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RESUMO

A xilanase é uma enzima que atua no componente hemicelulésico da parede celular das
plantas. Sua funcédo é catalizar a despolimerizacdo da xilana clivando as ligacGes $-1,4. Esta
funcdo justifica sua grande importancia no mercado industrial. O presente estudo buscou
relatar a producdo de xilanase pela técnica de fermentacdo em estado solido por a¢do do fungo
filamentoso Aspergillus oryzae ATCC 10124, em mistura dos residuos, bagaco de cana-de-
acucar, casca de arroz e casca do fruto do cacau, a caracteriza¢do da enzima produzida quanto
a termoestabilidade e estabilidade a diferentes pHs e sua atividade frente a adicdo de metais e
por fim a aplicacdo da enzima contida no extrato bruto enzimatico produzido na sacarificacdo
de residuos lignocelulosicos. Para o estudo das melhores condi¢cdes de mistura dos residuos
foi utilizando o Desenho experimental simplex centrdide, onde a combinacéo de 25% bagaco
de cana-de-acucar 25% de casca de arroz e 50% de casca de cacau, foi apontada pelo modelo
como 6tima. Estas condi¢es foram validadas permitindo obter uma atividade enzimatica de
10,85U/g, valores que elevaram em 22,05%, 117% e 11,85% a producdo enzimatica quando
comparado a atividades obtidas com os residuos separadamente. Foi também aplicado o
planejamento experimental Box-Behnken para realizar a otmizacdo de fatores que
influenciam no processo de fermentacdo, sendo eles, temperatura, tempo de incubagdo e
umidade inicial. O modelo encontrado apresentou como condi¢des Otimas 25°C de
temperatura, 100 horas e 55% de umidade inicial. Estas condigdes 6timas foram testadas e o
valor de atividade real obtida foi de 12,15 U/g, o que representa um aumento de 11,98% em
relacdo a atividade enzimatica anterior a aplicacdo do planejamento experimental. Em seguida
foi realizada a caracterizacdo biogquimica da xilanase produzida quanto ao pH 6timo e a
estabilidade em diferentes pHs, tendo o pH 7,0 como o melhor e estabilidade em pHs mais
alcalinos. Também realizada a caracterizacdo quanto a temperatura O6tima e a
termoestabilidade, tendo melhor desempenho a 60 °C e sendo estavel até 4h de incubagdo. O
estudo do comportamento da enzima frente a adicdo de metais também foi realizado, e foi
possivel observar que apenas o CuSO, apresentou efeito positivo na atividade enzimatica. E
por fim o extrato enzimatico bruto contendo a xilanase foi aplicado na sacarificacdo da casca
do fruto do cacau, bagaco de cana de acgUcar, casca de arroz, casca de amendoim e palha de
milho, sendo capaz de sacarificar todos os residuos a que foi exposta, apresentando como
melhor reriduo para a sacarificacdo a casca do fruto do cacau chegando a apresentar 994,33
mg/g de acuUcares redutores. Estes resultados demonstram o potencial da xilanase de
Aspergillus oryzae ATCC 10124 para aplicacéo industrial.

Palavras chave: Enzimas, Simplex centrdide, Box-Benhken, Residuos lignocelulosicos,
Fungo filamentoso.



ABSTRACT

Xylanase is an enzyme that acts on the hemicellulosic component of the cell wall of plants. Its
function is to catalyze the depolymerization of xylan by cleaving the B-1,4 bonds. This
function justifies its great importance in the industrial market. The present study sought to
report the production of xylanase by the solid state fermentation technique by the action of the
filamentous fungus Aspergillus oryzae ATCC 10124, in a mixture of residues, sugarcane
bagasse, rice husk and cocoa fruit peel, the characterization of the enzyme produced in terms
of thermostability and stability at different pHs and its activity with the addition of metals and
finally the application of the enzyme contained in the crude enzymatic extract produced in the
saccharification of lignocellulosic residues. For the study of the best conditions for mixing the
residues, the centroid simplex experimental Desenho was used, where the combination of
25% sugar cane bagasse, 25% rice husk and 50% cocoa husk, was pointed out by the model as
excellent. These conditions were validated allowing an enzymatic activity of 10.85U / g to be
obtained, values that increased enzyme production by 22.05%, 117% and 11.85% when
compared to activities obtained with the residues separately. The Box-Behnken experimental
planning was also applied to optimize factors that influence the fermentation process and
enzymatic production, namely, temperature, incubation time and initial humidity. The model
found presented as optimal conditions 25°C of temperature, 100 hours and 55% of initial
humidity. These optimal conditions were tested and the value of real activity obtained was
12.15 U / g, which represents an increase of 11.98% in relation to the enzymatic activity prior
to the application of the experimental Desenho. Then, the biochemical characterization of the
xylanase produced was performed in terms of optimum pH and stability at different pHs, with
pH 7.0 being optimal and having better stability at more alkaline pHs. Characterization was
also carried out in terms of optimum temperature and thermostability, with better performance
at 60 °C and being stable until 4 hours of incubation. The study of the behavior of the enzyme
against the addition of metals was also carried out, and it was possible to observe that only
CuSOQ, had a positive effect on the enzymatic activity. Finally, the crude enzymatic extract
containing the xylanase was applied in the saccharification of the cocoa fruit husk, sugar cane
bagasse, rice husk, peanut husk and corn straw, being able to saccharify all the residues to
which it was exposed. , presenting as the best residue for saccharification the bark of the
cocoa fruit reaching 994.33 mg / g of reducing sugars. These results demonstrate the potential
of Aspergillus oryzae ATCC 10124 xylanase for industrial application.

Keywords: Enzymes, Centroid Simplex, Box-Benhken, Lignocellulosic residues, Filamentous
fungus.



LISTA DE FIGURAS
Capitulo 1

Figura 1 — (A) Bagaco de cana-de-acUcar. (B) Bagaco de cana-de-agUcar triturado em

L0 €0 T= W (=N oo SR
Figura 2 — ReSidUO de CASCA (B AITOZ.........cueueierieiesieeieieiesie sttt e e

Figura 3 — Cacau (Theobroma cacao L.), com destaque para as composic¢Oes da casca

(L= Lo T 01 ) OSSPSR

Figura 4 — (A) Representacdo morfolégica do género Aspergillus. B) Micrografia
Eletrénica de Varredura do conidiéforo de Aspergillu snidulans. C) Micrografia de
Epifluorescéncia de Aspergillus nidulans.............ccooieiiiiiii

Figura 5 — (A) Crescimento e coloracdo de Aspergillus oryzaeATCC 10124 em residuo
de cacau. (B) Col6nia de Aspergillus orysae ATCC 10124 em Agar-batata-
(012 (017 SRS PS

Figura 6 — (A) Representacdo da estrutura da xilana e os locais de atuacdo das enzimas
envolvidas na hidrolise. (B) estrutura da xilobiose e o local de ataque das p-

XELOSTAASES . . ettt ettt e e e e e ettt e e e e e e e e ettt e e e e e e e e e araaaaaaaaas

Figura 7 — Desenho Experimental Centroide Simplex para estudo de trés

COMIPONENEES. ....veuviveetetetet e et et et e e te st et ete s b et ese e s e st e e esesbe st essebe st et eseebe b e s esesee s ensebesrensenearens
Capitulo 2

Figura 1 - (a) Efeitos padronizados para fatores investigados (Grafico de Pareto). (b)

Gréafico de contorno e superficie obtidos a partir do modelo especial

Figura 2. (a) Efeitos padronizados para fatores investigados (Grafico de Pareto). (b)
Gréfico de contorno (temperatura). (c) Grafico de contorno (tempo). (d) Gréafico de

(oo g (o] g g (oI (¥ g1 o= Vo =) USROS PP PRI

Figura 3. (a) Atividade de xilanase obtida em diferentes temperaturas (a atividade mais

20

22

24

26

27

29

33

61

65



alta obtida em 60 °C foi tomada como 100%). (b) Perfil de termoestabilidade de xilanase
(as atividades obtidas no tempo 0 h foram tomadas como 100%; condic¢des de reagéo:
pH: 4,8; tempo: 10 min). (c) Atividade de xilanase obtida em diferentes pHs (d) atividade
mais alta obtida em pH 7 foi tomada como 100). (d) Perfil de estabilidade ao pH de
xilanase (as atividades obtidas no tempo 0 h foram tomadas como 100%; condicdes de
reacdo: temperatura 50°C; tempo: 10 MIN)...ccooiiiiiiieieeee s

Figura 4 - Sacarificacdo de Casca do fruto de cacau, bagaco de cana-de-agucar, sabugo
de milho, casca de arroz e casca de amendoim empregando Xilanase bruta produzida por
Aspergillus oryzae ATCC 10124. A sacarificacdo foi realizada em 50°C, pH 4,8, a 120
rpm por 6 h, utilizando uma carga de substrato de 1% e uma carga enzimética de 130
Ullg de substrato seco. Os  experimentos foram  realizados em

[0 [0 [ o L VOSSPSR

68



LISTA DE TABELAS
Capitulo 1

Tabela 1: Area plantada, area colhida e producio das safras de 2019 e 2020 de cacau no

BraSil 8 N Bahia.......eeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e ettt a e e
Capitulo 2

Tabela 1. Planejamento simplex centroide com valores reais e codificados que estdo
entre parénteses e a atividade enzimatica da xilanase experimental e prevista. As
quantidades do bagaco de cana-de-aclcar (BC), casca de arroz (CA) e casca do fruto do
cacau (CC) foram expressas em gramas. A fermentacdo em estado sélido foi realizada a
27 °C, 144 h, 60% de umidade e 10’ de esporos do Aspergillus oryzae ATCC

Tabela 2. Planejamento Box-Behnken com valores reais e valores codificados que estdo
entre parénteses e a atividade enzimatica da xilanase. A fermentagdo em estado sélido
foi desenvolvida com 5g de mistura de residuos agroindustriais (BC, CA e CC) e 10" de

esporos do Aspergillus oryzae ATCC 10124 por grama de substrato..............ccccceeevvenennen.
Tabela 3. Analise de variancia (ANOVA) para o0 modelo especial cubico..............c.ccuc......
Tabela 4. Anélise de variancia (ANOVA) para 0 modelo quadratiCo..........coevvrvreereererireririinenns

Tabela 5. Atividade de xilanase de A. oryzae ATCC 10124 frente a diferentes sais
metalicos e compostos organicos (a atividade obtida utilizando o extrato xilanolitico
bruto sem aditivos foi tomada como 100% - controle; condicGes de reacdo: concentracao
de aditivos: 2 mM; temperatura: 50°C; pH: 4,8; tempo: 10 min). Os experimentos foram

realizados em AUPIICALA. ..........oiviriei e

23

55

57

61

64



SUMARIO

Capitulo 1

O LN 2 T0] 51617 IO 14
2 OBJIETIVOS. ...ttt 16
2.1 ODJEUIVO QEIaAl.. ..ot 16
2.2 ODjJEtiVOS ESPECITICOS. .. c.viuieeiitiieiesie et 16
3 REVISAO BIBIOGRAFICA.......cooiiiiieiieiisissississsssss s ssssssassssens 17
3.1 Fermentacdo em EStado SOlIdO..........ccccoiiiieiiic e 17
3.1 Os residuos lIgNOCEIUIOSICOS. .......ccueveiiiirieiee et 18
3.2.1 Bagago de Cana-de-aGUCA ............cooeerierieieeeienie ettt sne s 19
3.2.2 CASCA UB BITOZ....c.eeeieeeiiite ettt bbbt b bbbt n et n e e 21
KIRRCH Or: 107 Wo (o o= Tor= T I o 1-] g Tor Uiy o Lo ) SRR 22
3.3 O micro-organismo utilizado Aspergillus Oryzae............cccoovveiineniiieneneseseee, 25
3.4 Caracteristicas gerais da Xilanase. ..o 28
3.5 Xilanase e suas aplicacdes na sacarifiCagao............cccevveveeieiieii e 30
3.6 Ferramentas estatisticas na otimizacédo da producdos de enzimas...............cccocue..... 31
4 CONSIDERAC}@ES FINAIS. .. 35
5 REFERENCIAS.......coiiiitiieiseieei sttt sttt 36

Capitulo 2: Aplicacdo da Fermentacdo em Estado Sélido na valorizagdo de residuos
agroindustriais pela acdo de Aspergillus oryzae ATCC 10124 para a producgéo de

xilanase e sua aplicacdo na sacarificacdo de residuos agroindustriais. 51

RESUMO ... 51



L INEFOAUGED. ...ttt 52

2 Materiais € METOUOS. ........coueiiiirieii e ens 54
2.1 SubStratos € MICIrOFrgaANISIMIO.......cuiiieieiieieeseee e ee e ste e ste e e sre e e e e e e eeenee e 54
2.2 Preparo dos substratos € INOCUI0.............cceiieiiiei i 54
2.3 Métodos Estatisticos para a otimizacdo da producdo de xilanase por FES............ 55
2.3.1 Otimizacao da mistura de reSIdUOS.........ccvoeriirireeeee e 56
2.3.2 Otimizacdo dos parametros fermentativos...........cccccveveiveeiicieciese e 56
2.3.3 Obtencao do extrato ENZIMALICO..........ccccveieeiie i 58
2.3.4 Determinacao da atividade enzimatica de Xilanase..........c.ccccocevevieviennsnsvcnennne 58
2.4 CaracterizaGao DIOQUIMICA. .........coieiiieiiiicre e s 58
2.4.1 Efeito da temperatura sobre a atividade e estabilidade da enzima...................... 59
2.4.2 Efeito do pH na atividade e na estabilidade da enzima.............c.cccccevvevveiieieennnns 59
2.4.3 Efeito d0os SaiS METALICOS. .........ciiieiiiecicee e 59

2.5 Aplicagdo do extrato bruto enzimatico na sacarificagdo de residuos

AGFOINAUSTIAIS......ecviiitieie ittt ettt e et e e te et e s aaesteessesbeesteaneesreeeas 60
2.6 ANALISES ESTALISTICAS. . ..vevveveiieiti ettt st nne s 60
3. RESUITAA0S € TISCUSSAD. ... .evrerereiieieeriesiiesieeieeree e esteseesteestesseesteeneesseesseeneesseesseensesneensens 60
3.1 Otimizagao da mistura de reSIAUOS..........ccvriiriiiri e 60
3.2 Otimizacao dos parametros fermentativos...........ccooveerieresiesnere e 63
3.3 CaracterizaGdo DIOQUIMIICA.........ccciviieieieie et ere s 66

3.3.1 Efeito da temperatura sobre a atividade e estabilidade da enzima...................... 66



3.3.2 Efeito do pH na atividade e na estabilidade da enzima...........c.cccocevvvevviienennns 67

3.3.3 Efeito d0os SaiS MELANICOS. ........ccciviieieieiese e e 68
3.5 Sacarificacdo de residuos agroiNUSTIIAIS. ........cceiverueiieieere e 69
O O] o] [11:1- Lo TSR 71

T a1 (2] €] A - TR 71



14

CAPITULO 1
1 INTRODUCAO

O aumento da demanda por produtos agricolas em todo o mundo, devido
principalmente ao aumento populacional dos ultimos tempos reflete diretamente na geracdo de
grandes volumes de subprodutos ou residuos, que quando ndo tratados ou reaproveitados,
acabam sendo dispostos em locais inadequados e gerando problemas ambientais cada vez
piores (GARCIA et al., 2019). Assim, formas de aproveitamento destes materiais vém
ganhando destaque devido principalmente a sua constituicao rica em celulose, hemicelulose e
lignina (HOUFANI et al., 2020), o que favorece principalmente seu aproveitamento em
bioprocessos, agregando bastante valor a este tipo de material (FERRAZ, et al. 2019).

