo mais intensa na regido do extrato de massas molecular 14,4 kDa que se

aproxima a representagao do padrdo da a- Lactalbumina (Sanagogo, et al., 1989).

Colunas 1

Figura 4.5 —Caracterizacdo de proteinas secretadas no ensaio da fermentacdo em
estado sélido do farelo de trigo por Aspergillus oryzae. O extrato bruto é apresentado nas
colunas 3 e 7, enzima comercial denominada Germix colunas 1,2,5 e 6. Tragadores indicam
0s padrBes comparativos de massas moleculares: 97,0 kDa - Fosforilase; 66,0 kDa -
Albumina; 45,0 kDa — Ovalbumina carbonica; 30,0k Da — Anidrase; 20,1 kDa — Inibidor de
tripsina e 14,4 kDa — a- Lactalbumina.

A avaliacdo do ponto isoelétrico apresentado na Tabela 4.6 através do resultado da
atividade enzimatica revelou que na faixa de pH entre 5,5 e 6,5 a atividade no caldo é minima
indicando que as enzimas com atividade xilanolitica precipitam nesta faixa, portanto, nesta
faixa esta o ponto isoelétrico. Fato confirmado pela eletroforese na Figura 4.6 onde quase nédo
pode ser visualizada bandas da corrida cromatografica. A atividade da enzima é favorecida na
faixa de pH entre 7,0 e 7,5, muito embora o desempenho no meio acido ndo seja ruim. A

atividade € novamente reduzida acima do pH 9,0 indicando a desnaturacao da proteina.
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Figuras 4.6 — Geis representativos da eletroforese do caldo bruto em contato por 2 horas com
diferentes tampdes. O extrato da proteina como caldo bruto denominado caldo 1 €
apresentado na coluna 17, sua duplicata denominada caldo 2 é apresentada nas colunas 7,15 e
21. PadrBes comparativos de massas moleculares nas colunas 8, 16 e 22: 97,0 kDa -
Fosforilase; 66,0 kDa - Albumina; 45,0 kDa — Ovalbumina carbonica; 30,0 kDa — Anidrase;
20,1 kDa — Inibidor de tripsina e 14,4 kDa — a- Lactalbumina.

Na producdo das endoxilanases microbianas explicam que constituem-se de enzimas
monoméricas com massas molecular entre 8 e 145 kDa usualmente apresentando atividade
6tima em temperaturas entre 40 e 60 ° C, denominadas meséfilas, pH 6timo de 4 a 7 e ponto
isoelétrico variando de 3 a 10 segundo Kulkarni et. al, 2006. Apresentam a classificacdo da
endoxilanases da familia 10 como sendo de alta massa molecular > 30 kDa e pl &cido e as da
familia 11 apresentando baixa massas molecular < 30 kDa e pl basico ou &cido. As
endoxilanases da familia 11 atuam exclusivamente em substratos contendo residuos de D-
xilose, por isso séo consideradas xilanases verdadeiras. Trata-se de uma classificagéo baseada
na comparacdo da estrutura primaria dos dominios cataliticos proposto por Henrissat e
colaboradores em 1993. Assim o caldo enzimatico obtido nesta pesquisa terd maior percentual
de enzimas consideradas verdadeiras com 33 kDa, pl &cido sendo classificada como da
familia 10. Segundo tal classificacdo o caldo produzido neste trabalho seria classificado como

da familia 11 por apresentar massa molecular baixa e pl basico ou acido.

Cacais et al. (2001) utiliza eletroforese no gel (Sodium dodecyl sulphate
polyacrylamide) SPD-PAGE em (10%) de acrilamida por zimograma como método de
identificagdo de multiplas formas de atividade xilanolitica, proteinas (Celulase, B-xilanase e
- xilosidase). Uma forte determinagéo de peso molecular identificado de 24 kDa entre 46 e
118 h de incubagdo na fermentagcdo submersa de Trichoderma harzianum strain 4 tendo
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como substrato a xilana “oat spelt”, com pico de produgdo entre 10 e 34 h. - xilosidase teve
atividade expressa em 52 h de cultivo em toda analise. Mostra que classifica-se a xilana
dependendo do seu grau de polimerizacdo como softwood xylans de 70 a 130 kDa e hardwood
xylans com grau de polimerizacdo entre 150 e 200 kDa. Considerando o O-acetil- 4- O-
methilglucuronoxilana como hardwood e arabino-4-O-metheilglucuronoxilana como
softwood e principais hemiceluloses. Informa que variedades de xilanas podem ser isoladas
em agua ou fracBes insollveis por quebra de Xxilo-oligosacarideos. Neste trabalho a
classificacdo sugerida classificaria o caldo produzido por Bakker (2017) como softwood

xylans por apresentar massas moleculares entre 14,4 e 30 KDa

4.8 - Avaliacdo de comportamento reoldgico da farinha pela analise do

falling number e alveografia

A Tabela 4.9 ilustra os resultados comparativos da especificacdo da farinha para cada
categoria de produto visando reconhecer se ocorreu alteracdo nas caracteristicas da farinha
devido a acdo da xilanase na amostra. Pode-se observar na Tabela 4.9 que apresenta o
resultado de falling number, alveografia e trabalho produzido pela massa, que apos a adicéo
da enzima a farinha padrdo modificou sua classificacdo de farinha tipificada para macarrdo
(massas) a farinha mais adequada para panificacdo. O que decorre do enfraquecimento da
rede de glaten ocasionado pela acdo da enzima. O gliten é o conjunto de proteinas naturais do
trigo insollveis em &gua formada pelo trabalho mecénico e agua durante a fabricacdo das
massas. A formacdo da rede de gluten é explicada quimicamente pela interacdo de duas
proteinas naturais do trigo, gliadina (ligacdo SHHS) e glutenina (ligacdes S-S) que fornecem
ao produto as propriedades de extensibilidade e elasticidade respectivamente. Partes destas
propriedades s@o alteradas naturalmente pelo processo de maturacdo da farinha quando
guimicamente ocorre a oxidacdo das ligacbes S-H formando moléculas de é&gua,
disponibilizando mais agucares simples para fermentacdo e alterando sua extensibilidade.
Neste caso a alteracdo da rede de gluten seria explicada também pela liberagdo de maior
quantidade de agucares simples mas a causa foi a quebra da xilana presente na farinha apds

adicdo da enzima.

