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RESUMO

OZANSKI, GIOVANI DEMINSKI. Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia
Goiano Campus Rio Verde — GO, fevereiro de 2018. Uso de residuos agricolas para
obtencéo de xilanas. Carlos Frederico de Souza Castro “Orientador”; Eloiza da Silva
Nunes “Coorientadora interna”; Jeferson Aparecido Moreto “Coorientador externo”.

O uso de residuos agricolas para obtencdo de novos compostos possui vantagens como o
baixo custo de obtencdo e grande disponibilidade, além de se agregar valor a estes
residuos que muitas vezes sdo utilizados para obtencdo de matéria organica através da
decomposicdo dos mesmos. Aliar a utilizacdo de residuos agricolas para obtencdo de
carboidratos estruturais, otimizacdo de condi¢cOes ideais de pH e temperatura para
hidrélise enzimética, além de avaliar taxa de xilose e maior atividade volumétrica de
fungos sobre os substratos selecionados, foram os objetivos do presente trabalho.
Utilizou-se farinhas de sabugo de milho (SM) e de casca de arroz (CA) para hidrélise
alcalina a fim se obter carboidratos estruturais (xilana), com rendimento de extragdo em
torno de 21% para ambas as farinhas utilizadas, ap6s a obtencdo das xilanas, foi
determinado o teor de xilose através da técnica High-Performance Anion Exchange
Chromatography Coupled with Pulsed Amperometric Detection (HPAEC-PAD), sendo
possivel determinar em 73,52% e 37,99% o teor de xilose, respectivamente nas Xilanas
de SM e CA, levando a escolha da xilana de SM para continuagdo dos experimentos.
Através da determinagdo de atividade volumétrica das espécies de fungos utilizadas,
escolheu-se os fungos das espécies Aspergillus fumigatus e Aspergillus novoparsiticus
por apresentarem maior valor de atividade volumétrica, respectivamente 0,273 U/ml e
0,033 U/ml. Com o emprego de condicOes variadas de pH e temperatura, determinou-se

as condicOes ideais para hidrolise enzimatica empregando a xilana de SM e as espécies



fangicas citadas, sendo que para ambos os fungos utilizados as condic¢des ideais de
temperatura e pH encontradas estdo na faixa de temperatura em torno de 35°C e pH 3,5,
condicdes essas principalmente de temperatura pontos satisfatorios, pois, assemelha-se a
temperatura ambiente e ndo ha necessidade de consumo de energia excessiva para
manutencdo desta condi¢do, a faixa de pH baixo, também ndo se demonstra como
problema, pois muitos fungos possuem faixa ideal de atuacdo em torno de 4,0. A
utilizacdo de xilana de SM e do fungo da espécie Aspergillus fumigatus para otimizagédo
de hidrolise enzimatica apresentaram resultados satisfatorios, empregando técnicas de
obtencdo de carboidratos estruturais de baixo custo e de facil manipulagéo utilizando um
residuo agricola de grande disponibilidade.

Palavras-chave: renovavel, otimizacdo, polissacarideos, hidrélise, enzimética.



ABSTRACT

OZANSKI, GIOVANI DEMINSKI. Goiano Federal Institute of Education, Science and
Technology, Rio Verde Campus - GO, February 2018. Use of agricultural residues to
obtain xylans. Carlos Frederico de Souza Castro “Advisor”; Eloiza da Silva Nunes
“Internal Co-Advisor”; Jeferson Aparecido Moreto “External Co-Advisor”.