A fermentacdo em estado solido ¢ um tipo de bioprocesso que vem se destacando
como alternativa para o reaproveitamento de residuos. A técnica consiste em utilizar
superficies solidas como suporte e fonte de nutrientes para o desenvolvimento de um micro-
organismo, com pouca disponibilidade de &gua, apenas o suficiente para permitir o
crescimento e a atividade metabdlica celular (COSTA et al., 2018; PANDEY, 2003).

Durante o processo fermentativo os componentes da matriz solida sdo metabolizados
pelos micro-organismos acompanhado da liberacdo de compostos, que apresentam
importancia no setor econdmico, a exemplo das enzimas (AHMED et al., 2017
SRIVASTAVA, et al., 2019). Os micro-organismos que mais se destacam neste processo séo
os fungos filamentosos, pela facilidade de adaptacdo, justificada principalmente por este
ambiente se aproximar do seu habitat natural (COSTA et al., 2018). O género Aspergillus
apresenta registros de eficiéncia em processos de producdo enzimatica por fermentacdo em
estado solido (BRITO et al., 2017; REIS et al., 2018; FILIPE, et al., 2019; MELNICHUK et
al., 2020), por adaptar se a uma ampla faixa de temperatura e capacidade de utilizar diversos
compostos quimicos, além de excretar grandes quantidade de enzimas incluindo as
xilanoliticas (MACHIDA et al., 2008, GOMI et al,. 2014).

A preocupacdo com uma producdo enzimatica eficiente justifica se pela crescente
demanda que este mercado vem apresentando mundialmente. As xilanases juntamente com as
celulases e pectinases representam cerca de 20% deste mercado mundial (GUPTA, et al.,
2019). As xilanases sdo responsaveis por catalizar a hidrolise da xilana na clivagem das

ligacbes £1-4 para formar xilo-oligossacarideos e xilose. Essas caracteristicas permitem sua
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potencial aplicagdo nos setores industriais, a exemplo dos setores de alimentos e bebidas,
racdo animal, industria téxtil e industria farmacéutica (CHAKDAR et al. 2016; GUPTA et al.,
2019).

Outro setor de importante crescimento da utilizacdo da xilanase é o de sacarificacao
enziméatica de residuos lignocelulésicos para a obtencdo de acgucares fermentaveis na
producdo de biocombustiveis, pois 25 a 30% da composi¢do do material lignoceluldsico €
hemicelulose, assim, a acdo da xilanase pode elevar a quantidade dos acglcares disponiveis
para etapa posterior (HALDAR; PURKAIT, 2019).

Neste sentido, a producéo de xilanase fungica sob fermentagdo em estado solido é uma
opcdo com ganhos econdmicos e ambientais. Levando em consideragdo a quantidade e a
diversidade dos residuos produzidos no setor agricola, realizar mistura de substratos é uma
alternativa promissora, considerando sempre as caracteristicas destes como suporte, a
disponibilidade de nutrientes, foi realizada uma mistura dos residuos de cana-de-agucar, casca
de arroz e casca do fruto do cacau, utilizando o delineamento experimental simplex centrdide
para avaliar a melhor proporcdo de mistura dos residuos. Para avaliacdo da influéncia de
fatores como umidade inicial, temperatura e tempo de fermentacdo, bem como a melhor
condicdo de cada um desses fatores para a producdo maxima da enzima foi aplicado um
planejamento Box-Behnker. Para a avaliacdo das caracteristicas da xilanase produzida
avaliacOes de estabilidade em diferentes pHs e de termoestabilidade foram realizadas, bem
como a avaliacdo do desempenho da enzima frente a adicdo de metais. E posteriormente foi
realizada a aplicacdo da enzima em processos de sacarificacdo dos residuos lignocelulésicos

casca de cacau, bagaco de cana-de-acucar, casca de arroz e casca de amendoim.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Otimizar, caracterizar e aplicar a enzima xilanase pela agdo do fungo Aspergillus
oryzae ATCC 10124 por fermentacdo em estado soélido em mistura dos residuos

agroindustriais, bagaco de cana-de-agUcar, casca de arroz e casca do fruto do cacau.
2.2 Objetivos Especificos

e Aplicar o Desenho experimental simplex centroide para identificar a condicdo 6tima
de mistura dos residuos para a producdo de xilanase pelo Aspergillus oryzae ATCC
10124.

e Aplicar planejamento Box-Behnken para otimizar a producdo de xilanase em mistura
frente aos fatores que influenciam no processo, temperatura, tempo de incubagéo e

umidade inicial.

e Caracterizar bioquimicamente a xilanase produzida quanto ao pH e temperatura

Otimos, estabilidade ao pH e termoestabilidade e adicao de metais.

e Aplicar a xilanase produzida na sacarificagdo dos residuos lignocelulésicos casca de

cacau, bagaco de cana-de-agUcar, casca de arroz e casca de amendoim.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Fermentacao em Estado Solido

Fermentacdo em estado solido (FES) é um processo biotecnologico de baixo custo,
que consiste no cultivo de micro-organismos sobre superficies sélidas, sendo usadas como
fonte de nutrientes e com presenca de umidade (BUCKA et al., 2015). Essa técnica se mostra
eficaz, pois ocorre na presenca de pouca umidade ou atividade de agua livre (aw), o que
permite simular o habitat natural dos micro-organimos que sdo utilizados (RODRIGUEZ-
LEONET et al., 2018). A FES compreende fases solida, liquida e gasosa, oferecendo
beneficios para o cultivo microbiano (COSTA et al., 2018).

Devido as especificidades do processo de FES principalmente ao que diz respeito a
disponibilidade de agua livre, os micro-organismos mais adaptados encontram se nos grupos
das leveduras e dos fungos filamentosos, estes possuem a capacidade de crescer entre 0s
espacos livres e/ou sobre a superficie do substrato, consumindo os nutrientes e excretando
metabolitos, dentre eles, as enzimas (COSTA et al., 2018).

Além do micro-organismo a ser utilizado no processo, Varios outros aspectos devem
ser considerados, pois apresentam grande influéncia na FES, como o tipo e a granulometria do
substrato, geralmente residuos que oferecam a possibilidade de crescimento e de producédo dos
metabdlitos de interesse, a temperatura e o tempo de fermentacdo, além, da disponibilidade de
agua (ZANG et al., 2017).

Diversas sdo as vantagens apresentadas pela técnica de FES, as quais permeiam entre
0 ambito econémico e ambiental, justamente pelas caracteristicas que apresenta como a
utilizacdo de residuos agroindustriais e agroflorestais como substrato, emprego de menor
quantidade de energia no processo, maior rendimento, menor producdo de aguas residuais e
produtos finais com propriedades funcionais adequadas para aplicacbes industriais
(ALJAMMAS; ALKHALAF, 2018; COSTA et al., 2018; SRIVASTAVA, et al., 2019).

A FES atualmente é empregada na producdo de diversos produtos, dentre eles
metabolitos secundarios biologicamente ativos (LESSA, et al., 2018), biopesticidas (SALA, et
al., 2019), biossurfactantes (NALINI; PARTHASARATH., 2017), biocombustivel (INTASIT,
etal., 2019), enzimas (BRITO, et al., 2017; SOUZA, et al., 2018; FERRAZ, et al., 2019) entre
outros. A producdo de enzimas por FES apresenta se em crescente expansdo, principalmente,
pelos seus éxitos em relacdo a obtencdo de produtos com estabilidade a temperaturas mais
altas e resisténcia a pHs extremos, atendendo as necessidades industriais (WANG et al., 2008;
SADAF; KHARE, 2014; FERRAZ et al., 2017;). Diferentes enzimas podem ser produzidas
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ao usar a FES, a exemplo de celulase, endoglucanase, exoglucanase, lacase, amilase, lipase,
inulinases, xilanases, entre outras (SANTOS et al., 2016; SILVA, et al., 2017; FERRAZ, et
al., 2019; REIS, et al., 2019; SINGH, et, al., 2020).

Em especial a producdo de xilanases em FES estd ganhando bastante destaque.
Pesquisas estdo sendo realizadas na intencédo de identificar o potencial de diferentes substratos
combinados com diferentes espécies de micro-organismos, bem como otimizando as
condicdes de fermentacdo para a obtencdo desta enzima em maior quantidade e com

caracteristicas que atendam ao mercado industrial.

3.2 Os residuos lignocelulésicos

A utilizacdo dos residuos lignocelulésicos agroindustriais e agroflorestais como
substrato fermentativo € vantajosa em termos econémicos, devido a sua abundéancia e,
sobretudo por ser uma alternativa ao descarte destes no ambiente. O Brasil dispde atualmente
de uma grande variedade de culturas agricolas que por sua vez caracteriza residuos agricolas e
agroindustriais de diferentes tipos, 0s quais possuem potencial para reaproveitamento, mas
por muitas vezes nao sdo aproveitados nem descartados de maneira correta. A geracao destes
residuos vem aumentando em uma velocidade que se distancia da velocidade de degradacéo,
0 que contribui para aumentar os problemas ambientais (RAVINDRAN; JAISWAL, 2016). E
neste ponto que se observa com bastante clareza uma das vantagens da FES como uma
alternativa de reaproveitamento destes residuos e mitigacdo dos problemas associados ao
descarte destes no meio ambiente. Estes materiais apresentam grande eficiéncia quando
aplicados a técnica de FES, devido a sua constituicdo (PANDEY, 2003), pois estes sdo
compostos basicamente de celulose, hemicelulose e lignina.

Nos materiais lignoceluldsicos, a parcela de celulose e hemicelulose compreendem até
dois tercos da sua composicdo (HOUFANI et al., 2020). A celulose € um homopolimero
formado por cerca de 5 a 10 mil unidades de monossacarideos de glicose unidas por ligacdes
S(1-4) em repeticdo formando cadeias longas e bem organizadas entre si, onde se observa
ligagOes de hidrogénio intra e intermoleculares que criam microfibrilas cristalinas insoluveis
em 4gua 0 que a caracteriza como estavel e resistente ao ataque enzimatico (TAIZ et al.,
2017; CALIARI et al., 2017).

A hemicelulose é o segundo polissacarideo mais abundante das plantas, e por sua vez
ndo € homogenia quimicamente, é constituida de cadeias ramificadas e estrutura amorfa que
podem conter pentoses (f- d- xilose, a-L- arabinose), hexoses (- D- manose, f- D - glicose,

a- D- galactose) e acidos urénicos (HOUFANI et al., 2020) dependendo, principalmente, do
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seu material de origem, ou seja da planta que se origina. Essas caracteristicas permitem a
hemicelulose apresentar menor resisténcia a conversdo em relagdo a celulose. As cadeias de
hemicelulose interajam com mais de uma fibrila de celulose, de modo a formarem ligac6es
cruzadas ndo covalentes entre feixes de celulose (DAVISSON et al., 2013; HOUFANI et al.,
2020).

A lignina é o terceiro maior componente dos materiais lignoceluldsico, ficando atrés
apenas da celulose e hemicelulose. A lignina ¢ um material fisico e quimicamente
heterogéneo, uma molécula complexa, tridimensional, que apresenta uma rede de anéis
aromaticosligados por ligac@es alquil-aril-éter (TAIZ, et al., 2017), que se liga & hemicelulose
e envolve parcialmente os polissacarideos e as microfibrilas de celulose na parede celular de
plantas 0 que proporciona suporte mecanico e elastico, facilita o transporte de agua e
nutrientes pela planta e dificulta a entrada de patdgenos microbianos (DAVISON et al., 2013).
Dentre os residuos com grande quantidade de celulose, hemicelulose e lignina, estdo o bagacgo
de cana de acUcar, a casca de arroz e a casca do fruto do cacaueiro bastante presente no Brasil

e na regido sul da Bahia.

3.2.1 Bagaco de cana-de-agucar

A cana-de-acUcar é uma planta pertencente a familia Poacae, uma familia que se
destaca por reunir plantas economicamente importantes a exemplo do milho e do arroz.
Encontra se no grupo de espécies de gramineas perenes altas do género Saccharum sp. A
espécie mais disseminada no Brasil é a Saccharum officinarum que apresenta caules bem
desenvolvidos, fibrosos e com articulagdes bem definidas, sendo altamente rica em sacarose e
também conhecida como cana nobre (SOARES, 2015).