Christiane Maria Christina Nébrega Bakker, 04 / 2017



Resultados e discussao 103

Tabela 4.9 — Resultados do nimero de queda (Falling Number - FN), da alveografia e do
trabalho da farinha padréo e da farinha adicionada de xilanases produzida por A. oryzae com

valores comparativos da classificacdo de farinhas na area de alimentos.

Item Farinha  Farinha Massa Pao Bolo Biscoito Biscoito
padrdo  c/enzima fermentado doce
1,0e2,0
mL
FN(s) 488 403 e 356 >350 275-350 225-250 225-275 200-250
Razao P/L 4,15 1,34 >1,5 0,6-1,5 - 0,5-0,9 0,2-0,5
W(1O'4J) 208 247 >280 180-275 <100 150-200 <100

Referéncia: Instituto de Ciéncia e Tecnologia de alimentos- ICTA/ UFRGS (2014)

Neste ensaio do FN é medida a liquefagcdo do amido gelificado de uma suspensdo de
farinha aquecida em banho fervente, similar ao que ocorre no forneamento de um péo. Logo,
0 FN retrata o potencial da farinha através da correlacdo entre viscosidade do amido
gelatinizado e a atividade da enzima. Estabelece-se por esta analise as propor¢fes em que se
deve misturar duas farinhas ou doses de enzimas a serem adicionadas para tornar a farinha

aceitavel em diferentes categorias de produtos de panificacéo a serem fabricados.

Na interpretacdo dos resultados, ao se utilizar o método da alveografia, estima-se que
o trabalho de deformacdo necessério a criacdo de uma bolha seja considerado como modelo
similar ao que se passa na panificacdo quando da criacdo dos alvéolos de massa, sob a acdo do
gas carbénico liberado durante a fermentacdo do pdo. Farinhas caracterizadas como pouco
extensiveis sdo adequadas para massas, farinhas de média extensibilidade apropriadas para
pdes e muito extensiveis ideais para fabricacdo de biscoitos e bolos. Os aditivos enzimaticos
comerciais adicionados tem o propoésito de alterar esta extensibilidade e ou tenacidade para

adequacao das farinhas a categoria de uso na panificacdo ou biscoitos.

O ensaio da alveografia foi realizado adicionando-se 71,5 mL da enzima obtida a
250,0 g de farinha de trigo. Observando-se os valores dos resultados da Tabela 4.9 reconhece-
se que ao diminuir a razdo P/L da farinha com adicdo da enzima, ou seja, razdo
tenacidade/extensibilidade, de 4,15 para 1,34, pode-se reclassifica-la de farinha prépria para

massas para adequada a panificacdo. Fato que conjuntamente com resultado do nimero de
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queda e trabalho confirma que com adigdo das xilanases tem-se a oportunidade de corrigir ou
adequar os valores de falling number e alveografia apresentado pela farinha para adequacéo
ao uso na area de panificacdo. Relacionado ao trabalho aumentou-se o trabalho exigido de 208
para 247 (10™J), indicando que a adicdo da enzima tornou a massa mais resistente ao
manuseio. Logo, atraveés destas determinagdes pode-se estabelecer as propor¢des em que se
deve misturar duas farinhas ou doses de enzimas & serem adicionadas para tornar a farinha
aceitavel em diferentes categorias de produtos alimenticios industrializados. Tal fato torna-se
importante no momento que em alguns continentes temos a dificuldade de producdo de
determinada classificacdo de farinha de trigo devido ao género do gréo produzido por
questBes de condicdes climaticas e adaptacdes genéticas.

A Figura 4.7 apresenta o resultado de cartas alveograficas de trés tipos de farinhas
divulgados pelo (ICTA, 2014) para efeito comparativo. A primeira curva € a representacao
grafica das caracteristicas de uma farinha denominada normal tipificada para panificacdo
(Mediana tenacidade - P e mediana extensibilidade — L); em segundo uma farinha para massas
pouco extensivel e de alta tenacidade, utilizada para fabricacdo de macarrdo e, em terceiro,
uma carta de uma massa excessivamente extensivel tipificada para biscoitos e bolos. A
tenacidade e extensibilidade das farinhas estdo relacionadas com a quantidade e qualidade de
proteinas presentes na amostra relativa a matéria-prima o trigo. Trata-se de proteinas
insollveis em agua: a gliadina, que reproduz na massa a caracteristica de extensibilidade e a
glutenina que representa a tenacidade. Ao serem hidratadas e por acdo de forga mecénica do
amassamento formam uma rede protéica denominada gliten, capaz de reter os gases da
fermentacdo e manter o formato dos produtos apos industrializacdo. Tal caracteristica retém
os graos de amido, permitindo a formacdo do volume do pdo na panificacdo e garantindo o
formato das massas em macarrfes. A enzima Xilanase age na farinha diminuindo a rigidez da
rede protéica, aumentando a maquinabilidade da massa, absorcdo de dgua nos paes e salto de

forno.
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Figura 4.7 - Cartas alveograficas de trés tipificagdes de farinhas para a area de alimentos. 1.
Massa normal para panificagdo; 2. Massa pouco extensivel para fabricacdo de macarrdo e 3.