The use of agricultural residues to obtain new compounds has advantages such as the low
cost to obtain and high availability, besides adding value to these residues that are often
used to produce organic matter through their decomposition. The objective of this work
was to evaluate the use of agricultural residues to obtain structural carbohydrates,
optimization of pH and temperature conditions for enzymatic hydrolysis, and to evaluate
the xylose rate and higher volumetric activity of fungi on selected substrates. Corn (SM)
and rice husk (CA) flours were used for alkaline hydrolysis in order to obtain structural
carbohydrates (xylan), with extraction yield around 21% for both flours. After obtaining
the xylan the xylose content was determined by High Performance Anion Exchange
Chromatography Coupled with Pulsed Amperometric Detection (HPAEC-PAD), and was
of 73.52% and 37.99% for SM and CA xilans respectively, which led to the choice of SM
xylan to continue the experiments. The fungi of Aspergillus fumigatus and Aspergillus
novoparsiticus were selected for their volumetric activity, as they had a higher value of it
0.273 U / ml and 0.033 U / ml, respectively. Evaluating a varied conditions of pH and
temperature, the ideal conditions for enzymatic hydrolysis using SM xylan and fungal
species were determined, and for both fungi used the ideal conditions of temperature and
pH found are in the range around 35 ° C and pH 3.5, respectively. These conditions,

mainly temperature are satisfactory points because it resembles the ambient temperature



so there is no need for excessive energy consumption to maintain this condition. The low
pH range is also is not a problem because many fungi have an ideal range around 4.0. The
use of SM xylan and the Aspergillus fumigatus fungus for optimization of enzymatic
hydrolysis presented satisfactory results, using low cost and easy to handle structural

carbohydrate techniques with a highly available agricultural residue.

Key words: renewable, optimization, polysaccharides, hydrolysis, enzymatic.



1. INTRODUCAO

Atividades agroindustrias como a producdo de cereais, geram quantidades de
residuos consideravelmente altas, estes residuos por sua vez recebem destinagfes como,
0 emprego para alimentacdo animal, decomposicao de material organico, utilizacéo para
geracdo de energia através da queima, dentre outros. Uma vez que estes residuos ndo
recebam destinagdo correta ou emprego em atividades como a geragdo de energia, eles
séo fontes geradoras de problemas ambientais (PINTO et al., 2005).

Diariamente, diversas fontes e formas sdo utilizadas para se obter novos
produtos, assim fibras vegetais oriundas de residuos agricolas estdo no foco. Essas fibras
vegetais aliam a alta disponibilidade, baixo custo de obtencdo e muitas vezes baixa
aplicabilidade, as quais podem ser empregadas para obtencdo de novos produtos ou
utilizadas para aperfeicoamento de técnicas (MEDRONHO et al., 2012).

Residuos agricolas, geralmente sdo fontes de polissacarideos ou carboidratos
poliméricos os quais exercem a funcdo central nos organismos como reserva energética,
manutencdo da integridade celular, sinalizadores e protetores celulares (PERSIN et al.,
2011).

O sabugo de milho, um dos residuos agricolas gerados da producdo do grao,
encontra-se entre as 2,3 toneladas de residuos gerados na producao de cada tonelada deste
cereal, e estdo inclusos a palha, folhas, caule e o sabugo, mostrando uma alternativa
atraente na busca de fonte para novos produtos (PRETO et al., 2010).

Sendo um dos mais abundantes subprodutos gerados da agricultura, a casca de
arroz, gerada do beneficiamento, pode ser empregada desde complementacdo em
cimentos e borrachas, até a fabricacao de chips eletrénicos, e destinacéo para alimentagéo

animal, a casca de arroz também é destinada a obteng@o de matéria organica ou obtencéao



de energia através da queima da mesma, sendo que os dois Ultimos empregos sdo
processos emissores de dioxido de carbono na atmosfera (BERGQVIST et al., 2008).

A busca pelo desenvolvimento de novos materiais, que possam ser de fontes
renovaveis, através de técnicas sustentaveis e que tenham menor impacto ambiental, tém
se mostrado cada vez mais atraentes, por apresenterem caracteristicas que aliam a
utilizacdo da fibra vegetal e 0 emprego da mesma tém assumido papel importante nesta

busca.

1.1. Residuos Agricolas

Ao se tratar do meio ambiente, a grande quantidade de material residual
proveniente de atividades agricolas € gerado constantemente. Estes residuos muitas vezes
ndo possuem destinacdo eficaz, sendo em sua maioria empregados na decomposi¢ao
organica como fonte de adubo para o solo, alimentacdo animal ou queimados para geragdo
de energia, levando a emissdo de gases intensificadores do efeito estufa ocasionando
grande impacto ambiental negativo (SCHULZ, 2013).