A cana-de-aclcar cultivada inicialmente na Asia e na india é a monocultura mais
antiga explorada no Brasil sendo introduzida ainda na época colonial, e que ainda hoje ocupa
lugar de destaque no Brasil e no mundo (SOARES, 2015). Estima se que a area total de
plantacdo a ser colhida em 2020 seja 8.481,2 mil hectares, o que equivale a uma
produtividade de 75.783 kg/ha na safra de 2019/20, contabilizando 642,7 milhdes de
toneladas de cana produzida (CONAB, 2020) que serdo destinadas a producgdo principal de
acucar e etanol. Este local de destaque também se repete quando o assunto é a geracdo de
residuos, sendo a cultura que mais produz residuo no pais. Os mais expressivos representantes
sdo a palha, que geralmente € utilizada na alimentacdo animal, o bagaco que é o que resta
depois do esmagamento da cana para retirada do liquido de onde se obtém os produtos de
interesse aclcar e etanol (TORQUATO; RAMOS, 2013). A figura 1 mostra o residuo do
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bagaco de cana (figura 1 A) e sua forma depois de triturado (figura 1 B) para

reaproveitamento.

Figura 1: (A) Bagaco de Cana-de-agucar. (B) Bagago de cana-de-agucar triturado em forma
de pé

A grande quantidade de bagaco de cana produzida que representa 25 a 30 % de cada
tonelada de cana (TORQUATO; RAMOS, 2013) fez as pesquisas e 0 mercado voltarem se as
possibilidades de utilizagdo deste material que se caracteriza lignocelulésico para fins
diversos. E possivel relatar a utilizagio satisfatoria deste material na geragdo de bioenergia
principalmente para o proprio setor, garantido ndo apenas a autossuficiéncia do setor
sucroenergético, como também um aumento nas receitas com a comercializagdo da energia
excedente da queima desta biomassa (TROMBETA; FILHO, 2017).

Além do bom desempenho como gerador de energia, 0 bagaco, também, pode ser
utilizado como aditivos na alimentacdo animal (LUNCIN et al., 2018) na producéo de etanol
de segunda geracdo, também chamado etanol celulésico, que por meio de algum processo de
hidrolise atua diretamente nas fibras deste material ricamente lignocelulésico, o que
possibilita a producdo de até 50% a mais de etanol a partir do caldo hidrolisado (LORENZI,
ANDRADE, 2019).

Muitas pesquisas sobre formas de utilizacdo deste residuo ainda sdo realizadas,
podemos citar aqui a utilizacdo deste na producéo de biogas, endo como indculo lodo ativado
(VATS et al., 2019), na fermentacdo submersa na producéo de lipidios por Schizochytrium sp.
(NGUYEN et al., 2018), ou na co-producédo de etanol e xilitol por Candida tropicalis (RAJ;
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KRISHNAN, 2020) e utilizando Saccharomyces cerevisiae e Candida tropicalis (UNREAN;
KETSUB, 2018).

Outro potencial do bagaco de cana de aglcar € a utilizacdo deste na FES, atualmente
encontramos diversas pesquisas neste campo, Khonngam e Salakkam (2019) utilizaram o
Aspergillus niger TKI na FES como um pré-tratamento do residuo de bagago de cana-de-
acucar, e posterior utilizacdo do caldo produzido para fermentacdo e producdo de etanol por
Saccharomyces cerevisiae TISTR 5339. A FES também foi utilizada para a obtencdo de
enzimas com interesse industrial a partir deste residuo. Salomdo e colaboradores (2018)
utilizaram o bagaco de cana com e sem pré-tratamento na producdo de celulases por fungos
dos géneros Penicillium, Rhizomucor e Thricoderma. Souza et al., (2018) relatam a utilizagéo
do bagaco na obtencdo de xilanases de Penicillium roqueforti ATCC 10110 com

caracteristicas termoestaveis superiores a xilanases comerciais.

3.2.2 Cascade arroz

O arroz € uma planta herbécea botanicamente localizada na ordem Poales, pertencente
a familia Poaceae, mais especificamente representante do genro Oryza. O arroz (Oryza sativa
L.) destaca se mundialmente por ser um dos cereiais de maior consumo, consequientemente de
maior producdo, e uma importante fonte de nutricdo para uma parcela bastante significativa
da populacdo mundial (SOUZA, 2019)

O arroz destaca se no Brasil, principalmente, pela sua ascensdo em niveis econémicos.
Segundo a CONAB (2020) ha uma expectativa de producdo projetada de 10,57 milhdes de
toneladas de gréos de arroz, o que movimenta bastante a economia, mas que por conseqiiéncia
aumenta, também, a quantidade de residuos produzidos provenientes, principalmente, do
beneficiamento deste grdo para a comercializacéo.

O mercado nacional de arroz dedica se a producdo, beneficiamento e comercializacdo
de arroz branco polido, integral e parboilizado (SAIDELLES et al.,2012). O processo de
beneficiamento gera uma variedade de residuos ou subprodutos que podem ou ndo apresentar
valor comercial, dentre os residuos gerados o que apresenta maior destaque é a casca do arroz
(Figura 2), principalmente por ser representativa em termos de quantidade de producédo e por
ndo ter uma boa degradabilidade quando langada ao meio ambiente (LORENZETT et al.,
2012).

A casca de arroz é um residuo solido constituido basicamente de proteinas, lignina;
fibras, composto de nitrogénio; lipideos; carboidratos e silica (SAIDELLES et al.,2012).

Essas caracteristicas composicionais favorecem sua aplicagdo em alguns setores e diversas
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pesquisas dedicam se a explorar esse aspecto, a exemplo de Rattanachu et al. (2020) que
relatam a adicdo deste material em forma de cinza como substituinte parcialmente o cimento,
atuando como aglutinante para cocreto moldado. E também relatada a utilizacao deste residuo
na producéo de carvdes ativos (ZANG et al., 2020; HUONG et al., 2020), na composicdo de
compostos poliméricos (MOHAMED, et al., 2019; MARQUES et al., 2020), dentre outras
utilidades.

Figura 2: Residuo de casca de arroz

Z: A\ -
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Fonte: Autora

Uma utilizagdo que este residuo vem ganhando destaque é como substrato na FES com
diversos fins, a exemplo de Sala et al (2019) que utilizou a casca de arroz como suporte para a
producdo de biopesticida fungico por Beauveria bassiana ou Trichoderma harzianum.
Postemsky et al (2019) agregaram valor a casca de arroz pela acdo de Pleurotus sapidus na
producdo de enzimas lignoliticas. Perdani et al (2019) também utilizaram a casca de arroz
para a producdo de lacase por fermentacdo em estado solido por Trametes versicolore
posterior aplicacdo em biossensor de adrenalina. Trabalhos na producdo de enzimas
celulésicas e hemicelulésicas em FES também sdo encontrados, Brito et al (2017) produziram
endogucanase pela acdo do Aspergillus oryzae ATCC 10124 e Marques et al (2018) que
produziram xilanase e endoglucanase pela acdo do Penicillium roqueforti ATCC 10110.

3.2.3 Casca do cacau (pericarpo)
O cacaueiro é uma planta de caracteristica arborea pertencente a classe Magnoliopsida,
ordem Malvales, familia Malvaceae, representante do género Theobroma, género que
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acondiciona mais 22 espécies dentre elas o cupuagu, e é cientificamente conhecido como
Theobroma cacao L. Este se destaca mundialmente pela importancia das suas sementes que
sdo a matéria prima do chocolate e da manteiga do cacau (FERREIRA, 2017; SOUZA et al.,
2018).

Segundo dados do IBGE até o momento a producdo de cacau na safra de 2020 foi de
281 mil toneladas, demonstrado aumento representativo em relacdo a safra anterior, com
aumento da area plantada e da produtividade por area (Tabela 1), sendo a Bahia responsavel
pela producéo de 122 mil toneladas deste total, porém com um total de area plantada igual ao

da safra anterior (Tabela 1).

Tabela 1: Area plantada, area colhida e producéo das safras de 2019 e 2020 de cacau no Brasil
e na Bahia.

Area plantada (hectares)

Local Safra 2019 Safra 2020
Brasil 620.573 627.119
Bahia 450.045 450.045
Area colhida (hectares)

Brasil 590.005 601.616
Bahia 420.045 425.045
Producéo (toneladas)

Brasil 252.540 281.240
Bahia 105.018 122.018

Fonte:IBGE - Levantamento Sistematico da Producéo Agricola

O fruto do cacau é capsular e apresenta um pericarpo (casca) relativamente carnoso,
composto por trés partes distintas: o epicarpo, o mesocarpo € o endocarpo (Figura 3). O
epicarpo é geralmente carnudo e espesso, sendo que a epiderme apresenta potencial de
pigmentacdo entre o verde e 0 roxo quando imaturos ou amarelos e alaranjados quando atinge

a maturidade, principalmente nas variedades encontradas no Brasil; o mesocarpo é fino e
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resistente atuando como barreira as sementes em caso de choque fisico e o endocarpo é
carnudo, porém com pouca espessura e estd em contato direto com as sementes, as quais

possuem pigmentacdo forte e revestimento carnudo (poupa) (SOUZA et al, 2018).

Figura 3: Cacau (Theobroma cacao L.), com destaque para as composi¢cOes da casca

Poupa e
sementes

Mesocarpo

Epicarpo
Endocarpo

(pericarpo).

Fonte: adaptado de Souza et al., 2018

A semente do cacau ou améndoa do cacau como também é conhecida € a parte mais
utilizada do cacau, ou seja, a mais importante em termos econémicos. Durante a colheita dos
frutos, essas sementes e a poupa que as envolve sdo expostas através de uma abertura
realizada na casca do fruto, esta é separada das cascas e acondicionadas em montantes para a
etapa de fermentacdo e as cascas sdo deixadas no solo da area de cultivo (VASQUEZ et al.
2019). Este residuo deixado nos campos de producgdo representa cerca de dois ter¢os de todo o
fruto do cacau, em outros termos cerca de 70% em peso seco. Esse descarte pode favorecer o
desenvolvimento de diversos microorganismos dentre eles alguns com caracteristicas
patogénicas que podem causar doencas a lavoura e trazer danos a safra posterior (NAIR,
2010; VASQUEZ et al. 2019).

O aproveitamento deste subproduto tem sido bastante estudado em diversos setores,
por exemplo, Sodré et al (2012) estudaram a potencialidade deste como fertilizante para a

propria lavoura do cacau, através do estudo do composto organico extraido das cascas. Outra
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area de aplicacdo bastante explorada deste residuo € na ragdo animal ou como suplemento
alimentar, embora este composto apresente theobromina, uma substancia que € inadequada ao
consumo animal, tratamentos podem ser realizados para possibilitar essa utilizacdo e
aproveitar o beneficio da grande disponibilidade de fibras que este apresenta (ALEXANDER
et al., 2008; ODDOYE, et al., 2010; LACONI; JAYANEGARA, 2015).

Relatos sobre a utilizacdo deste residuo como fonte de energia renovavel também pode
ser encontrado (SYAMSIRO et al. 2012), assim como, deste como catalisador sélido verde
para a transesterificacdo do 6leo de soja em biodiesel Ofori-Boatenge e Lee (2013) e deste
como suporte enzimatico na imobilizacdo de lipase (KHANAHMADI et al., 2015). Santana et
al. 2018 relatam a utilizacdo do residuo para a producao de xilitol a partir da fermentacéo por
Candida boidinii XM02G. Atualmente, também se encontra trabalhos voltados a valorizacédo
dos compostos existentes na composicdo deste residuo, como na extracdo de compostos
fendlicos relatada por Valadez-Carmona et al., (2018), além de modelos de encapsulamento
para a valorizacdo de compostos bioativos por Bels¢ak-Cvitanovic et al. (2018).

3.3 O micro-organismo Aspergillus oryzae

O micro-organismo é parte fundamental para que todo o processo de FES seja
eficiente, os mais adaptados encontram se, principalmente, no grupo dos fungos filamentosos
e algumas leveduras, pela capacidade que apresenta de desenvolvimento nos substratos,
consumindo os nutrientes e excretando metabolitos (COSTA et al., 2018), pois 0s substratos e
as condicdes aproximam se dos ambientes naturais de desenvolvimento destes micro-
organismos (PIROTA et al., 2016; ALJAMMAS; ALKHALAF, 2018). Segundo Gomes et al.,
(2018), o bom desenvolvimento destes fungos nos substratos estd diretamente relacionado a
morfologia filamentosa que apresenta e o crescimento direcionado por hifas, as quais
apresentam caracteristicas penetrativas e aéreas formando o micélio, que sdo responsaveis
pela colonizagdo superficial e a penetracdo no material solido.

Diversos géneros fungicos séo relatados com bom desempenho nos processos de FES,
destacando se Penicillium, Tricoderma, Rizopium, Aspergillus entre outros (SANTOS et al.,
2016; Brito et al, 2017; FERRAZ, et al., 2019; OLIVEIRA et al.,2019; REIS et al., 2019). O
género Aspergillus é relatado como sendo importante para aplicagdes biotecnoldgicas,
principalmente pelo uso dos seus representantes A. niger e A. oryzae (Santos, et al., 2016;
Reis, et al., 2019).

Aspergillus é um género de fungos ascomicetos que incluem mais de 200 espécies,

muitas com importancia direta na salde publica por serem produtores de toxinas
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contaminantes alimentares, mas também por ser modelo de estudos de diversos processos
celulares assim como, por apresentar aplicacGes potenciais em processos biotecnoldgicos
tradicionais e modernos, principalmente a FES (SCAZZOCCHIO, 2019).

O marcador taxonémico deste género € a morfologia do conidiéforo (Figura 4A), o
qual estrutura se em uma célula basal, chamada de célula pé, de onde parte uma haste que
segue longa que termina uma vesicula, geralmente globular de onde irradiam as filiades,
células especializadas que possuem 0S esporos assexuais, 0s conidios, constituindo uma
cabeca aspergilar unisseriada. Quando entre a vesicula e as filiades observa se a presenca de
outra camada de células especializadas, as metulas, a cabeca aspergilar passa a ser bisseriada
(SCAZZOCCHIO, 2019; CHANG, HORN e GOMI, 2014). As figuras 4B e 4C, séo

representacdes reais de microscopia e micrografia de representantes do género Aspergillus.