Massa excessivamente extensivel para biscoitos e bolos. Fonte: ICTA (2014).

A Figura 4.8 ilustra o padrdo alveografico da farinha padrdo do ensaio em comparagéo
com a carta alveogréfica da farinha ao qual foi adicionado o caldo enziméatico obtido no
presente trabalho. Pode-se observar a mudanca de tipificacdo da farinha pela atenuacdo do

pico da curva e alteracdo em seu decaimento, tornando viavel a utilizacdo do caldo enzimatico

como aditivo alimentar na area de alimentos.

1 2)

By Ao 100 150  L(mm)
50 100 150 L (mm)

Figura 4.8 - Cartas alveograficas: 1) farinha padrdo e 2) farinha adicionada do caldo

enzimatico obtido por A. oryzae.

Passarinho (2014) relata a avaliacdo da eficiéncia para hidrélise da farinha de trigo
integral a 27 °C e clarificagdo de sucos por xilanases derivadas do gene (XynA) de
Orpinomyces PC-2, como nédo sendo eficiente. Descreve a utilizacdo de complexo enzimatico
que permite hidrolisar, ndo somente a cadeia principal mas as ramificagdes do complexo
xilanotitico. Este fato sob o ponto de vista industrial também é relatado como dificuldade para

utilizacdo direta das enzimas extracelulares produzidas por fungos. O que ndo é o caso desta
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pesquisa, pois na utilizacdo do complexo enzimético j& ocorreu o resultado esperado de
reclassificacdo da farinha, portanto ndo sendo necessaria a purificacdo. Concorda que 0s
fungos produzem enzimas mais ativas em pH baixo acrescidas das vantagens de eficiéncia de
convercdo, auséncia de perda de substrato por condi¢des corrosivas, uso de reagentes nao
toxicos e biodegradaveis. Testa a liberacdo de xilose na hidrolise da farinha de trigo néo
obtendo bons resultados com enzimas quiméricas produzidas na fermentacdo da cana de
acucar por Orpinomyces PC-2 a 50 °C. Mas comenta que as arabinoxilanas sdo de importancia
na panificacdo, pois produzem produtos viscosos com agua que afetam a consisténcia das
massas, a retencdo de gas da fermentacdo no gluten e no amido e a textura final dos produtos
forneados.

Continuando na aplicacdo na panificacdo sdo descritas por varios pesquisadores que as
endoxilanases sdo aplicadas na preparacdo de pdes e tornam a massa mais macia, aumentando
o volume do pdo, melhorando propriedades reoldgicas da massa durante a panificagéo,
facilitando seu processamento diminuindo a retencdo do gas e retardando a retrogradacéo do
amido. Informou que as xilanases tem sido utilizadas largamente na panificacdo para melhorar
a maquinabilidade e estabilidade da massa, estrutura do miolo e vida Gtil do pdo. Avaliando o
efeito de xilanases nos atributos de qualidade do pao considerou que a suplementacdo com
xilanases proporciona melhorias nos atributos sensoriais do pédo. Especificamente também
relata tais melhorias e descreve proporcionar decréscimo na absor¢do de agua de (8%),
aumento da massas de (36,8%), melhoria no volume especifico de (34,9%), melhor sabor,

gosto, maciez e aceitacdo global.
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5. Conclusoes

Para suprir a deficiéncia de qualificacdo de méo de obra como obstaculo a inovacgéo, a
interlocucdo setor privado e academia demonstrou neste trabalho, ser uma alternativa viavel e

préspera de resultados.

Com relacdo a caracterizacdo de residuos da producdo de margarina, concluiu-se que 0s
residuos ndo foram substratos viaveis para o crescimento dos microrganismos examinados nas

condicdes testadas.

Na caracterizacdo fisico-quimica o farelo de trigo apresentou caracteristicas adequadas
como suporte e substrato para o cresimento de microrganismos. Apresentando cerca de 40%
de hemicelulose, sugerindo potencial para inducdo na producdo de xilanases. Sendo o
microrganismo Aspergillus oryzae a microbiota de crescimento mais exuberante no farelo de

trigo, apresentando o melhor desempenho com o farelo sem pré-tatamento;

Na caracterizacao bioldgica do farelo de trigo foram encontrados microrganismos que ndo

apresentaram bons resultados nos ensaios para producao de xilanase;

Na selecdo microbiana o microrganismo que apresentou melhor resultado foi a cepa de A.
oryzae CCT n° 0975 (ATCC9362) quando adotado como substrato farelo de trigo NLNA,
com 1 mL de inéculo, granulometria de 900 um, p H 6,0, temperatura de 32° C e umidade de
13,6%. Obtendo proteina total extraida no caldo média de 3,87 + 0,01 mg/mL e atividade
enzimatica média de 3,24 Ul/g £ 0,01.