Materiais lignocelulésicos, com enorme potencial de uso, mostram-se como
recursos organicos mais abundantes da terra. Sendo que o material lignocelulésico obtido
de residuos agricolas como bagaco de cana-de-acucar, palha de trigo ou arroz, sabugo de
milho, casca de soja, aveia ou arroz, entre outros sao fontes de materiais lignoceluldsicos
e empregados em processos industriais, como geracdo de energia, biocombustiveis e
biofertilizantes (TENGERDY; SZAKACS, 2003).

As fibras vegetais presentes nos residuos agricolas sdo constituidas
principalmente de polimeros como celulose, hemicelulose e lignina nas proporcdes
respectivas de 20 a 60%, 20 a 30% e 15 a 30%, estas propor¢cdes dos principais
constituintes variam conforme a parte da planta em analise, a idade e a espécie em estudo
(MENEZES et al., 2015).

O desenvolvimento de novos produtos principalmente com base em fibras
naturais, esta sendo constantemente obtido de diferentes formas e fontes, a utilizacdo dos
mesmos também tem sido descrita. A utilizacdo de técnicas de caracterizagcdo de
morfologia e constituicdo se fazem necessarias para que o desenvolvimento desses novos
produtos seja visto como relevante (MEDRONHO et al., 2012).



As matérias-primas de fonte vegetal, além de serem provenientes de fontes
renovaveis, apresentam caracteristicas como baixa densidade e estruturas quimicas que
possibilitam a utilizacdo das mesmas como precursores de novos compostos (SILVERIO,
2013 e TAIPINA et al., 2011).

1.1.1. Celulose

Com estrutura rigida, cristalina e linear, a celulose (CsHsOs)n, representado na
Figura 1, é formada por unidades de B-(1—4)-D-glicopiranose as quais sdo unidas por
ligacdes glicosidicas (B-1,4), arranjadas de forma que os grupos OH (2), OH (3) e CH,OH
figuem posicionados formando cadeias lineares equatoriais nas unidades da fibra -
(1—4)-D-glicopiranose. Essa conformagao confere rigidez a fibra, que pode conter até
10.000 unidades de glicose repetidas em duas unidades de glicose anidra (celobiose), esta
caracteristica faz com que para quebrar esta conformacdo, tratamentos severos (ROCHA

et al., 2017), como utilizacdo de ataque alcalino em alta temperatura seja usado.

OH OH
OH o Ho OH o Ho_ O
l,o“ J 0"Ho 0 Oho . 0
0 oH 9 OH ¢ n
OH OH OH

Ligagdo glicosidica

6 CH,OH

Figura 1: Estrutura da celulose formada por unidades de P-(1—4)-D-glicopiranose,
denominada de celobiose e destaque a ligagéo glicosidica (Adaptado de SANTOS et al.,
2012 e FARINAS, 2011).

A celulose é classificada como carboidrato ou polissacarideo, € o polimero
natural de maior abundancia e essencial para os vegetais, como a unidade fundamental da

macromolécula ¢é a anidro-d-glicose, que possui hidroxilas, as quais fazem ligacGes de



hidrogénio intramoleculares e intermoleculares que sdo responsaveis respectivamente
pela resisténcia de formacdo da fibra vegetal, como apresentado na Figura 2. Essas
ligacGes também mantém as regides cristalinas, tornando a celulose resistente ao ataque

acido, ou ataque ocasionado por enzimas e substancias alcalinas (SANTOS et al., 2012).

hidrozinio
intramaol=cvlaras

Figura 2: Representacédo estrutural da celulose demonstrando as ligac6es de hidrogénio

intermoleculares e intramoleculares (Adaptado de SANTOS et al., 2012).

Devido as ligagdes glicosidicas, a celulose apresenta tendéncia de cristalizacdo
distinta, quando comparada com outros polimeros naturais, além de ligacdes de
hidrogénio intramoleculares e intermoleculares (MARIANO, 2016).