Figura 4: A) Representacdo morfoldgica do género Aspergillus. B) Micrografia Eletrénica de
Varredura do conidiéforo de Aspergillus nidulans. C) Micrografia de Epifluorescéncia de
Aspergillus nidulans.
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Fonte: A) Chang, Horn e Gomi, (2014). B) e C) Kues, U., Fischer., R. (Eds.), 2006 apud Scazzocchio, 2019.

O Aspergillus oryzae é um fungo filamentoso aerobico que foi isolado primeiramente
de solos e de plantas, principalmente do arroz (Oryza sativa) de onde adquire seu nome
(GOMI, 2014), sendo amplamente usado em induUstrias tradicionais japonesas e com destaque

para a aplicacdo na biotecnologia moderna pelo grande potencial de secretar grandes
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quantidades de diversidade de enzimas (MACHIDA et al., 2005; MACHIDA et al., 2008;
GOMI et al., 2014).

O A. oryzae pode desenvolver se em uma diversa faixa de temperatura apresentando
desenvolvimento 6timo na faixa de 32 a 36 °C, podendo crescer até aos 44 °C. Estes crescem
vegetativamente, com suas hifas estendendo se nas pontas apicais que se multiplicam por
ramificacdo, cuja colbnia acaba cobrindo toda a superficie em que se encontra, apresentando

coloracéo verde amarelado quando madura (Figura 5) (GOMI, 2014).

Figura 5. (A) Crescimento e coloracdo de Aspergillus oryzae ATCC 10124 em residuo de
cacau. (B) Colonia de Aspergillus orysae ATCC10124 em Agar-batata-dextrose.

Fonte: (A) e (B) Autora.

Devido as caracteristicas potenciais que apresenta o A. oryzae, este vem sendo
bastante explorado nos processos de fermentacdo em estado sélido para diversos fins, a
exemplo da producdo de compostos bioativos com atividade antioxidantes (HANDA et al.,
2019; SHIN et al., 2019) e na producdo de enzimas a exemplo de Brito et al (2017) que
utilizaram Aspergillus oryzae ATCC 10124 na fermentacdo em estado sélido dos residuos de
casca de arroz e casca de amendoim para a producdo de endogucanase. Reis et al (2019)
produziram endoglucanase em casca de améndoa do cacau utilizando Aspergillus oryzae
ATCC 10124. Melnichuk et al (2020) utilizaram a mistura dos residuos casca de soja e farelo
de trigo na producdo de a-amilase por Aspergillus oryzae NRRL 695. Oliveira et al. (2018)

utilizaram trés fungos do género Aspergillus, sendo um deles o Aspergillus oryzae para
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produzir lipase e xilanase em uma mistura de bolo de palmiste e a fibra de dendé prensada,
ambos residuos da producéo de 6leo de dendé.

3.4 Caracteristicas gerais da xilanase

A fracdo hemicelulé6sica de materiais lignocelul6sicos € constituida majoritariamente
por um heteropolissacarideo de grande complexidade e altamente ramificada, a xilana. Dentro
da parede celular da planta ou material lignocelulésico a xilana encontra se entre a fracao da
celulose e da lignina interagindo com as fibrilas de celulose, formando ligacGes cruzadas ndo
covalentes entre feixes de celulose, ajudando efetivamente na integridade da planta
(COLLINS et al., 2005; DAVISSON et al., 2013; HOUFANI et al., 2020).

Em termos estruturais, a xilana é composta por uma espinha dorsal D-xilopiranosil
unidos por ligacbes g 1-4 com configuracdo equatorial e com grupos como arabinose, acetil,
acidos glucurénicos, acido ferulico e acido p-cumarico como ramificacfes. A organizagédo
complexa destes substituintes influencia diretamente nas caracteristicas fisico-quimicas da
xilana como solubilidade e viscosidade (MOREIRA; FILHO, 2016; GUPTA et al., 2019)
influenciando também na degradabilidade pelas enzima (MOREIRA; FILHO, 2016).

As Xxilanases por sua vez sdo enzimas hidroliticas que realizam a despolimerizacéo da
xilana, clivando as ligacdes f 1-4 do seu esqueleto, possuem distribuicdo ampla em varios
organismos, incluindo fungos filamentosos e bactérias (IRFAN, et al., 2014; GUPTA et al,
2019). E necessario para que a hidrdlise completa da xilana ocorra que exista uma agio
combinada de varias enzimas, isso devido a sua complexidade estrutural. As endo-1,4-b-
xilanase (1,4-p-D-xilanaxilohidrolase, EC 3.2.1.8) atuam diretamente clivando as ligacGes
glicosidicas internas da cadeia principal, diminuido sua polimerizacao e formando oligbmeros
de p-D-xilopiranosil. Esta clivagem acontece de forma pontual, porém a identificacdo do
ataque enzimatico ocorrera a depender das caracteristicas da xilana em questdo como tamanho
da cadeia, grau de ramificacdo, que pode influenciar por vezes a formacdo de mono, di e
trissacarideos de p-D-xilopiranosil. As f-xilosidases (5-D-xilosideoxilohidrolase, EC
3.2.1.37) atuam na clivagem das ligacdes terminais de pequenos Xxilo-oligossacarideos e
xilobiose liberando p-D-xilopiranosil (GIRIO, et al., 2010; MOREIRA,; FILHO, 2016).

Enzimas acessOrias também atuam neste processo, estas sd0 necessarias para a
clivagem das ramificacdes da cadeia principal, séo elas acetil
xilanaesterase (EC 3.1.1.16), a-arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55), a-glicuronidase (EC

3.2.1.131), &cido p-cumaricoesterase e acido ferulicoesterase (Figura 6).
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Figura 6: (A) Representacdo da estrutura da xilana e os locais de atuacdo das enzimas
envolvidas na hidrolise. (B) estrutura da xilobiose e o local de ataque das f-xilosidases.
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As enzimas Xxilanoliticas apresentam variacdes nas formas, nos mecanismos de
atividades, nas atividades hidroliticas e nas caracteristicas fisico-quimicas, justificadas por
suas diferentes fontes de origem que as levam a serem classificadas em diferentes grupos de
hidrolases glicosidicas (GH) dentro das familias (5, 7, 8, 10, 11, 26, 30 e 43), sendo as mais
estudadas as pertencentes a0 GH10 e GH11(POOSARLA; CHANDRA 2014). As xilanases
da familia GH10 sdo as menos especificas na clivagem da estrutura principal da xilana, ou
seja, sdo as enzimas acessorias que atuam desramificando os grupos laterais. J& as xilanases
da familia GH11 séo as que atuam diretamente na cadeia da xilana (IMJONGJAIRAK et al.,
2015). As xilanases de GH10 apresentam ainda como caracteristicas alto peso molecular e
baixo ponto isoelétrico o que difere do baixo peso molecular e alto ponto isoelétrico
observado na xilanases de GH11 (PASTOR et al., 2007).

As xilanases podem ser provenientes de diferentes fontes como, bactérias, leveduras,
insetos, plantas e fungos. A fonte de producdo fldngica é bastante utilizada devido as
caracteristicas que apresentam como ampla disponibilidade e producdo enzimaética, enzimas

com grande estabilidade em altas temperaturas quando provenientes principalmente por
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fungos termdfilos e de atuacdo em uma faixa ampla de pHs, geralmente entre 3 e 10
(MOREIRA; FILHO, 2016; GUPTA, et al. 2019). Géneros como Aspergilus, Tricoderma,
Penicillium e Fusarium sédo listados como bons produtores de xilanase (GUPTA et al, 2019).

O interesse comercial em enzimas Xilanoliticas justifica se pela amplitude de utilidades
que apresenta no setor industrial. Destaca se seu grande potencial na industria de alimentos e
bebidas em processos como, panificacdo, clarificacdo de sucos, fabricacdo de vinhos e dleos e
amido de plantas. Sdo também usadas na racdo animal, onde os arabinoxilanos presentes nos
ingredientes da racdo sdo decompostos, além, da industria farmacéutica na producao de xilo-
oligossacarideos com efeitos prebidticos e sdo também usadas no tratamento da indigestdo. As
xilanases também sdo utilizadas nas indUstrias téxteis, na fabricacdo de fibras vegetais e no
branqueamento da celulose. Como também, atuam no tratamento de residuos pelo processo de
biorremediacdo e na conversdo de materiais lignocelulésicos em combustiveis (HARRIS;
RAMALINGAM, 2010; DEUTSCHMANN; DEKKER, 2012; CHAKDAR et al. 2016;
GUPTA et al., 2019).

3.5 Xilanase e suas aplica¢des na sacarificacao

Como alternativa ao problema da limitacdo dos combustiveis fosseis, associada a
preocupacOes do setor ambiental e econdmico, fontes de energia renovavel estdo sendo cada
vez mais procuradas e os biocombustiveis a exemplo do bioetanol ou etanol de segunda
geracdo oferecem uma opc¢do ecoldgica, pois pode ser um destino para 0s residuos
lignocelulésicos e de baixo custo por requerer um menor ciclo de producdo (ZHENG;
REHMANN, 2014; RASGOTI; SHRIVASTAVA, 2017).

Para a producdo do bioetanol, a biomassa lignoceluldsica deve ser convertida em
acucares fermentaveis, diversas tecnologias podem ser utilizadas neste processo, dentre elas a
hidrolise enzimatica ou sacarificacdo enzimatica, que destacam se devido ao seu rendimento,
a ndo producdo de componentes toxicos e inibitorios, e a redugdo de custos com processos
detoxificantes (HALDAR; PURKAIT, 2019).

Para um processo eficiente de sacarificacdo enzimatica é necessario a atuacdo de
celulases, hemicelulases, ligninases e outras enzimas acessorias (FERRAZ et al, 2017).
Muitos sdo os trabalhos que falam da atuagdo das celulases neste processo, porém, segundo
Haldar e Purkait (2019) a atividade das hemicelulases também se configura de extrema
importancia, pois a hemicelulose é responsavel por 25 a 30% da composi¢do da biomassa
lignocelulésica, tendo como principal componente a xilana, que sdo despolimerizadas pela

acdo das xilanases e assim produzindo xilose em condicGes favoraveis para reacao.
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Vérios fatores influenciam a sacarificacdo, sendo a cristalinidade da celulose e a
recalcitrancia ocasionada, principalmente, pelo complexo xilana-lignina 0s mais
exemplificados (CHAPLA et al, 2012; ZHANG et al., 2016; HALDAR; PURKAIT, 2019).
Devido a estas caracteristicas, etapas de pré-tratamento sdo frequentemente utilizadas, para
reduzir essa recalcitrancia promovida pela lignina e abrir espago para uma sacarificacdo
eficiente (LIU et al., 2020). Varios sdo os tipos de pre-tratamentos aplicados, que podem estar
inclusos em métodos fisicos, quimicos e bioldgicos, os quais serdo escolhidos de acordo com
o0 material que se estd utilizando. Porém, os altos custos a eles relacionados acabam
levantando questBes a cerca das vantagens de utilizagdo deste método (GUO et al., 2018).

A aplicagdo de xilanases na sacarificacdo de residuos lignoceluldsicos ocorre
geralmente em coquetéis enzimaticos, juntamente com as outras enzimas necessarias, poréem a
utilizacdo destes eleva o custo o que influencia diretamente na viabilidade do processo, o que
abre espaco para a utilizagéo de enzimas produzidas por micro-organismos (THOMAS et al,.
2016). Estudos relatam que as xilanases fungicas provenientes de fermentacdo em estado
solido tém gerado bons resultados quando aplicadas a processos de sacarificacdo, Thomas et
al. (2016) utilizaram xilanase de Aspergillus sp. produzida na fermentacdo de farelo de trigo e
extrato de levedura na sacarificacdo da palha de arroz pré-tratada com NaOH e obteve um
maximo de 574,8 mg / g de agucares redutores. Ferraz et al. (2017) relatam a utilizacdo de
xilanase juntamente com celulases produzidas por Penicilium roqueforti ATCC 10110
utilizando residuo de Spondias mombin na sacarificacdo do bagaco de cana de acucar, casca
de amendoim, casca de arroz e casca de milho com resultados positivos tendo um destaque
para 0 bagaco de cana de aglcar até 662.34 mg g™ de aclcares liberados quando adicionado
Mn®*. Estes e outros exemplos comprovam a eficicia do uso de xilanases no processo

apontando alternativa viavel e econémica.

3.6 Ferramentas estatisticas na otimizacao da producao de enzimas

A fim de obter rendimentos maiores na producdo enzimatica pelo uso da técnica FES,
a otimizacdo dos fatores que influenciam diretamente como pH, temperatura, quantidade de
inoculo, tipos de micro-organismos e composicdo de substrato pode ser realizada de maneira
univariada (LUNDSTEDT et al., 1998) ou multivariada, sendo a ultima relatada com maior
eficiéncia por levar em consideracdo o sinergismo existente entre cada um dos fatores
estudados (BRITO et al, 2017).

A abordagem multivariada oferece vantagens que justificam sua recorrente aplicacao

nos processos de FES, como por exemplo, 0 menor esfor¢o do pesquisador e a consequente
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reducdo dos gastos por requerer uma menor quantidade de experimentos, possibilita também o
estudo das interacOes entre as varidveis estudadas, e permite encontrar as melhores condicdes
para o desenvolvimento do trabalho (BEZERRA, et al. 2019). Estas variaveis sdo estudadas a
partir de um projeto experimental integrado com uma Metodologia de Superficie de Resposta
pode ser empregada na construgdo do modelo matematico e estatistico sobre as melhores
condigOes para a realizagdo de um experimento (SAHIN et al., 2016; BEZERRA et al., 2019),
e as variaveis podem ser classificadas em varaveis de processo e varaveis de mistura. Para 0s
estudos das variaveis de mistura é utilizado o desenho de mistura, um tipo de Metodologia de
Superficie de Resposta especial, pois é estudado os componentes da mistura e as respostas
obtidas séo diretamente influenciadas pelas proporc¢oes destes componentes (SAHIN et al.,
2016; DE OLIVEIRA et al., 2019).