Os resultados do DCCR adotado para otimizar a producdo de xilanases usando farelo de
trigo como substrato e A. oryzae CCT n° 0975 (ATCC9362) em fermentacdo em estado
solido, indicaram que todos os parametros estudados: pH, umidade e granulometria, foram
considerados significativos com 95% de confianca. O pH do cultivo foi o pardmetro que mais
influenciou a atividade da enzima e sua reducdo favoreceu o processo. A atividade
enziméatica maxima da xilanase de 11,78 Ul/g foi obtida em condi¢do otimizada com pH 3,3,

granulometria de 900,0 um e umidade de 40%;
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Na avaliacdo da estratégia de extracdo da enzima concluiu-se que a melhor condicdo de

extracao ocorreu quando foi utilizado o tampéo Acetato de sodio, 100 mM e pH 5;

Na identificacdo por eletroforese, o caldo enzimatico apresentou ponto isoelétrico-Pl
entre pH de 5,5 e 6,5 com atividade xilanasica provavel entre 14,4 e 30 kDa.

Na avaliacdo da vida de prateleira o caldo produzido apresentou-se estavel por 30 dias,
mantendo aproximademente (50%) da atividade da xilanase inicial apds 3 meses de
armazenagem e permanecendo estavel por até 6 meses. Em relacdo a estabilidade a elevadas

temperaturas observou-se que o caldo enzimatico foi desnaturado a partir de 60 °C;

Nos testes de avaliacdo da aplicacdo, o extrato enzimético adicionado a farinha padrdo
realizou alteracdes de parametros reoldgicos da farinha falling number e alveografia ao ponto
de reclassifica-la na tipificacdo da area de alimentos de farinha para massas para farinha

adequada a panificacdo, portanto sendo viavel comercialmente.

Com avaliacdo de residuos industriais conseguiu-se testar e comprovar o farelo de trigo
como potencial matéria prima na forma de substrato para induzir a producdo de enzimas por
FES pelo microrganismo Aspergillus orizae. Um produto de origem biotecnoldgica aplicavel
na panificacdo com possibilidade de ser inserido na estratégia de inclusdo de novos produtos

de inovacdo em empresas de moagem de trigo.

Para estudos futuros recomenda-se a pesquisa de estratégias de suplementacdo do meio
com fontes de aminoé&cidos, fosforo e minerais, otimizacdo de estratégias de purificacdo da
enzima, investigacao de inibidores formados durante o processo de fermentacéo, pesquisa de
fatores de escalonamento do processo para obter tecnologia reprodutivel industrialmente,

ensaios de liofilizag&o e estudo de conservantes enzimaticos.
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7. ANEXO 1 — Fluxograma de pesquisa da producéo de enzimas
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ANEXO 2 Preparacgao de solucdes:

Preparacdo Solucdo de xilana 1% (Xilana de bétula “xylan from birchwood”,
Validade 10/06/2015, fabricante Sigma Aldrich codigo X -4252) — Dissolve-se 1g de xilana
em 20ml de NaOH 1 M sob agitacdo, em temperatura ambiente (30°C), durante 30 minutos.
Adiciona-se a amostra de xilana 20ml de HCI 1 M. O volume final (100ml) foi completado
com solucdo de tampao acetato de sédio 100mM, PH 5,0 mantendo agitacdo por mais de 15
minutos. A solucdo foi submetida a centrifugagdo 12000rpm por 15 minutos a 7°C. O

sobrenadante (xilana solavel) foi utilizado para o ensaio enzimatico.

Preparacdo do tampao acetato de sédio 50mM, pH 5,0 — Deve-se preparar duas
solugdes estoque:

A: Solucdo de &cido acético 0,1M (Merck codigo 21606) (11,55g em 1000mL de agua
destilada).

B: solucdo acetato de sddio 0,1M (Vetec codigo 110) (16,4 g de C,H30,Na ou 27,29
de C,H30,Na.3H,0 em 1000ml de agua destilida).

Misturou-se 14,8ml da solucdo A com 35,2 mL da solucdo B e completa-se o volume

com agua até 100mL.

Reagente acido dinitrosalicilico (DNS): Dissolve-se a frio 10g DNS (Vetec cddigo
1025) em 500ml de agua. Adiciona-se 200ml de NAOH 2N (Vetec cddigo 101) (16g/200ml).
Terminada a dissolucdo, acrescenta-se 300g do sal de Rochelle (Vetec codigo 128) (tartarato
duplo de sodio e potassio). Perfazendo 1000mL (com agua destilada) no baldo volumétrico. A
solucdo foi guardada em frasco escuro protegido da luz com papel aluminio e a padronizacao

da solucdo feita 10 dias ap0s a preparacao da solucdo.

Reagente BRADFORD

Dissolver 100 mg de Coomassie Brilliant Blue G 250 (Merck Coomassie Brilliant
Blue G250 for Electrophorese 1.15444 — 0025; ou: Sigma Brilliant Blue G Bo770-25g; ou
Vetec ou Biorad) em 50 mL de etanol 95% (VETEC, pa, Carlo Erba ou outro fornecedor),
adicionando depois lentamente (por exemplo com ajuda de um funil de separa¢do) 100 ml de
acido fosfdrico concentrado (VETEC 1529 Ac. Fosforico pa. ACS Isso 1L pa., Carlo Erba ou
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outro fornecedor). Finalmente dilui-se a solugdo obtida em baldo volumétrico até 1L com
agua destilada, agita-se periodicamente e deixa a solucdo de repouso por 24h e filtra-se a
solucdo (a vacuo) por um filtro de papel para retirar corante ndo solubilizado, particulas e

eventuais outras impurezas.