Outra caracteristica da celulose é a formacao de cristais, que d&o a caracteristica
de insolubilidade, sendo atribuida a baixa flexibilidade das ligacdes glicosidicas, a
capacidade de formar ligac6es de hidrogénio e a rigidez da celulose, pela baixa entropia
em solucdo. Essa insolubilidade resultante das ligagdes de hidrogénio, resulta em
melhoria das propriedades mecénicas e de barreira dos compostos celuldsicos
(MEDRONHO et al., 2012).

As hidroxilas e acetais, sdo descritas como as fun¢des quimicas mais importantes
presentes na celulose, influenciando nas caracteristicas estruturais e quimicas. Essas
caracteristicas conferem resisténcia aos agentes oxidantes, estabilidade térmica, baixa
reatividade, rede rigida dos nanocristais, protecdo mecanica e controle ao acesso de
compostos quimicos, enzimas ou degradagcdo microbiana aos grupos funcionais
(MARIANO et al., 2016).



1.1.2. Hemicelulose

As hemiceluloses presentes nos residuos agricolas, séo classificadas como
heteropolimeros ramificados e lineares, de massa molecular menor que a celulose. Estas
hemiceluloses realizam a conexd@o entre a lignina e celulose e atuam como reserva
energética. As hemiceluloses sdo compostas de D-xilose, L-arabinose (pentoses), D-
glicose, D-manose e D-galactose (hexoses), sendo que a origem do material
lignoceluldsico faz com que varie a taxa de hemicelulose, os compostos como xilose e
arabinose sdo 0s mondmetros principais da hidrélise das hemiceluloses. As hemiceluloses
sdo classificadas conforme a predominancia do monossacarideo nas ramificacdes e cadeia
principal (SILVEIRA, 2010). Os xiloglucanos (XyG), glucuronoarabinoxilanos (GAX) e
mananos (MN), sdo as hemiceluloses mais encontradas nas plantas, porém em todas as
hemiceluloses encontradas, observa-se uma cadeia principal de monossacarideos de
glicose, xilose e manose, esta cadeia principal pode ter ramificacbes com
monossacarideos diversos (FARINAS, 2011). A Figura 3 mostra uma tipica estrutura de

hemicelulose e destaca também os grupos de monossacarideos presentes na estrutura.
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Figura 3: Tipica estrutura de xiloglucano, hemicelulose de maior predominancia,
destacando a presenca dos monossacarideos presentes na cadeia principal (Adaptado de
BUCKERIDGE et al., 2000).

As hemiceluloses sdo mais sollveis que a celulose, por apresentarem menor

massa molecular e sofrem hidrolise rapidamente, pelas ligagdes glicosidicas se quebrarem



facilmente, permitindo a utilizacdo de seus aglcares como a D-xilose (SANTOS et al.,
2005).

Os polissacarideos denominados de heteroxilanas ou xilanas, sdo formados por
unidades de D-xilose unidas por ligagdes glicosidicas f-1—4 na cadeia principal e nas
cadeias laterais estruturas como acidos urénicos, L-arabinose e oligossacarideos, sdo
frequentemente encontrados como 0s constituintes principais das xilanas (SILVEIRA,
2010).

1.1.3. Lignina

O terceiro e ultimo constituinte, mas ndo menos importante, a lignina apresenta-
se como polimeros constituido da unido de mondmeros, o0s quais sdo ligados
covalentemente. A estrutura da lignina parte da polimerizacdo de unidades de
fenilpropanoides, a partir de trés precursores primarios, que sao os alcoois sinapilico, p-
cumarilico e coniferilico, que sdo percursores respectivamente das unidades siringil, p-
hidroxifenilicas e unidades guaiacil. Na Figura 4 estdo presentes as estruturas dos trés
principais precursores da lignina e suas unidades formadas, destaca-se também as
posicBes mais suscetiveis a sofrerem ataques de outros grupos quimicos, 0 que
proporciona grande possibilidade de combinagdes para formacao estrutural, que provoca
certa incerteza na demonstracdo da estrutura da lignina, além de indicar o carbono
denominado a (carbono benzilico da cadeia alifatica) e os demais carbonos B € vy, €
apresentado também a forma de enumeracdo dos carbonos presentes no anel aromatico
que deve ser do carbono ligado a cadeia alifatica indo para o substituinte proximo
(BRASIL, 2017).
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Figura 4: Unidades precursoras e suas unidades formadas, posi¢oes suscetiveis a reacoes
quimicas, forma de enumeracdo dos carbonos no anel aromatico e destaque para 0s
carbonos a, e Y (Adaptado de BRASIL, 2017).