Dentre os tipos de desenho de misturas mais aplicados, o0 Desenho Centroide-Simplex
é caracterizado por buscar os efeitos dos diferentes componentes, recorrendo a um ndmero
reduzido de experimentos, mas refletido ao espago experimental (BAHRAMPARVAR et al.,
2015). O Desenho Centroide-Simplex aplica se quando seus componentes possuem 0 mesmo
intervalo, o que neste caso deve estar ente 0 e 1, ou seja a soma da proporcdo total destes
componentes deve resultar 1 (=100%) (ROSALES et al., 2015; SAHIN et al., 2016). O espaco
experimental é constituido por diferentes pontos dispostos em um tridangulo equilatero (Figura
7), com a inclusdo de um ponto central onde as quantidades proporcionais de todos os
componentes da mistura sdo iguais (SAHIN et al., 2016).

O delineamento de mistura estatistico quando aplicado permite o favorecimento dos
estudos dos componentes e de como a interacdo entre eles afeta as respostas obtidas
(CASTRO; SATO, 2013; BEZERRA, et al., 2019). Os modelos de mistura possuem uma
funcdo polinomial, a qual é representada por equacGes lineares, quadraticas e no desenho
experimental centrdide-simplex foi proposta uma funcdo polinomial, denominada modelo
cubico especial, formulada para conter apenas termos que representassem pontos
experimentais relacionados a presenca de componentes em propor¢des iguais dentro do
espaco experimental delimitado (SCHEFFE, 1963; BEZERRA et al. 2019).
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Figura 7: Desenho Experimental Centrdide Simplex para estudo de trés componentes
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Fonte: NOVAES et al., 2018

Muitos estudos de FES utilizaram Desenho Centroide-Simplex para avaliar as
formulacGes dos diferentes substratos agroindustriais na producdo de enzimas. Castro, et al.
(2013) utilizaram Desenho Centrdide-Simplex para avaliar os efeitos sinérgicos das
proporcOes diferentes dos residuos, farelo de trigo, farelo de soja e farelo de algoddo na
producdo de protease e a-amilase por Aspergillus orysae. Dias et al. (2015) utilizaram o
Desenho Centréide-Simplex na producdo de L-asparaginase de Aspergillus niger variando as
proporc¢des dos residuos farelo de trigo, farelo de soja, farelo de algod&o e casca de laranja. Ja
Ohara et al. (2018) utilizaram o Desing Centrdide-Simplex produzir simultaneamente lipase,
CMCase, a-amilase e p-glucosidase por Aspergillus niger, variando as concentrages de
farelo de soja, farelo de trigo, sabugo de milho, casca de arroz e bolo de 6leo de gengibre.
Mandariet al. (2019) otimizaram as concentracGes de Prosopis juliflora, cascas de gramineas
vermelhas e torta de semente de algod&o para a producgéo de lipase por Aspergillus niger
MTCC 872. De Oliveira et al. (2019) investigaram os efeitos de diferentes proporcOes de
substratos, farelo de soja, farelo de trigo e farelo de aveia, na producéo de g-frutofuranosidase
por Aspergillus tamarii URM 4634. Filipe et al. (2019) utilizaram o Desing Centroide-
Simplex para avaliar os efeitos sinérgicos do baga¢o de azeitona bruto em combinagdes com o

bagaco de azeitona ja esgotado, brotos de videira e bagaco de uva também esgotado na
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producdo de xilanase, celulase e S-glicosidase por Aspergillus niger e Aspergillus ibericus e
Papadaki et al (2020) otimizaram a producdo simultanea de carboximetilcelulase,
poligalacturonase, amilase, xilanase e protease acida por A. niger B60.

Outros planejamentos experimentais também sdo frequentemente utilizados para
estudo das varidveis que influenciam o processo fermentativo, varidveis como temperatura de
fermentagdo, tempo de incubacdo e pH. O planejamento Box-Behnken é um tipo de
planejamento que aparece com freqliéncia nos estudos de varidveis de processo, Santos et al.
(2016) utilizaram o planejamento Box-Behnken para estudar os efeitos da ativiade de agua, do
tempo de fermentacdo e da temperatura sobre a producdo enzimética dos fungos filamentosos
Aspergillus niger e Rhizopus sp. em palma forrageira. Brito et al. (2017) aplicaram o
planejamento Box-Behnken na producdo de endoglucanase por Aspergillus oryzae ATCC
10124 na fermentacdo de casca de arroz e casca de amendoim, para estudo das variaveis
temperatura, tempo de fermentagdo e umidade inicial, 0 modelo gerado pelo planejamento
apontou condicGes Otimas para a casca de arroz que permitiu obter uma atividade
experimental de 17,2 U/g e nas condicGes Otimas da casca de amendoim foi possivel obter
42,9 U/g de atividade. Ferraz et al. (2019) otmizaram a producéo de xilanase por Penicillium
roqueforti ATCC 10110 em fermentacdo de residuos de caja, estudando as variaveis Tempo
de fermentacdo, temperatura e umidade inicial, alcancando um valor de atividade enzimética
experimental de 14.03 U/g nas condic¢des que o modelo sugerido pelo planejamento indicou.
Oliveira et al. (2019) estudaram a influencia das variaveis atividade de agua, tempo de
incubacdo e temperatura de fermentacdo, na producdo de endoglucanase pela acdo do

Penicillium roqueforti ATCC 10110 em farelo de cacau.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A producdo de xilanase tem sido estudada cientificamente devido a vasta
aplicabilidade industrial que apresenta. Sua aplicacdo em processos de sacarificacdo vem
sendo explorada por possibilitar uma producdo maior de acucares fermentaveis, pois atua
diretamente na hemicelulose e quando combinada com celulases permite um aproveitamento
maior do residuo utilizado. A producdo de xilanase fugica por fermentacdo vem ganhamdo
destaque, principalmente devido aos beneficios que a técnica apresenta a exemplo de maior
produtividade e possibilidade de producbes de enzimas com estabilidade a temperaturas
extremas.

O substrato utilizado para a producdo de xilanase por fermentagcdo em estado so6lido
necessita servir de suporte e proporcionar nutricdo para o micro-organismo. O bagaco de cana
é o residuo mais produzido pelo processamento da cana-de-agUcar, assim como a casca de
arroz e a casca do fruto do cacau que por sua vez chega a representar 80% do fruto. Estes
residuos apresentam caracteristicas que favorecem a producédo de xilanase que é a presenca de
hemicelulose, onde se encontra a xilana, seu substrato de atuacdo, além disso, a mistura de
residuos potencializa a resposta na producdo da enzima, pela maior disponibilidade de
substrato de diferentes fonte para a atuagdo dos fungos.

A escolha do micro-organismo também é parte importante do processo de FES, pois
este deve ter a capacidade de excretar a enzima e desenvolver se no substrato. O género
Aspergillus possui bons representantes que comprovadamente desempenham um bom papel
na producdo de enzimas, em especial a Xilanase e o Aspergillus oryzae tem sido um fungo
bem estudado e que apresenta bons resultados neste processo. Com a intengdo de melhorar a
produtividade da enzima Xxilanase recursos estatisticos podem ser aplicados aos processos de
fermentacdo. E para conhecer as caracteristicas fisico-quimicas da enzima produzida o
processo de caracterizagdo pode ser aplicado o que ajudara a definir em quais processos
industriais esta pode ser aplicada.

Portanto, a utilizacdo do fungo Aspergillus oryzae em FES, em bagaco de cana, casca
do fruto do cacau e casca de arroz € um processo alternativo e vantajoso principalmente pela
ampla disponibilidade dos residuos. Além disso, a caracterizacdo bioquimica e a aplicacacdo
da xilanase produzida pelo fungo usando a FES em processos de sacarificacdo de residuos
lignocelulosicos pode apresentar mais uma forma econémica e sustentvel de obtencéo de

biocatalizadores.
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Resumo: A producdo de residuos agroindustriais tem sido uma preocupacao crescente e se
faz necesséario a busca de alternativas para diminuir essa problematica. O objetivo deste
trabalho foi otmizar a producdo de xilanase pela técnica de fermentacdo em estado sélido por
acao do fungo filamentoso Aspergillus oryzae ATCC 10124, em mistura dos residuos, bagaco
de cana-de- acgucar, casca de arroz e casca do fruto do cacau, realizar a caracterizacdo da
enzima produzida e aplicar o extrato bruto enzimético produzido na sacarificagdo de residuos
lignocelulésicos. O planejamento Centroide-Simplex foi utilizado para avaliar a melhor
composicdo da mistura dos residuos para a producdo da enzima, sendo 50% de casca de
cacau, 25% de casca de arroz e 25% de bagaco de cana-de-aglcar com uma atividade
ebzimatica de 10,85 + 0,184 U/g o que representa um aumento de até 22% em relacdo a
atividade encontrada com residuo individual. Foi realizado também a otimizacdo dos fatores
temperatura, tempo e umidade inicial da fermentacdo pelo planejamento Box-Behnken, o que
apresentou uma atividade de 12,15 £ 0,77 U/g no ponto 6timo indicado, 0 que representa um
aumento de 11,98% em relacdo a atividade obtida sem a otimizacdo dos fatores. A xilanase
produzida apresentou caracteristica alcalina e termoestaveis. E o extrato bruto contendo a
xilanase que foi utilizado na sacarificacdo dos residuos lignoceluldsicos apresentou resultados
promissores, pois todos 0s residuos expostos ao processo apresentaram producdes de aglcares
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com maiores valores obtidos na casca de cacau de até 994,33mg/g de acgucares produzidos,
resultados promissores para a enzima produzida.

1 Introdugéo

As xilanases sdo enzimas hidroliticas que atuam na fracdo hemiceluldsica dos
materiais lignoceluldsicos despolimerizando um heteropolissacarideo de grande complexidade
e altamente ramificada, a xilana (Irfan, et al., 2014; Gupta et al, 2019). Para a hidrdlise
completa da xilana é necessario que exista uma acdo combinada de varias enzimas devido a
sua complexidade estrutural. As endo-1,4-b-xilanase (1,4-f-D-xilanaxilohidrolase, EC
3.2.1.8) atuam diretamente clivando as ligacGes glicosidicas internas da cadeia principal,
diminuido sua polimerizacdo e formando oligdbmeros.

As xilanases podem ser provenientes de diferentes fontes como, bactérias, leveduras,
insetos, plantas e fungos. A fonte de producdo fungica é bastante utilizada devido as
caracteristicas que apresentam como ampla disponibilidade e producdo enzimatica, enzimas
com grande estabilidade em altas temperaturas quando provenientes principalmente por
fungos termdfilos e de atuacdo em uma faixa ampla de pHs, geralmente entre 3 e 10 (Moreira;
Filho, 2016; Gupta, et al. 2019). Géneros como Aspergilus, Tricoderma, Penicillium e
Fusarium sdo listados como bons produtores de xilanase (Gupta et al, 2019).

O Aspergillus oryzae € um fungo filamentoso aer6bico pertencente ao género
Aspergillus, amplamente utilizado em industrias com aplicacdo biotecnologica pelo potencial
de secretar grandes quantidades de diversidade de enzimas (Machida et al., 2005; Machida et
al., 2008;), a exemplo Brito et al. (2017) que utilizaram Aspergillus oryzae ATCC 10124 na
producdo de endoglucanase em fermentacdo em estado sélido da casca de arroz e da casca de
amendoim e Reis et al. (2020) que produziram endoglucanase e xilanase pela a¢do do
Aspergillus oryzae ATCC 10124 utilizando casca da améndoa do cacau apresentando
atividades enzimatica significativas em processo de fermentacéo em estado solido.

O processo de fermentacdo em estado solido uma técnica eficiente que permite o
desenvolvimento do micro-organismo, utilizando residuos como suporte e fonte de nutrientes,
desenvolvida com pouca disponibilidade de agua livre e simulando o habitat natural dos
micro-organismos (Santos et al., 2015; Santos et al., 2016 ;Costa et al., 2018). Diversos
fatores influenciam processo de fermentacéo e a identificagdo de cada um é de fundamental
importancia para maximizar excre¢do de enzima pelo fungo (Santos et al., 2016). Para a
identificacdo e otimizacdo desses fatores algumas técnicas estatisticas estdo sendo aplicadas,
desde o metodo de otimizacdo de fator Unico de cada vez (De Oliveira et al., 2019) a

aplicacdo de Metodologias de Superficie de Resposta (RSM), que possibilitam a obtencéo de
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modelos matematicos capazes de descrever um comportamento de uma resposta experimental
de acordo com avariagdo dos niveis dos fatores investigados, além de possibilitar avaliacbes
sobre o sinergismo existente entre os fatores estudados (Brito et al., 2017; Ferraz et al., 2019;
Filipe et al., 2019).

Nesta categoria, o planejamento de mistura e o Box-Behnken sdo estratégias
extensivamente utilizadas. A modelagem de mistura possibilita a obtencdo de misturas
binarias ou ternarias, cujos pseudocomponentes apresentam propor¢cdes bem definidas
(Bezerra et al., 2020) onde os fatores sdo 0s componentes de uma mistura e as respostas séo
influenciadas pela variacdo de proporcOes destes componentes (De Oliveira et al., 2019).
Assim, os substratos se delimitam em um tridngulo equilatero como espaco experimental,
onde cada vértice representa 0 componente puro, e o restante da area do triangulo representa a
interacdo entre os componentes. As proporcdes entre 0s substratos devem ser expressasc 0mo
fracOes e a sua somatoria deve ser igual al00% (Bezerra et al., 2020; Nunes et al., 2020).

Por outro lado, o planejamento Box-Behnken possibilita investigar de forma
independente e simultanea trés ou mais fatores em trés niveis.Nestedelineamento,ototalde
experimentos (N) necessarios para a obtencdo dos coeficientes do modelo matematico é
definido como N = 2k(k — 1) + C, onde k € 0 nUmero de fatores e C nimero de pontos centrais
(Ferreira et al., 2007; Ferreira,2015).