Este método emprega o corante Coomassie Brilliant Blue G-250 e baseia-se na
interagdo de grupos acidos e basicos de proteinas com grupos dissociados de componentes
organicos, formando precipitados coloridos. Considerado método menos suscetivel a
interferentes, exceto para: SDS, Trito X-100, detergentes comerciais, tampdes basicos,
hidréxido de sédio e Tris >2. A mudanca de coloracdo de marrom alaranjado para azul
referéncia o deslocamento do equilibrio da reacdo acarretado pela mudanca do pH, revelando
a presenca da molécula da proteina que forma complexo com o corante. Devido aos
interferentes citados em alguns casos recomenda-se a precipitacdo das proteinas com &cido

tricloroacético (Zaia et al., 1998).

Preparacdo da curva de calibracdo para a determinacéo de proteina:

Para a determinagdo da concentracdo de proteina em uma amostra liquida preparou-se
uma curva de calibracdo utilizando a Albumina bovina Sérica (BSA) (Sigma-A3059) como
proteina padrdo. Pesou-se 1g de BSA com posterior diluicdo até 1L com agua destilada,
apenas sob agitacdo magnética. Prepararam-se 5 padr@es de concentragdo conhecida e lidas as
densidades Gticas dos padrBes preparados a 280 nm, contra um branco de &gua destilada.
Construido o grafico da absorvancia em 280 nm (eixo y) contra a concentracdo de proteina
nos padrdes conhecidos, e estabelecida a reta de calibragdo, obtém-se a equacdo e o
coeficiente de correlagdo para as cinco concentracbes de BSA (0-1,4 g/L) e foram
determinadas as concentracfes de proteina. Observa-se se a regido da curva de calibracdo
absorvancia / concentragdo usada para a quantificacdo segue a Lei de Lambert-Beer, ou seja,

se é linear.
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ANEXO 3 — Tabelas de analises referente a classificacdo os residuos da

producéo de margarinas

Pardmetros avaliados para classificacdo de residuos no ensaio de solubilizacdo — NBR

10.006:2004.
Parametros Unidade Valor maximo
permitido

(VMP)
Aluminio mg/L 0,2
Arsénio mg/L 0,01
Bario mg/L 0,7

Cadmio mg/L 0,005
Chumbo mg/L 0,01
Cianeto mg/L 0,07

Cloreto mg/L 250,0
Cobre mg/L 2,0
Cromo total mg/L 0,05
Fendis totais mg/L 0,01
Ferro mg/L 0,3
Fluoreto mg/L 1,50
Manganés mg/L 0,1

Mercurio mg/L 0,001
Nitrato (expresso em N) mg/L 10,0
Prata mg/L 0,05
Selénio mg/L 0,01

Sodio mg/L 200,0

Sulfato (SO4) mg/L 250,0
Surfactantes mg/L 0,5
Zinco mg/L 5,0
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Parametros relacionados no ensaio de lixiviagdo — NBR 10.005:2004.

Parametros Unidade Valor méximo permitido

(VMP)
Arsénio mg/L 1,0
Bério mg/L 70,0
Cadmio mg/L 0,5
Chumbo mg/L 1,0
Cromo total mg/L 5,0
Mercurio mg/L 0,1
Prata mg/L 5,0
Selénio mg/L 1,0

Fluoreto mg/L 150,0

Parametros complementares borra da ETE.

Parametros Unidade Valor méximo permitido
(VMP)
pH 1:1 B 2,0-12,5
Substancias soluveis em % -
hexano

Parametros complementares borra da refinaria.

Parametros Unidade Valor maximo permitido (VMP)
pH 1:1 _ 2,0-12,5
Ponto de fulgor °C 60(a,d)
Sulfeto (como H,S) mg/Kg 500(c)
Cianeto (como HCN) mg/Kg 250(c)
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ANEXO 4 - Projeto Inova Talentos — CNPQ/IEL

Producéo da enzima xilanase pelo microrganismo Aspergillus oryzae utilizando farelo de trigo
como substrato em fermentacdo em estado sélido. Fonte: portalnoar.com/iel-rn-aprova-mais-

quatro-projetos-para-o-inova-talentos-2015.

IEL-RN aprova mais quatro
projetos para o Inova Talentos
2015

Todos os quatro projetos apresentados pelo Instituto Euvaldo Lodi (IEL-RN) para a terceira chamada do
Inova Talentos, realizada em dezembro do ano passado, foram aprovados. As iniciativas selecionadas sao
desenvolvidas com as empresas parceiras: Grande Moinho Potiguar (submetido com dois projetos),
NUTRIDAY e BQ MIL.

Além disso, outros trés projetos também foram submetidos e aprovados na segunda chamada, que
aconteceu em junho de 2014.

No total, o Rio Grande do Norte participa com sete iniciativas inovadoras voltadas para incluséo e
ampliacdo do nimero de profissionais qualificados em atividades de inovacdo no setor empresarial.

A divulgacéao do resultado final com os ganhadores sera realizada no dia 19 de janeiro.
Confira a lista dos projetos selecionados:

* “Biotecnologia empresarial: um modelo do sistema de avaliacdo de desempenho ambiental” e
“PRODUCAO DA ENZIMA XILANASE PELO MICROORGANISMO Aspergillus oryzae
UTILIZANDO FARELO DE TRIGO COMO SUBSTRATO EM FERMENTACAO EM ESTADO
SOLIDO” (Grande Moinho Potiguar) — 32 Chamada;

* “Reciclagem (reuso) de recursos hidricos provenientes da industria de alimentos, para redu¢do do impacto
ao meio ambiente e redu¢do de custos de produgdo” (NUTRIDAY) — 32 Chamada;

* “Estudo Logistico: Inovagdo da rede logistica na empresa BQMIL” (BQMIL) — 32 Chamada;

o “DESENVOLVIMENTO DE PRODUTO SEMI REFRATARIO UTILIZANDO RESIDUO DA
INDUSTRIA CERAMICA” (CENTRO DE TECNOLOGIAS DO GAS E ENERGIAS RENOVAVEIS) —
22 Chamada;

+ “FORMULACAO, MODULACAO E FABRICACAO DE BLOCOS E PISOS INTERTRAVADOS,
UTILIZANDO RESIDUOS DA BRITAGEM DE ROCHAS CALCARIAS” (BQMIL) — 22 Chamada;

« “RECUPERACAO DA AGUA DO CONDENSADO” (Coteminas) — 22 Chamada.