A quantidade de lignina assim como a quantidade do monémero estrutural da
mesma, variam de acordo com a espécie, idade, tecido e fracdo da parede celular de cada
planta. A lignina é o composto fenolico mais abundante da natureza, com estrutura
tridimensional em rede macromolecular disposta de forma aromatica é mais hidrofobica
que as outras duas estruturas da fibra vegetal, servindo como ligante das fibras vegetais,
conferindo forca e rigidez a estrutura dos vegetais, proporcionando resisténcia a entrada
da grande parte de microrganismos, a lignina também possui a fungéo de impermeabilizar
a parede celular (MENEZES et al., 2015).



1.1.4. Sabugo de milho

Do ponto de vista ambiental e comercial, a utilizacdo de residuos agricolas como
0 sabugo de milho, mostra-se uma alternativa plausivel. Além da geracdo de novos
produtos a partir de residuos, também fornece valor agregado e diminuicéo de residuos
em decomposicdo no meio ambiente, ocasionando reducdo no impacto ambiental
negativo ocasionado pela emissdo de gases (SCHULZ, 2013).

Pertencente a familia Gramineae, o milho (Zea mays), produz o sabugo, que
sustenta 0s graos, este é tratado como residuo ap6s o grédo ser debulhado e muitas vezes
ndo recebe uma aplicacdo com valor agregado maior. A producdo de sabugo de milho
chega a 180 kg por tonelada de milho processado (ROCHA et al., 2017).

Segundo o décimo levantamento referente a safra de 2016/2017, realizado pela
Conab em julho de 2017, reunindo a primeira e segunda safra de milho no Brasil, a area
plantada atingiu cerca de 17.391,3 mil hectares com producdo recorde do grdo de
aproximadamente 96.026,2 mil toneladas, com acréscimo percentual de 44,3% em
relagdo a safra 2015/2016 (CONAB, 2017).

O sabugo de milho, um dos rejeitos gerados, € fonte de celulose, hemicelulose e
lignina, e um tratamento adequado a essa matéria-prima deve ser considerado, para que
se possa dar destinagdo mais nobre e para que 0 mesmo possa ser utilizado no
desenvolvimento de novos produtos além da utilizacdo na alimentacdo animal, obtencédo

de matéria organica e geracao de energia. (VIEIRA, 2014).

1.1.5. Casca de Arroz

Sendo um dos mais abundantes subprodutos gerados da agricultura, a casca de
arroz gerada do beneficiamento, gira em torno de 23% da massa de arroz em casca, ou
seja, grande quantidade de casca de arroz como consequéncia (DELLA, et al., 2001),
onde se faz necessario uma destinacdo mais nobre a esta fonte de material lignocelulésico
que pode ser utilizada de diversas formas.

Com baixo custo de producéo, a casca de arroz se apresenta um composto de
dificil reaproveitamento, pelo alto teor de silica e poucas propriedades nutritivas, formada
por materiais inorganicos, celulose e lignina, com poder calorifico de aproximadamente

16 MJ/kg, cerca de 13% de cinzas, representa 20% de peso do gréo a que recobre 0 mesmo



e com esses valores elevados, principalmente de poder calorifico, a casca de arroz é muito
empregada em reatores na geracdo de energia, reduzindo o impacto ambiental que
causaria, caso a mesma fosse deixada no solo para decomposicdo e obtencdo de matéria
organica (FERNANDES, et al., 2015).

A casca de arroz pode ser empregada desde a fabricacdo de chips eletrénicos até
a complementacdo em cimentos e borrachas. Porém, a casca de arroz tem sido utilizada
na producéo de energia, em que € queimada, ou alternativamente, deixada no solo para
obtencdo de matéria organica, sendo os dois processos emissores de dioxido de carbono
na atmosfera, outra utilizagdo é como complemento em ragdo para animais (BERGQVIST
et al., 2008).