As xilanases apresentam grande importancia no setor industrial como na indUstria de
alimentos e bebidas em processos, alimentacdo animal, industria farmacéutica, indUstria téxtil.
Outro campo gque vem sendo bastante estudado para aplicacdo industrial é a utilizacdo de
xilanase em processos de sacarificagdo, parte importante do processo de producdo de etanol
de segunda geracéo, e para um processo eficiente de sacarificacdo enzimatica é necessario a
atuacdo de celulases, hemicelulases, ligninases e outras enzimas acessorias (Ferraz et al,
2017). A aplicacdo de xilanases na sacarificacdo de residuos lignoceluldsicos ocorre
geralmente em coqueteis enzimaticos, juntamente com as outras enzimas necessarias, 0 que
acaba elevando o custo do processo, 0 que abre espaco para a utilizacdo de enzimas
produzidas por micro-organismos (THOMAS et al,. 2016). O que pode ser visto no estudo de
Thomas et al. (2016) que utilizaram xilanase de Aspergillus sp. produzida pela fermentacgéo de
farelo de trigo e extrato de levedura na sacarificacdo da palha de arroz pré-tratada com NaOH
e obteve um maximo de 574,8 mg / g de acUcares redutores e em Ferraz et al. (2017) que
relatam a utilizacdo de xilanase no extrato bruto enzimatico produzido pela acdo do

Penicilium roqueforti ATCC 10110 utilizando residuo de Spondias mombin na sacarificacéo
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diversos residuos com resultados positivos tendo um destaque para o0 bagago de cana de
acUcar até 662.34 mg g™ de aclcares liberados quando adicionado Mn?*.

Desse modo o estudo teve como objetivo inicial a producdo de xilanase por
Aspergillus oryzae ATCC 10124 em mistura de bagaco de cana, casca de arroz, e casca de
cacau por FES aplicando o Design simplex-centroide, em seguida a otimizacdo desta
producdo pelo estudo dos fatores influentes aplicando o planejamento Box-Behnken, a
caracterizacdo bioquimica da enzima produzida e finalmente a aplicacdo do extrato bruto
enzimatico contendo xilanase na sacarificacdo dos residuos agroindustriais, casca de cacau,

bagaco de cana, casca de arroz e casca de amendoim.

2 Materiais e Métodos
2.1 Substratos e microrganismo
O Bagaco de Cana de acucar (BC) foi disponibilizado por agroindustrias regionais na

cidade de Ilhéus, Bahia, a Casca de Arroz (CA) foi doada pela empresa de arroz Tio Mario
(Barreiras, Bahia, Brasil) a Casca do fruto do cacau (pericarpo) (CC) foi obtida em uma
fazenda localizada no distrito de Sambaituba, Ilhéus, Bahia, Brasil e as cascas de amendoim
foram adquiridas no mercado local (Itabuna, Bahia, Brasil).

O fungo utilizado o Aspergillus oryzae ATCC 10124 foi obtido da colecdo de
microrganismos do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saldde (INCQS) da
Fundacgdo Osvaldo Cruz (Fiocruz, Manguinhos, RJ, Brasil) sob o nimero de registro 01771,
preservado em silica gel e glicerol.

2.2 Preparo dos substratos e inéculo
Os substratos (BC, CA e CC) foram higienizados e secos em estufa com circulacdo de

ar forcado (SL 102, Solab, Piracicaba, Brasil) a 70 °C por seis dias e posteriormente triturados
em moinho de facas tipo Willey mill (ACB, Labor, Sdo Paulo, Brasil) para obtencdo de
particulas com 2 mm.

O preparo da solucdo de esporos foi realizado utilizando microorganismo cultivado em
meio de Agar-dextrose-batata (PDA), em Erlenmeyer de 250 mL em estufa bacteriologica (SL
222, Solab, Piracicaba, Brasil) a 27°C por sete dias. Ap6s o periodo de sete dias de incubacéo,
a cultura esporulada foi submetida a uma raspagem com auxilio de pérolas de vidro e
suspensa em solucdo Tween 80 (Sigma-Aldrich, USA) (0,01%, v/v), ambos previamente
esterilizados em autoclave vertical a 121°C por 15 minutos. A suspensdo foi coletada em
frasco Erlenmeyer e uma aliquota de 0,1 mL foi tomada e diluida em eppendorf para a
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contagem de esporos que foi realizada em microscopio binocular (L1000, BIOVAL, Séo
Paulo, Brasil) utilizando camara de Neubauer.

2.3 Métodos Estatisticos para a otimizacao da producéo de xilanase por FES
2.3.1 Otimizacdo da mistura de residuos

Os ensaios fermentativos foram realizados em Erlenmeyers de 125 mL contendo 5 g
da mistura dos residuos, os quais foram previamente esterilizados a 121 °C, latm por
15minutos em autoclave (CS, Prismatec, Séo Paulo, Brasil), em seguida foram adicionados
4gua estéril até o valor de 60 % de umidade, posteriormente, inoculado 10" de esporos do
fungo Aspergillus oryzae ATCC 10124. O processo fermentativo foi realizado de acordo com
a tabela 1, em estufa bacterioldgica (SL222, Solab, Piracicaba, Brasil) a 27 °C.

O Design Experimental Simplex Centrdide foi aplicado com o objetivo de encontrar a
composicao 6tima da mistura dos residuos agroindustriais (CC, BC e PA) para a producédo de
xilanase. Conforme definigdo tedrica, as propor¢des entre os substratos devem ser expressas
como fragdes e a sua somatoria deve ser igual a 100%, como mostrado na Eqg. (1).

T Xi= X1+ Xp+X3=5009=100% (1)

O delineamento experimental foi realizado com trés componentes, tendo cada um
destes seis niveis, totalizando 12 ensaios com trés repeticdes no ponto central (tabela 1). Os
modelos de regressdo foram ajustados para variacGes de todas as respostas estudadas em
funcdo de efeitos de interacdo significativos entre as proporcdes (p < 0,10), com coeficientes
de determinacdo aceitaveis (R? >0,90) e teste F e anélise de variancia [ANOVA] foram
utilizados para verificar a qualidade dos modelos. O Software STATISTICA® v. 12.0
(Statsoft, EUA) foi empregado para o planejamento experimental, analise de dados e

construcdo de modelos.

Tabela 1. Planejamento simplex centréide com valores reais e codificados que estdo entre
parénteses e a atividade enzimatica da xilanase experimental e prevista. As quantidades do
bagaco de cana-de-aglcar (BC), casca de arroz (CA) e casca do fruto do cacau (CC) foram
expressas em gramas. A fermentagdo em estado solido foi realizada a 27 °C, 144 h, 60% de
umidade e 107 de esporos do Aspergillus oryzae ATCC 10124.

Substrato (g) Resposta
Ensaios BC CA CC Atividade Atividade
enzimatica enzimatica
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experimental prevista

(Ul'g) (U/g)
1 5,0 (1) 0 (0) 0 (0) 8,89 + 0,033 8,75
2 0 (0) 5,0 (1) 0 (0) 5,0 + 0,018 9,72
3 0 (0) 0 (0) 5,0 (1) 9,7 £ 0,015 10,01
4 2,5 (0,5) 2,5 (0,5) 0 (0) 7,1+ 0,059 6,96
5 2,5 (0,5) 0 (0) 2,5 (0,5) 9,6 + 0,007 9,97
6 0 (0) 2,5 (0,5) 2,5 (0,5) 9,3 + 0,008 10,11
7 3,33 (0,66) 0,83 (0,16) 0,83 (0,16) 9,1+0,035 9,34
8 0,83 (0,16) 3,33 (0,66) 0,83 (0,16) 9,95 + 0,032 9,78
9 0,83 (0,16) 0,83 (0,16) 3,33 (0,66) 11,9+ 0,010 10,81
10 1,66 (0,33) 1,66 (0,33) 1,66 (0,33) | 10,25+0,016 10,83
11 1,66 (0,33) 1,66 (0,33) 1,66 (0,33) 9,4 + 0,009 10,83
12 1,66 (0,33) 1,66 (0,33) 1,66 (0,33) 11,2 + 0,035 10,83

2.3.2 Otimizacédo dos parametros fermentativos
Os ensaios para a otimizacdo dos parametros fermentativos temperatura, umidade
inicial e tempo de fermentacdo que exercem influéncia direta na producdo enzimatica foram
realizados em Erlenmeyers de 125 mL contendo 5 g da mistura dos residuos, os quais foram
previamente esterilizados a 121 °C, 1 atm por 15minutos em autoclave (CS, PRISMATEC,
Sédo Paulo, Brasil), em seguida adicionado aos recipientes agua estéril para atingir a umidade
desejada (50, 55 ou 60) e inoculado 10" de esporos do fungo Aspergillus oryzae ATCC 10124.
O processo fermentativo foi realizado de acordo com a tabela 2, em estufa bacterioldgica
(SL222, Solab, Piracicaba, Brasil).
Foi utilizado um planejamento Box-Behnken para investigar a influéncia dos fatores
temperatura, umidade e tempo de fermentacdo sobre a producdo de xilanase, bem como
determinar os niveis mais adequados de cada um dos fatores para o alcance de producéo

maxima enzimatica. A matriz consistiu em 15 experimentos incluindo trés repeti¢cdes do ponto
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central. A atividade de xilanase (Ul/g) foi o valor de resposta e os fatores temperatura de
incubacdo (°C) umidade inicial (%), e tempo de fermentagéo (h), foram selecionados como
varidveis independentes, sendo avaliados em trés niveis, baixo, médio e alto, que foram

codificados como -1, 0 e +1, respectivamente, como mostra a tabela 2.

Tabela 2. Planejamento Box-Behnken com valores reais e valores codificados que estdo entre
parénteses e a atividade enzimatica da xilanase. A fermentacdo em estado sélido foi
desenvolvida com 5g de mistura de residuos agroindustriais (BC, CA e CC) e 10’ de esporos
do Aspergillus oryzae ATCC 10124 por grama de substrato.

Experimento | Temperatura (°C) Tempo (h) Umidade (%) enz;Ar\r:Z:S:d(ﬁJ 19)

1 26 (-1) 48 (-1) 55 (0) 15,18 + 0,012
2 26 (-1) 144 (+1) 55 (0) 13,88 + 0,016
3 40 (+1) 48 (-1) 55 (0) 14,84 + 0,015
4 40 (+1) 144 (+1) 55 (0) 12,34 + 0,007
5 33(0) 48 (-1) 50 (-1) 13,75 + 0,024
6 33(0) 144 (+1) 50 (-1) 7,98 + 0,014
7 33 (0) 48 (-1) 60 (+1) 9,97 £ 0,016
8 33 (0) 144 (+1) 60 (+1) 13,78 +0,019
9 26 (-1) 96 (0) 50 (-1) 9,78 + 0,010
10 40 (+1) 96 (0) 50 (-1) 5,05 + 0,006
11 26 (-1) 96 (0) 60 (+1) 8,94 + 0,006
12 40 (+1) 96 (0) 60 (+1) 6,31 + 0,003

13 (CP) 33(0) 96 (0) 55 (0) 11,47 + 0,032

14 (CP) 33(0) 96 (0) 55 (0) 10,81 + 0,011

15 (CP) 33 (0) 96 (0) 55 (0) 11,46 + 0,009
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2.3.3 Obtencéo do extrato enzimatico

Apobs periodo de fermentacdo realizado no estudo do Design de mistura e do
planejamento Box-Behnken foi adicionado a cada Elernmeyer da fermentacdo 50 mL de agua
estéril e levados a agitacdo em incubadora orbital (Q3151A, QUIMIS, Sao Paulo, Brasil) a
200 rpm, 35°C por 20 min, o extrato obtido foi submetido a centrifugacdo (CT-6000R;
CIENTEC, Campinas,Brasil) a 3000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante ao qual
chamaremos de extrato bruto enzimatico foi separado e utilizado para determinagdo das

atividades enzimatica.

2.3.4 Determinacdo da atividade enzimética de xilanase

Os ensaios de atividade da xilanase foram com base em procedimento padréo
recomendados pela IUPAC (Ghose e Bisaria, 1987).Uma solugdo de xilana de “beechwood”
(Sigma®) a 1% em tampao citrato (0,5 M; pH 4,8) foi preparada, cuja solucdo (0,25 mL) foi
adicionada a um tubo de ensaio, juntamente a 0,25 mL do extrato bruto enzimético
(previamente diluido em &gua seis vezes) e 0,25 mL de tampdo citrato (0,05 M; pH 4,8). Ao
tubo controle, foi adicionado 0,5 mL tampdo citrato (0,5 M; pH 4,8) e 0,25 mL de extrato
enzimatico. Os experimentos todos preparados em triplicata foram levados a banho Maria a
50 °C por 10 min. As reagcbes foram interrompidas adicionando 0,5 mL de &cido
dinitrossalicilico (DNS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) a cada um dos tubos e levados
a banho Maria a 100 °C por 5 min. Apo6s este periodo os tubos foram retirados, resfriados até
temperatura ambiente e adicionou se agua (6,5 mL). A liberacdo de acUcares redutores foi
determinada pelo método de Miller (1959) e medida a 450 nm em espectrofotbmetro
(SF200DM-UV Vis; Bel Photonics, Osasco, Brasil). A quantidade de agUcar redutor liberada
foi quantificada usando a curva de xilose (1 a 10 pmol/mL).

Uma unidade internacional de atividade enzimatica (Ul) foi definida como a
quantidade de enzima capaz de liberar 1 pmol de agucares redutores por minuto, a 50°C.
Os resultados dessas analises foram expressos em unidades internacionais por grama de
substrato (Ul/g).

2.4 Caracterizacdo bioquimica

A caracterizacdo bioguimica da enzima possibilita a identificacdo de caracteristicas
como temperatura e pH 6timos de atuacdo, bem como o efeito da variacdo destas na atividade
e estabilidade da enzima, permitindo avaliar e apontar a sua aplicagdo de modo mais eficiente.
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2.4.1 Efeito da temperatura sobre a atividade e estabilidade da enzima

A temperatura 6tima de reagdo para a atividade enzimatica da xilanase foi realizada
em meio padrdo para a determinacdo da atividade enzimatica da enzima (item 2.3.4), apenas
modificando a temperatura de incubacdo (50-80°C). As respostas foram expressas em
atividade relativa considerando o maior valor obtido como o 100%.