PROGRAMA INOVA TALENTOS

Em parceria com o Centro Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq), o Programa do
IEL tem como objetivo desenvolver a inovagdo dentro da empresa e possibilitar a entrada de profissionais
recém-formados no mercado de trabalho.
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Na edi¢do 2014, o edital contou com R$ 30,5 milhGes, sendo R$ 20 milhdes para projetos do SENAI; R$
7,5 milhGes para projetos do SESI e R$ 3 milhdes em bolsas de pesquisa do CNPgq. Confira aqui a tabela
completa com os resultados do 3° ciclo
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ANEXO 5 - Artigo

Producdo de xilanases por fermentacdo em estado sélido de farelo de trigo

utilizando consorcios fungicos.

PRODUCAO DE XILANASES POR CONSORCIOS FUNGICOS E POR ASPERGILLUS
ORYZAE E TRICHODERMA RESEEI UTILIZANDO FARELO DE TRIGO COMO
SUBSTRATO EM FERMENTAGCAO EM ESTADO SOLIDO

Christiane Maria Christina Nobrega Bakker®, Everaldo Silvino dos Santos? e Gorete Ribeiro
de Macedo®

8 Programa de Pds-Graduacéo em Engenharia Quimica - Universidade Federal do Rio Grande

Campus Universitario Lagoa Nova, CEP: 59072-970, Natal/RN- Brasil
Resumo

A fim de se apontar alternativas para destinacdo do residuo de farelo de trigo gerado
em industrias do setor alimenticio, contribuindo assim com a diminuicdo do impacto
resultante da deposicdo de residuos no meio ambiente, avaliou-se no presente trabalho o
potencial do farelo de trigo como substrato para producdo de enzima Xilanase em cultivo em
estado solido, utilizando consorcios fungicos bem como os fungos Aspergillus oryzae CCT n°
0975 (ATCC9362) e Trichoderma reesei CCT n° 2768 - QM 9414.

Utilizou-se o farelo de trigo, ndo lavado e ndo autoclavado, como fonte de carbono e
energia na fermentacdo em estado sélido pelo fungo Aspergillus oryzae que apresentou maior
producdo do percentual de proteina nas 72 horas de cultivo. Depois de realizado um
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) - planejamento fatorial 2°, com trés
repeticdes no ponto central e seis pontos axiais - partiu-se para otimizacdo dos fatores que
foram considerados significativos no processo: umidade, pH e granulometria. Os fatores
foram considerados significativos pela ANOVA com o nivel de 95% de confianga e com o
resultado otimizado de atividade enzimética de (1.84 + 0.01) Ul/mL utilizando pH 3,3,
granulometria de 900,0 um e umidade de 40%. O caldo enzimatico obtido foi considerado
eficiente na modificacdo de tipificacdo de farinhas de trigo pelo estudo dos pardmetros
reoldgicos do falling number e alveografia sendo estavel por cerca de 3 meses.

Palavras-chave: producdo de xilanases, farelo de trigo, Aspergillus orizae e

Trichoderma reesei.

Contato e-mail : bakker.christiane@gmail.com, Tel.: +55(84) 98809 7550
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XYLANASE PRODUCTION BYUSING WHEAT BRAN AS SUBSTRATE IN
SOLID-STATE FERMENTATION

L2Christiane Maria Christina Nobrega Bakker*, ‘Everaldo Silvino dos Santos, and *Gorete
Ribeiro de Macedo

Biochemical Engineering Laboratory, Chemical Engineering Department, Federal University
of Rio Grande do Norte, 59078-970 Natal, Brazil. ?M. Dias Branco, Co., 59010-700 Natal,
Brazil.

Abstract
This study aimed to find alternatives for wheat bran disposal destination generated in food
industry sector, thus contributing to the reduction of the resultant impact of residue deposition
in the environment. The potential of the wheat bran as a substrate for xylanase production by
solid-state fermentation using fungal consortiums as well as Aspergillus oryzae (ATCC9362)
and Trichoderma reesei (2768) was valued . The use of non-washed and non-autoclaved
wheat bran as carbon and energy source in solid-state fermentation by A. oryzae fungus
showed greater percentage of produced protein after 72 h of cultivation. The use of a central
composite rotatable design (CCRD), 2° factorial planning with three repetitions at the central
point as well as six axial points, coupled with Surface Response Methodology (SRM) allowed
to assay the influence of humidity, pH, and grain size (independent variables or factors) on
the xylanase activity (dependent variable or response) as well as to optimize the best
conditions for the enzyme production. The results showed that all factors and their
combinations were significant at 95% confidence level. The optimized xylanase activity was
(1.84 = 0.01) Ul/mL, obtained at 40% humidity and pH 3.3 with a grain size of 900.0 um.
The produced broth was stable for 3 months and approximately had 50% of the initial
xylanase activity at 4°C. SDS-PAGE assay showed that xylanase has 30 kDa molar mass. The
obtained enzymatic broth was efficient to modify wheat flours as shown by the falling number

rheologic parameters and alveography assay.