1.2. Xilana

A segunda maior estrutura organica da parede vegetal, a hemicelulose com seu
maior polimero a xilana e 0 emprego deste componente em processos biotecnoldgicos é
de grande relevancia no ambito industrial, através da aplicacéo e utilizacdo de complexos
enzimaticos através da utilizacdo de fungos, sendo que a xilana pode ser empregada na
area alimenticia, de biocombustiveis, de bebidas, industria téxtil, de papel até na lavoura
(SILVA, et al., 2015).

Arabinogalactana, galactoglicomanana, xiloglicana, glicomanana e Xxilana,
formam um complexo polimérico formador das hemiceluloses, com destaque para o
principal polimero a xilana, formada na cadeia principal por unidades de D-xilopiranose
unidas por ligagoes glicosidicas B-(1—4) (SHALLOM, et al., 2003; HABIBI, et al.,
2005).

A xilana é um polimero que ocorre nas estruturas de plantas terrestres e o teor
deste polimero varia de planta para planta e da parte da planta em analise, 0 mesmo além
de ser encontrado e extraido de plantas, também é encontrado e extraido de residuos
agroindustriais (HABIBI, et al., 2005).

Para utilizacdo da xilana em processos biotecnolégicos como a producdo de
xilooligossacarideos, os quais sao formados por unidades de xilose e que sdo amplamente
utilizados na industria farmacéutica e alimenticia, a xilana deve ser separada do material
lignoceluldsico, podendo ser empregado técnicas que utilizam de tratamento enzimatico

com enzimas nativas de xilanas contidas no material lignocelulésico, fracionamento
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qguimico de xilana através de compostos alcalis e amdnia ou mistura destes compostos
seguido de quebra enzimatica, sendo que a utilizagdo de compostos alcalinos é favorecido
pela estabilidade do pH da xilana que pode ser recuperada através de precipitacdo com
cetonas, acidos ou alcoois (MENEZES, et al., 2008).

Um dos produtos gerados da utilizacéo da xilana é o xilitol, um &lcool de xilose
(pentahidroxilado), que possui alto poder adocante, 0 mesmo é obtido através de
hidrogenacdo catalitica da xilose pura e para que se tenha rendimento bom a fonte
lignocelulosica deve ser rica em xilana, a producéo de xilitol deve-se ao fato do mesmo
ser uma substancia de baixa toxicidade e destacar-se por ser um adogante empregado na
dieta para diabéticos, utilizado na producdo de bebidas, geleias, sorvetes, chocolates,
balas e etc., além de ndo possuir em sua estrutura grupos funcionais cetbnicos ou
aldeidicos que participam de reacfes de escurecimento nos alimentos, o xilitol pode ser
empregado também na substituicdo da lactose em alimentos destinados para alérgicos e
os alimentos que receberam xilitol em vez de sacarose, possuem sabor aceitavel e maior
tempo de conservacdo, pois o xilitol ndo é degradado por muitos microrganismos
(SILVA, etal., 1994).

Diversos processos industriais utilizam a xilana, como na producéo de furfural e
papel, em produtos alimenticios como na panificacdo em que as Xilanas presentes na
farinha de trigo deixam as massas mais macias ap0s o cozimento pela capacidade que a
xilana possui de absorver agua aumentando o tempo de vida das massas por causa das

interacdes entre 0 amido e a xilana presente na massa (SILVA, et al., 1998).

1.3. Xilanases

Bioprocessos que empregam residuos agricolas possibilitam a destinacdo dos
residuos que causariam problemas ambientais, pela decomposicéo e acimulo dos mesmos
na natureza, além de fornecerem valor agregado a matérias-primas pouco utilizadas as
quais podem ser utilizadas como substrato para crescimento celular desde a geracéo de
bioprodutos como enzimas e até processos que utilizem o crescimento celular para
fermentacdo (PERRET et al., 2015).