A estabilidade térmica foi avaliada pela incubagdo do extrato enzimatico bruto em
tampéo citrato de sdédio (0,05 M, pH 4,8) sob diferentes temperaturas (50-80°C) por 5h. Em
intervalos de 1 h foram retiradas aliquotas e submetidas a determinacdo da
atividade de xilanase. As respostas foram expressas como atividade relativa (%),sendo
considerada como 100% a atividade enzimatica determinada antes da

incubacéo.

2.4.2 Efeito do pH na atividade e na estabilidade da enzima

O efeito do pH de reagdo foi avaliado na faixa de 3 a 9. Para tal avaliagdo foi
necessario a diluicdo do extrato enzimatico bruto seis vezes em tampao citrato (0,05M, pH 3 a
6), tampéo fosfato de sodio (0,05M, pH 7 e 8) e tampao borato (0,05M, pH 9). A atividade da
xilanase foi determinada a 50°C e expressa como atividade relativa (%), tendo como 100% o
maior valor obtido.

A mesma diluicdo foi necessaria para os ensaios da estabilidade na faixa de pHs. As
amostras foram incubadas em banho Maria a 50°C por 5h, e em intervalos de 1h aliquotas
foram retiradas e realizadas a determinacdo da atividade enzimatica. Os resultados foram
expressos como atividade relativa (%), sendo considerada como 100% a atividade enzimatica

determinada antes da incubagéo.

2.4.3 Efeito dos sais metélicos

Foram avaliados os efeitos dos sais metalicos MgCl,, Pb(C,H30;),, CaCO3,MnSQO,,
CoCly, CuSQy, Zn(C,H30,)2, AI(NO3)s, Na,COs, na atividade da xilanase. Os ensaios foram
realizados incubando o extrato enzimatico em tampé&o citrato de sodio (0,05 M, pH 4,8),
juntamente com o0s sais na concentracdo de 2 mmol/L por 30 minutos, em temperatura de
50°C seguido da determinacdo da atividade de xilanase. A atividade enzimatica é expressa
como atividade relativa (%), admitindo como 100% a atividade de xilanase obtida utilizando

se apenas o0 extrato enzimatico bruto.
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2.5 Aplicacao do extrato bruto enzimatico na sacarificacéo de residuos lignocelulosicos

A xilanase contida no extrato enziméatico bruto produzido por Aspergillus oryzae
ATCC 10124 foi aplicada na sacarificacdo do bagaco de cana-de-agUcar, casca de arroz, casca
de do fruto do cacau e sabugo de milho. O meio reacional consistiu em 0,05g de residuo, 5
mL do extrato enzimético bruto e 5 mL de tampd&o citrato de sédio (0,05 M, pH 4,8). Para
controle foram utilizados 0,059 do residuo sem adicdo do extrato enzimatico bruto. A
sacarificacdo foi realizada em banho Maria incubador com movimento orbital circular (501-
D; Ethiktechnology, Vargem Grande Paulista, Brasil) (a 50 °C por 360 min, sendo retiradas
aliquotas em intervalos de 1h min para estimar a quantidade de acucares redutores liberados
(Miller, 1959) com base em uma curva padrao de glicose (0 a 1 pmol/mL).

2.6 Analises estatisticas

As analises estatisticas dos dados e a elaboracdo dos graficos foram realizadas
utilizando o Software STATISTICA® v. 12.0 (Statsoft, EUA).

3 Resultados e discusséo
3.1 Otimizacéo da mistura de residuos

Selecionar adequadamente os substratos a serem utilizados na FES influencia
diretamente na eficiéncia e na economia do processo (Nunes et al., 2020), e a utilizacdo do
Design de mistura permite identificar a proporcéo ideal de cada substrato, a influéncia das
interacdes existentes, pois as respostas obtidas dependem diretamente deste comportamento.
As interagdes entre as trés matérias primas utilizadas (BC, CA e CC) na producdo de xilanase
por Aspergillus oryzae ATCC 10124 foram analisadas aplicando o Design simplex centroide,
com matriz totalizando 12 experimentos e trés repeticdes do ponto central. Uma analise
realizada preliminarmente permitiu observar que o fungo conseguiu secretar a enzima em
todas as combinacfes das variaveis a que foi exposto (Tabela 1). Nenhuma fonte externa de
nitrogénio, carbono ou sais minerais, foi adicionada o que demonstra a capacidade do micro-
organismo de desenvolver se em diferentes tipos de substratos e do potencial comprovado do
género em excretar enzimas hidroliticas (De Oliveira et al., 2019, Melnichuk et al., 2020).
Estes resultados das atividades enzimaticas da matriz do planejamento podem ser vistos na
tabela 1 e séo referentes & média obtida dos ensaios enzimaticos da xilanase, realizados em
triplicata.

Os resultados obtidos foram analisados e 0 modelo especial cubico foi 0 modelo que
mais se ajustou a producdo da enzima, o nivel de confianca de acordo com o teste F. A partir
da Anélise de variancia — ANOVA (Tabela 3), foi possivel avaliar que a regressdo foi
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significativa e o coeficiente de determinacdo (R?) de 0,834. Com o teste F foi possivel
observar que o modelo ndo apresentou falta de ajuste, a funcéo resposta adequou se aos dados
experimentais demonstrando que o modelo estatistico pode ser usado para prever a producéo

de xilanase por Aspergillus oryzae ATCC 10124 durante a FES nos trés substratos analisados.

Tabela 3. Andlise de variancia (ANOVA) para o modelo especial ctbico

Fonte de )

o SS Df MS Fcalculado Ftabelado* p-value R
variacéo
Regresséo 29,84 6 4,97 4,21 3,40 0,068 0,834
Erro total 59 5 1,18 Rajustado
Total 3574 11 3,25 0,636

Soma quadratica (SS), grau de liberdade (Df), média quadratica (MS), coeficiente de determinagéo (R?).
*Nivel de confianca de 90% (p = 0,10).

Através da andlise do gréfico de Pareto (Figura 1a) é possivel analisar os efeitos
padronizados e observar que todos componentes apresentaram efeitos significativos, sendo o
cacau o de maior efeito, seguido da cana e do arroz e as interacfes entre 0s componentes ndo
foram significativos. Este grafico foi gerado com um significado estatistico para p < 0,10. A
maximizacao da produgdo enzimatica foi encontrada através da analise do gréafico de contorno
(Figura 1b) que foi gerado com o auxilio do Software STATISTICA® v. 12.0 (Statsoft, EUA),
considerando 0 modelo adequado.

a)

Cana Arroz

Figura 1: (a) Efeitos padronizados para fatores investigados (Grafico de Pareto). (b) Gréfico
de contorno e superficie obtidos a partir do modelo especial cubico.
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De acordo com a figura 1b, a regido de producdo méaxima de xilanase é encontrada
com a mistura de 50% de casca do fruto do cacau, 25% de bagaco de cana e 25% de casca de
arroz, com o tempo de fermentacao de sete dias, umidade inicial 60%, a 27 °C, com esporos
de 10’de Aspergillus oryzae ATCC 10124. Com essas condicdes, a atividade enzimatica
prevista foi 11,11 Ul/g, estas condi¢Oes foram testadas e validadas pela realizacdo dos
experimentos em triplicata, onde foi possivel encontrar uma atividade 10,85 + 0,184 U/g. Este
resultado representa um erro de aproximadamente 1,5%, valor que confirma o modelo
matematico. O grafico de contorno da atividade enzimatica em funcdo dos trés substratos é

construido a partir da equacdo (2) que ilustra a interacdo entre eles.

Xilanase = 752CC + 9,720BC + 10,00CA —9,094*BC*CA +0,974*CA*CC + 55,6776*BC*CA*CC +
0.

Neste trabalho, a atividade de xilanase obtida aplicando as proporgfes de mistura
determinadas pelo planejamento, representou aumento de 22,05%, 117% e 11,85% em relacéo
as atividades encontradas ao testar individualmente o bagaco de cana (8,89 U/g), a casca de
arroz (5,0 U/g) e a casca do fruto de cacau (9,7 U/g), respectivamente, reforcando a eficiéncia
do planejamento estatistico.

Outros estudos utilizando Design centréide simplex também apresentaram bons
desempenhos de producdo enzimatica apos aplicacdo das proporcdes determinadas pelo
modelo, Castro et al. (2013) trabalharam com Aspergillus orysae na producéo de protease e a-
amilase, utilizando o para avaliar os efeitos sinérgicos e antagbnicos das diferentes proporcdes
binarias e ternarias de farelo de trigo, farelo de soja e farelo de algoddo. Os autores
observaram observados efeitos sinérgicos que elevaram até 106,1% a producédo de protease e
58,9% a producdo de a-amilase na mistura binaria de farelo de trigo e de soja em relagdo a
producdo com os residuos isolados, e efeitos antagbénicos quando o farelo de algodao foi
adicionado a mistura. Filipe et al. (2019) utilizaram o Desing Centroide-Simplex para avaliar
os efeitos sinérgicos do bagaco de azeitona bruto em combinacbes com o bagaco de azeitona
ja esgotado, brotos de videira e bagaco de uva na producdo de xilanase, celulase e g-
glicosidase por Aspergillus niger e Aspergillus ibericus. Quando aplicaram as proporcgdes que
0 modelo sugeriu foi possivel alcancar uma producdo enzimatica muito alta, alcangando
niveis de até 316% de producdo de xilanase por Aspergillus niger com relagdo a producao
deste com o0 bagago de uva apenas. Mandari et al. (2019) otimizaram as concentragdes de
Prosopis juliflora, cascas de gramineas vermelhas e torta de semente de algoddo para a

producdo de lipase por Aspergillus niger MTCC 872 utilizando o Design Centrdide-Simplex,
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conseguiram observar um aumento de 1,47% na atividade aplicando as combinagfes que o
modelo sugeriu em relagdo a atividade utilizando apenas as cascas de gramineas vermelhas.
Nunes et al. (2020) utilizaram o Design Centroide-Simplex na producédo de exoglucanase por
P. roquefortti ATCC 10110, utilizando sabugo de milho, bagaco de cana-de-agucar e casca da
améndoa do cacau e obtiveram aumentos de 146%, 172% e 217%, respectivamente. No
entanto Papadaki et al. (2020) otimizaram a producdo simultanea de vérias enzimas por A.
niger B60, dentre elas a xilanase, aplicando o design simplex centrdide, porém a mistura dos
residuos bagaco de uva branca, bagago de uva roxa e farelo de trigo ndo proporcionou bons
resultados em relacdo a atividade da xilanase, pois com as proporc6es indicadas pelo modelo
houve ou uma reducdo de 42,47% em relacdo a atividade obtida apenas com o residuo de

farelo de trigo, demonstrando a néo eficiéncia do planejamento estatistico aplicado neste caso.

3.2 Otimizacéo dos parametros fermentativos

Um planejamento Box-Behnken foi aplicado para investigar as melhores condigoes
das variaveis, temperatura, umidade inicial e tempo de incubacdo na obtencdo da xilanase. As
condicdes aplicadas neste planejamento, bem como os resultados obtidos a cada experimento
podem ser encontrados na tabela 2. Os valores de atividade enzimatica sdo correspondentes a
média dos ensaios de atividade realizados em triplicata. E possivel observar que em todas as
combinacBes de variaveis houve producdo enzimatica, o que pode ser explicado observando a
caracteristica fibrosa dos materiais utilizados (Ferraz et al., 2019; Souza et al., 2018), 0 que
influencia na inducdo do fungo a excretar a xilanase. Outra explicacdo possivel é a grande
capacidade de desenvolvimento que o género estudado apresenta bem como, sua facil
adaptacéo a condicdes adversas (De Oliveira et al., 2019).

Os dados da tabela foram submetidos a avaliacdo matematica e é possivel observar
pela ANOVA, que o modelo quadratico obtido apresentou uma regressao bastante
significativa e com boa capacidade preditiva, apresentando um R? de 0,963 e o R ajustado de
0,898, sendo estes bons parametros de avaliacdo. Através da observacao dos valores no teste F
é possivel ver que o valor do F calculado é maior que o do F tabelado mostrando que o

modelo ndo apresentou falta de ajuste.
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Tabela 4. Andlise de variancia (ANOVA) para 0 modelo quadratico

\lj;pi;eggg SS Df MS Fcalculado Ftabelado* p-value R?
Regressao 126,58 9 14,06 14,70 4,77 0,004 0,963

Falta de ajuste 4,50 3 1,50 10,48 19,16 0,088

Erro puro 029 2 014 R?ajustado
Total 131,37 14 0,898

Soma quadratica (SS), grau de liberdade (Df), média quadratica (MS), coeficiente de determinacéo (R?).
*Nivel de confianca de 95%.

O gréfico de Pareto (figura 2a) foi gerado com p < 0,05, nele é possivel observar o
efeito de cada fator na producdo da enzima, de acordo com o grafico (figura 2a) o tempo e a
umidade foram as variaveis que apresentaram maior efeito, sendo o tempo um efeito negativo
e a umidade um efeito positivo, ou seja, a reducdo para o fator tempo aumenta a resposta e
para umidade o aumento do fator é quem aumenta a resposta. Para a temperatura o termo
quadratico ndo foi significativo, pois se posiciona anterior a linha horizontal desenhada que
delimita o nivel de confianca de 95% e uma menor temperatura influencia no aumento da
resposta.

Reis et al. (2020) obtiveram resultado semelhante quando aplicaram o planejamento
Box-Behnken no estudo da producdo de xilanase por A. oryzae ATCC 10124 pela FES da
casca da améndoa do cacau, onde observaram que o tempo também foi o fator de maior
influencia na producdo enzimatica. Ferraz et al. (2019) aplicaram o Box-Behnken para avaliar
os fatores de maior influencia na producdo de xilanase por P. roquefortti ATCC 10110 em
residuo de caja e observaram que o tempo também foi o fator de maior influéncia. Este efeito
do tempo pode estar relacionado com a disponibilidade de macro e micronutrientes no
processo de fermentacdo (Santos et al., 2016). Inicialmente se apresenta uma producéo
reduzida, pois ainda esta ocorrendo o processo de crescimento dos fungos, tendo um aumento
significativo pelo aproveitamento dos nutrientes presentes e decai pelo esgotamento destes no
fim do periodo fermentativo (Ferraz et al., 2019).