Key-words: Xylanase, wheat bran, Aspergillus oryza
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1. Introducéo

O residuo da fabricacdo de farinha de trigo apresenta varias caracteristicas que
possibilitam o seu uso como meio de cultura: sdo baratos, atendem as necessidades
nutricionais do microrganismo, possui caracteristicas que facilitam o controle do processo,
ndo provocam dificuldades na recuperacdo do produto, apresentam estabilidade para
armazenagem (Schmidell, 2001). Sendo assim, é um potencial substrato para obter produtos
comercialmente viaveis por fermentacdo. As xilanases sdo enzimas que degradam a Xilana,
principal componente da hemicelulose vegetal, podendo contribuir para o branqueamento de
polpas de celulose reduzindo a utilizacdo de produtos altamente poluentes, na clarificagdo de
sucos e vinhos e na liberacdo de xilo-oligosacarideos que podem ser entdo convertidos em
outros produtos de interesse na area de alimentos, entre outras aplicacdes, Maciel (2006). O
objetivo do presente estudo foi utilizar o farelo de trigo (residuo agroindustrial) como
substrato para a fermentacdo em estado sélido (FES) para producéo de xilanases, usando-se 0s
fungos Aspergillus oryzae e Trichoderma reesei. ApOs caracterizagdo do substrato, um
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) com a metodologia de superficie de
resposta que permitiu otimizar a producdo da enzima avaliando-se a viabilidade de uso das

xilanases como aditivo na industria alimenticia.

2. Material e métodos

2.1. Caracterizacao dos residuos

A coleta de amostras para caracterizagdo dos substratos foi realizada na unidade do
Grande Moinho Potiguar denominada GMP instalada em Natal-RN. Foram coletados 5 kg de
amostra de granulometrias 600 e 1200 um de farelo de trigo ja comercializados como
subproduto da fabricacdo de farinha de trigo. As analises realizadas no farelo de trigo foram:
pela metodologia (IAL, 2005) umidade , granulometria, cinzas, proteina total pelo método
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Kjeldahl, determinacdo do pH e determinacdo dos percentuais de celulose, hemicelulose e
lignina (LAP, 2011).

2.2. Microrganismos, obtencdo de esporos e Processo de fermentacdo em estado

solido (fes)

Foram selecionados dois fungos filamentosos, conhecidos como bons produtores de
enzimas a partir de materiais lignocelulésicos, Aspergillus oryzae CCT n°0975 - ATCC 9362
e Trichoderma reesei CCT n°2768 - QM 9414. As cepas dos microrganismos Aspergillus e
Trichoderma foram adquiridas na cole¢do de culturas tropicais da Fundacdo André Tosello
em Campinas-SP. Com o substrato farelo de trigo foi realizado ensaio em FES. O processo de
fermentacdo em estado sélido foi conduzido utilizando 12,0 g do substrato (farelo de trigo)
nas diferentes condicbes de pré-tratamento. Nos ensaios 12,0 g dos residuos foram
adicionados de 1,0 mL de cada pré-indculo e foram incubados a 32°C por 168 h (Santos,
2007).

2.3. Analises para avaliacdo da obtencdo da enzima

2.3.1. Extracdo da enzima e determinacdo de proteinas

Na extracdo da enzima utilizou-se 5,0 g da amostra dos cultivos que foram lavados
com 40 mL de solucdo tampédo acetato de s6dio 100 mM em pH 5,0. A extra¢do ocorreu em
banho-maria a 30°C por 30 min. Em seguida, centrifugou-se por 10 min a 30°C, filtrou-se e
solugdo filtrada foi armazenada a temperatura de 4°C. Na determinagdo de proteinas
existentes no sobrenadante apos extragdo utilizou-se o Metodo de Bradford (1976). Para
determinacdo dos acuUcares redutores utilizou-se uma modificacdo do método de DNS
proposto inicialmente por Miller (1959). A leitura foi realizada em espectofotdmetro

(Thermospectronic Genesys 10 UV) a 540 nm.
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2.4. Atividade enzimatica e otimizacéo das condicdes de cultivo

A metodologia utilizada foi a mesma descrita por Ghose (1987). Determinou-se
concentracdo de acucares redutores liberados, spectrofotometro/ Spectrophotometer
(Termospectromic, Gensys 10 UV) durante a hidrolise da xilana 1% (xylan from birch wood -
X0502), pré-incubada 10 min a 50°C em banho — maria (Nova instruments, NI11232).
Definiu-se a atividade como a quantidade de enzima necesséria para produzir 1,0 umol de
xilose/min, nas condi¢des do ensaio. Um Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR) foi realizado e permitiu avaliar a influéncia dos trés fatores (variaveis
independentes): pH do meio, granulometria e percentual de umidade na producéo de xilanases
por fermentacdo em estado solido de farelo de trigo usando A.oryzae. Nesse caso, utilizou-se
como resposta (variavel dependente) a atividade xilanasica (Ul/mL). Nesse delineamento a
parte fatorial consistiu de 8 ensaios, com trés repeticbes no ponto central e 6 pontos axiais,
totalizando 17 ensaios (Barros Neto, 2007) gue, juntamente com a Metodologia de Superficie
de Resposta (MSR) permitiu localizar o ponto 6timo de atividade. Os resultados do
planejamento foram avaliados usando-se o software Statistica (v. 7.0 — Stasoft/USA) que
permitiu obter os modelos estatisticos. A Tabela 1 apresenta os fatores utilizados, sua

codificacdo e os niveis estudados, no DCCR.