Os gréaficos de contorno dispostos na figura 2(b, ¢ e d) ilustram também os efeitos
dos fatores e suas interacdes. Outro fator de grande influéncia foi a umidade inicial, a qual
exerce muita influéncia nos processos fermentativos para a formacdo de produtos, pois
qualquer alteracdo do valor 6timo de umidade para atuacdo do microorganismo afeta
diretamente a producdo enzimatica (Ferraz et al., 2019). Neste trabalho o valor 6timo de

umidade se concentrou na regido central com 55% como o valor 6timo de atuacdo do fungo
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para producdo de xilanase, apresentando reducdo quando exposto aos niveis extremos de
umidade. Resultado semelhante foi encontrado por Souza et al. (2018), observando que o0 a
producdo de xilanase por P. roquefortti ATCC 10110 aumentou quando a umidade inicial se
concentrou na faixa de 55 — 70%. Niveis de umidade fora do ideal podem influenciar na

disponibilidade dos nutrientes e nas trocas de oxigénio.
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Figura 2. (a) Efeitos padronizados para fatores investigados (Grafico de Pareto). (b) Grafico
de contorno (temperatura). (c) Grafico de contorno (tempo). (d) Gréafico de contorno
(umidade).

Como resultado o modelo indicou a otimizacdo em 25 °C de temperatura, 100 horas e
55% de umidade inicial, com uma atividade prevista de 11,88 U/g Uma validacdo ponto
6timo indicado pelo modelo foi realizada em triplicata, os resultados foram analisados e a
média resultou numa atividade de 12,15 + 0,77 U/g, no ponto 6timo indicado, o que
representa um aumento de 11,98% em relacdo a atividade obtida sem a otimizacdo dos
fatores, o que indica que o modelo é confiavel para prever a producdo de xilanase por A.
oryzae ATCC 10124, em mistura de BC, CA e CC. A eficiéncia deste tipo de planejamento
também foi registrada por Brito et al. (2017) aplicaram o planejamento Box-Behnken na
producéo de endoglucanase por Aspergillus oryzae ATCC 10124 na fermentagdo de casca de



66

arroz e casca de amendoim, para estudo das variaveis temperatura, tempo de fermentacédo e
umidade inicial, o modelo gerado pelo planejamento apontou condi¢des étimas para a casca
de arroz que permitiu obter uma atividade experimental de 17,2 U/g e nas condi¢des Otimas
da casca de amendoim foi possivel obter 42,9 U/g de atividade. Ferraz et al. (2019)
otmizaram a producédo de xilanase por Penicillium roqueforti ATCC 10110 em fermentacao
de residuos de caja, estudando as variaveis Tempo de fermentagdo, temperatura e umidade
inicial, alcancando um valor de atividade enzimética experimental de 14.03 U/g nas
condicdes que o modelo sugerido pelo planejamento indicou. Oliveira et al. (2019) estudaram
a influencia das varidveis atividade de agua, tempo de incubacdo e temperatura de
fermentacdo, na producdo de endoglucanase pela acdo do Penicillium roqueforti ATCC 10110

em farelo de cacau.

3.3 Caracterizacao bioquimica
3.3.1 Efeito da temperatura sobre a atividade e estabilidade da enzima

O estudo referente ao comportamento da enzima em relagdo a temperatura é de
extrema importancia, dado a influéncia que este fator exerce na atividade enzimatica. O
comportamento enzimatico foi analisado em diferentes temperaturas conforme (Figura 3a),
onde podemos observar que a maior atividade foi alcancada na temperatura de 60°C,
apresentando declinio acentuado quando esta foi elevada. Segundo Gupta et al. (2019) o
género Aspergillus é pertencente a classe dos fungos mesofilos, ou seja, dos que geralmente
produzem enzimas com temperatura 6tima entre 30 e 50° a exemplo de Bhardwaj et al.
(2019) que caracterizaram uma xilanase clonada de Aspergillus oryzae LC1 em Escherichia
coli BL21(DE3) encontrando 30°C como temperatura 6tima, o que difere do resultado obtido
neste estudo. Resultados similares de xilanases com temperatura 6tima nessa faixa é descrito
por Ang et al. (2013) que caracterizaram a xilanase produzida por Aspergillus fumigatus SK1
e encontraram 60°C como temperatura 6tima e por Ferraz et al. (2018) que realizaram a
caracterizacdo da xilanase produzida por Penicilium roquefortti ATCC 10110 e também
obtiveram 60°C como resultado.

A termoestabilidade foi avaliada nas temperaturas 50, 60, 70 e 80°C em incubagéo
por 5 horas, como é possivel observar (Figura 3b), que a xilanase apresentou estabilidade
maior dentro das primeiras 3h de incubagcdo em todas as temperaturas, permanecendo com
atividade residual de 50% ao final da 5h a 50°C, e reduzindo a menos que 50% nas outras

temperaturas a partir de 4h de incubacdo, porém mantendo alguma atividade residual. Essa
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observacgdo sugere que a enzima pode ser considerada termoestavel por conseguir apresentar
atividade em altas temperaturas por um periodo considerado de tempo.

Bhardwaj et al. (2018) ao realizarem o estudo da termoestabilidade da xilanase de
Aspergillus oryzae LC1 encontraram resultados semelhantes, com atividades residuais
maiores que 50% ao final do periodo de incubacdo na temperatura de 50°C, assim como
puderam observar um declinio da atividade residual enzimatica a partir de 4h de incubacédo
para as temperaturas de 60 e 70°C. Resultado que semelhante encontrado por Bhardwaj et al.
(2019) com a enzima xilanase de Aspergillus oryzae LC1 clonada em Escherichia coli
BL21(DE3) que apresentou atividade residual de 55% até o fim do estudo a 50°C e reducéo a
baixo de 50% para as demais temperaturas a partir de 4h de incubacéo.

3.3.2 Efeito do pH na atividade e na estabilidade da enzima

O efeito do pH na atividade enzimatica foi avaliado na faixa de 3 a 9 (Figura 3c). A
maxima atividade enziméatica foi observada no pH 7,0, sendo as menores atividades
registradas (pHs 3,0 e 9,0) ficaram em torno de 50% em relacdo ao pH 7,0. Este
comportamento permite classificar essa xilanase como alcalina. E comum encontrar registros
diferentes do encontrado neste estudo, os pHs citados como 6timo para xilaneses do género
Aspergillus ficam em torno de uma faixa de 3,0 a 6,0 (Gupta et al., 2019), como é o caso da
xilanase produzida por Aspergillus oryzae LC1 descrita por Bhardwaj et al. (2018) que
apresenta pH 5,0 como seu 6timo e de Ang et al (2013) que obteve pH 4,0 como 6timo para
xilanase de Aspergillus fumigatus SK1.

A estabilidade foi avaliada na faixa de pH 3 a 9 (Figura 3d) por 5 h, a xilanase de
apresentou estabilidade em todas as faixas de pHs, sendo as melhores nos pHs de 7, 8 e 9,
apresentando manutencdo de 100% de atividade nas trés primeiras horas em pH 7, e de 90%
até o final das 5h em pH 8, confirmando assim a caracteristica alcalina da xilanase produzida
por Aspergillus oryzae ATCC 10124.
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Figura 3 - (a) Atividade de xilanase obtida em diferentes temperaturas (a atividade mais alta
obtida em 60 °C foi tomada como 100%). (b) Perfil de termoestabilidade de xilanase (as
atividades obtidas no tempo 0 h foram tomadas como 100%; condicGes de reacdo: pH: 4,8;
tempo: 10 min). (c) Atividade de xilanase obtida em diferentes pHs (d) atividade mais alta
obtida em pH 7 foi tomada como 100). (d) Perfil de estabilidade ao pH de xilanase (as
atividades obtidas no tempo 0 h foram tomadas como 100%; condi¢Ges de reacdo:
temperatura 50°C; tempo: 10 min).

3.3.3 Efeito dos sais metalicos

Foram avaliados o efeito de 9 sais metalicos diferentes na atividade da enzima
xilanase (Tabela 5) dentre eles apenas um apresentou efeito positivo o CuSO,4. Os demais
apresentaram efeito negativo chegando a reducéo de quase 50% da atividade enzimatica na
presenca de AI(NO3); e MnSO,4. Algumas enzimas podem reagir positivamente a presenca de
metais, pois, estes podem atuar como cofatores, ou podem agir reversivelmente com a
formagéo de complexos que ndo séo ativos (Ferraz et al. 2018), o que pode ter ocorrido neste

€aso com a enzima e 0s metais estudados.



69

Tabela 5 - Atividade de xilanase de A. oryzae ATCC 10124 frente a diferentes sais metalicos
ecompostos organicos (a atividade obtida utilizando o extrato xilanolitico bruto sem aditivos
foi tomadacomo 100% - controle; condi¢cdes de reacdo: concentracdo de aditivos: 2 mM;
temperatura: 50°C; pH: 4,8; tempo: 10 min). Os experimentos foram realizados em duplicata.

Atividade Relativa (%)

Controle 100

MgCI2 68,37
CaCO3 85,46
(CH3C00)2Zn 77,18
AI(NO3)3 52,33
CusO4 106,26
Na2CO3 63,79
CoClI2 83,26
(CH3COO0)2Pb 61,76
MnSO4 53,30

Comportamento semelhante foi observado por Souza et al. (2018), onde em sua
comparacdo de xilanase produzida por P. roquefortti ATCC 10110 com xilanase comercial
observou que a presenca dos metais também inibia a atividade desta xilanase comercial.
Ferraz et al. (2019) também estudaram o comportamento da enzima xilanase obtida pela acéo
do fungo P. roquefortti ATCC 10110 por FES em residuo de caja e observaram efeito
bastante positivo ao adicionarem MnSO4, chegando a apresentar atividade 40% maior que
aquela obtida sem a adicdo do metal, de modo contrario foi observado que a adi¢do de CuSO,
ocasionou reducdo que quase 50% na atividade da xilanase, resultado que difere do observado
neste estudo onde o aumento de atividade ocorreu apenas na adicdo de CuSQy,

correspondendo a um aumento de apenas 6% na atividade.

3.5 Sacarificacéo de residuos agroindustriais

O extrato enzimético bruto foi aplicado na sacarifica¢éo de cinco residuos, bagaco de
cana, casca de arroz, casca do fruto do cacau, casca de amendoim e palha de milho. Os
resultados dispostos na figura 5 demonstram que a enzima xilanase foi capaz de sacarificar
todos os residuos a que foi exposta. Esses resultados podem estar relacionados com a taxa de
concentracdo de hemicelulose nos materiais, além do fator da utilizacdo de um extrato

enzimatico bruto, o que permite um sinergismo entre a Xilanase e outras enzimas (Ferraz et
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al., 2017) aumentando a eficiéncia no resultado da sacarificacdo do residuos. A casca do fruto
do cacau foi o residuo que apresentou os melhores resultados com a maior producdo de
acucares redutores, chegando a 994,33 mg/g em b5h de sacarificacdo, caindo
consideravelmente o rendimento nas horas seguintes. A sacarificacdo da casca de amendoim,
palha de milho, casca de arroz e bagaco de cana de agucar resultaram na producao de 586,73
mg/g, 587,73 mg/g, 382,90 mg/g e 388,99 mg/g respectivamente como seus maiores indices.
O uso de xilanases associadas a celulases em processos de sacarificacdo apresenta
grande eficiéncia, pois pode melhorar significativamente os rendimentos da sacarificacdo de
residuos lignocelul6sicos, justamente por aumentar a acessibilidade da celulase, removendo o
revestimento de xilana (Mukasekuru et al., 2020). Procedimento semelhante pode ocorrer na
utilizacdo do extrato bruto que contém xilanase e possivelmente celulases. Ferraz et al. (2017)
utilizaram xilanase bruta de P. roquefortti ATCC 10110 na sacarificacdo de varios residuos
agroindustriais, tendo como melhor residuo a ser sacarificado o bagaco de cana de agucar
apresentando 259,45 mg/g como producdo maior de acUcares redutores apds 4h de
sacarificacdo. Prajapati et al. (2020) utilizaram coquetel enzimatico contendo xilanase de
Aspergillus tubingensis na sacarificacdo do bagaco de cana de acgucar, obtendo um total de
165mg/g de acucares redutores. Sharma et al., (2017) aplicou xilanase de A. terreus S9 na
sacarificacdo de palha de arroz pré-tratada com &cido a 1% e obteve 406,98 mg/g de acUcares
reduzidos. E importante salientar que os valores aqui descritos foram obtidos sem aplicacéo

de nenhum tipo de pré-tratamento.
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Figura 4 - Sacarificagdo de Casca do fruto de cacau, bagaco de cana-de-aclcar, sabugo de
milho, casca de arroz e casca de amendoim empregando Xxilanase bruta produzida por



71

Aspergillus oryzae ATCC 10124. A sacarificacdo foi realizada em 50°C, pH 4,8, a 120 rpm
por 6 h, utilizando uma carga de substrato de 1% e uma carga enzimatica de 130 Ul/g de
substrato seco. Os experimentos foram realizados em duplicata.

4 Concluséo

A producdo de xilanase utilizando mistura dos residuos, bagaco de cana de acgucar,
casca de arroz e casca do cacau pela agdo de A. oryzae ATCC 10124 ¢é promissora. A Xilanase
produzida apresentou caracteristicas alcalinas e termoestaveis até 60 °C de temperatura. A
aplicacdo do extrato bruto enzimatico resultou na sacarificacdo de todos os residuos a que foi
exposto, apresentando valores altos de producdo de aclcares redutores sem aplicacdo de
nenhum tipo de pré-tratamento nos residuos, e sem adi¢do de ativadores, demonstrando a

eficiéncia da xilanase produzida.
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