Tabela 1 — Delineamento Composto Central Rotacional: Fatores e niveis do planejamento
fatorial 2° com triplicata no ponto central e seis ensaios axiais com rotabilidade.

Fatores/Codificacdo Niveis Codificados

(-a=-1,682) (-1) 0 (+1) (+o.=+1,682)
pH/X; 3,32 4 5 6 6,68
Granulometria(pum)/X, 395,46 600 900 1200 1404,54
Umidade (%)/X3 23,18 30 40 50 56,81

2.5. ldentificacdo da enzima xilanase e ensaios de aplicacao

2.5.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida (sds-page)
Preparado gel de poliacrilamida 30% (v/v); Tris-HCI 1,5M, em p H 8,8; Tris-HCI
0,5M, em p H 6,8; Duodecil Sulfato de Sédio 10% -SDS; Persulfato de Aménio 10%- APS) e
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armazenados sob refrigeracdo. As amostras foram diluidas em tampdo de amostral:1l
perfazendo 100uL de solucdo , desnaturadas a 90°C por 5 minutos em banho Maria.,
(Smithies, 1955).

3.0. Resultados e discussao

3.1. Caracterizacdo do residuo de farelo de trigo e cultivos em estado s6lido do

farelo de trigo com variados microrganismos e métodos de preparacéo do residuo

Na analise dos valores referentes a umidade e granulometria do residuo da producéao
de farinha de trigo, obteve-se umidade de 12,5%, e trés granulometrias 600 um, 1200 um e
uma granulometria mista de 900 pum como subprodutos ja comercializados. O pH em média
apresentou valores entre 6,0 e 7,0 indicando ser o farelo de trigo bom substrato para sintese de
xilanases pois 0 mesmo possui elevado teor de hemicelulose com valores maior que 40% de
hemicelulose. Observado que a partir das 96 horas de fermentacdo (4° dia) o pH comeca a

aumentar, tendendo a neutralizacéo.
3.2. Delineamento composto central rotacional (dccr)
A Figura 2 ilustra 0 DCCR. O fato de todos os efeitos principais dos fatores bem como

as interacOes de segunda ordem mostrar valores significativos ratifica a complexidade da
regulacdo da expressao génica no cultivo em estado sélido.
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Fitted Surface; Variable: Ativ.Enzimatica
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=,0000023
DV: Ativ.Enzimatica
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Figura 2 - Superficie de resposta do DCCR da fermentacdo em estado sélido do farelo de trigo
por Aspergillus oryzae a 32 °C e granulometria 900um - ponto central

Um modelo matematico foi proposto, conforme Equacdo (1), que permite predizer a
atividade xilanasica obtida ao se utilizar como substrato farelo de trigo inoculado com A.
oryzae CCT n°975 - ATCC 9362 por FES nas condicGes otimizadas descritas neste
experimento.

AE = 0,049 - 0,3697X; + 0,0399X; + 0,0562X3 + 0,3941X?; + 0,0813X%,

- 0,0178X%-0,1603 X1 X, - 0,2843 X;X3+0,1768 XX Q)

O modelo consegue explicar 86,7 % de toda variacdo em torno da média. A Figura 4

ilustra os valores preditos e os valores observados ao se utilizar esse modelo. Observa-se que,

considerando a complexidade da FES, foi obtido um bom ajuste.

3.3. ELETROFORESE (SDS-PAGE)

Na Figura 3 apresenta-se a identificacdo das proteinas por eletroforese revelada em gel
de poliacrilamida 30% e desnaturadas em SDS. o caldo obtido nesta pesquisa apresentou
imagens em varias bandas proteicas, logo ndo purificado. Sendo mais intensa na regido do
extrato de massas molecular 14,4KDa que refere-se a representacdo do padrio da a-

Lactalbumina (Titani et al., 1977).
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Colunas 1= 07 3 7

Figura 3 —Caracterizacao de proteinas no ensaio de FES do farelo de trigo por Aspergillus
oryzae. O extrato da proteina é apresentado nas colunas 3 e 7, enzima comercial denominada
Germix colunas 1,2,5 e 6. Tracadores indicam os padres de massas moleculares: 97,0 KDa -
Fosforilase; 66,0 KDa - Albumina; 45,0KDa — Ovalbumina carbdnica; 30,0KDa — Anidrase;

20,1KDa — Inibidor de tripsina e 14,4KDa — a- Lactalbumina.

4-CONCLUSAO

O DCCR utilizado para otimizar a producdo de xilanases usando farelo de trigo como
substrato e A. oryzae CCT n° 0975 (ATCC9362)cultivado em fermentacdo em estado sélido,
mostrou que todos os parametros estudados: p H , umidade e granulometria, foram
considerados significativos com 95% de confianca. O pH do cultivo foi o pardmetro que mais
influenciou a atividade da enzima e sua reducdo favorece o processo. A atividade enzimatica
da xilanase de (4,54 Ul/mL) foi obtida em condicdo otimizada de pH 3,3, granulometria de
900,0 um e umidade de 40%.

O caldo produzido apresentou-se estavel por 3 meses, mantendo-se aproximademente
50% da atividade da xilanase inicial apds 6 meses de armazenagem. O extrato enzimatico
adicionado a farinha padrdo realizou alteragdes de parametros reoldgicos da farinha falling
number e alveografia ao ponto de reclassifica-la na tipificacdo da area de alimentos de farinha

para massas para farinha adequada a panificacao.
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