Substratos lignocelulésicos podem ser utilizados na inducdo de enzimas e
crescimento de fungos, dentre as enzimas destacam-se ligninases, pectinases, celulases e

as hemicelulases (xilanases), a xilose presente em hemiceluloses podem ser
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transformadas em &cidos organicos de cadeia curta como o0s acidos formico e acético ou
em xilitol e furanos (MARTINS et al., 2011).

A acdo conjunta de enzimas, as chamadas endoenzimas, quebram os polimeros
do segundo maior polissacarideo da natureza, ou seja, a hemicelulose, as endoenzimas
quebram a cadeia principal deste polissacarideo, liberando aglcares monomeéricos atraves
da agdo das exoenzimas, dependendo do tipo de hemicelulose, as cadeias laterais sao
quebradas liberando mono ou dissacarideos (SOUZA, 2014).

Com a capacidade de catalisar a hidrdlise do xilano por causa da estrutura
heterogénea das xilanases, as quais para fazerem sua total degradacdo demandam de um
complexo xilanolitico, e dependem de sua origem, sendo que 0s componentes de maior
destagque para este tipo de sistema é das endoxilanases ¢ as [-xylosidases, clivando o
xilano randomicamente, uma ou mais isoformas de endo-1,4-B-xilosidase (1,4-B-D-
xilano-hidrolase, EC 3.2.1.8), em suas ligagdes B-1,4 em fragmentos pequenos como
xilobiose e xilotriose. Sendo uma enzima muito importante industrialmente, a xilanase
pode ser aplicada em diversos processos como a bioconversao de material lignocelulésico
em produtos fermentesciveis, digestibilidade de ra¢des, melhoramento de caracteristicas
como consisténcia de cervejas e clarificagdo de sucos (KANIMOZHI et al., 2014).

A reatividade e a conformacdo fisica da cadeia principal das hemiceluloses, sdo
determinadas pelas cadeias laterais, ou seja pelo tipo e quantidade de cadeias laterais,
sendo que estas caracteristicas também influenciam na clivagem da hemicelulose, a
diversificacdo e quantidade de componentes da hemicelulose, séo influenciados pela
idade e parte da planta, assim como a composi¢do do solo que esta planta esta enraizada,
sendo que o componente predominante na grande parte de biomassas agricolas é a xilana
que dependendo da quantidade de ramificacbes na cadeia principal, podem ser
classificadas como homoxilanas, glucuronoxilanas, glucuronoarabinoxilanas ou
arabinoxilanas (MOTTA et al., 2013; KANIMOZHI et al., 2014).

A Figura 5 apresenta a estrutura da xilana e pontos em que enzimas xilanoliticas

guebram a estrutura do polissacarideo.
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FIGURA 5: Estrutura do polimero xilana apontando a acdo de enzimas xilanoliticas
(Adaptado de GOMES, 2014).

1.3.1. Emprego de Xilanases

O emprego de xilanases na area industrial, varia desde o emprego na fabricacdo
de pées, producdo de cerveja até clarificacao de papel e producéo de biodiesel. Em razéo
da capacidade de interagir com o gluten e absor¢do de agua, as xilanas sao utilizadas para
melhorar a qualidade de pées, através da hidrélise do amido e da arabinoxilana que deixa
o glaten livre, e influencia na estrutura da massa, no volume, estrutura do miolo e facilita
0 manuseio da massa, estas xilanases ndo sdo apenas utilizadas para massas de paes,
também sdo empregadas na producdo de biscoitos, bolos e demais produtos da area de
panificacdo (BUTT et al., 2008).

Na producdo de vinhos e sucos, extragéo, clarificacao de frutas ttm-se o emprego
de xilanases, para estabilizar, clarificando os sucos. Abre-se méo da utilizagdo de
xilanases na producdo de cervejas, e ocorre a liberacdo de cadeias de arabinoxilanas
longas que podem deixar a cerveja mais turva e aumentam a viscosidade da bebida, as
xilanases sdo utilizadas neste processo para diminuir a turbidez e viscosidade, pois estas
enzimas solubilizam as arabinoxilanas em oligossacarideos menores (BUTT et al., 2008
e MOTTA et al., 2013).

No processo de fabricacdo de ragfes para animais, os Xilooligossacarideos

produzidos pelas xilanases, atuam como pré-bidticos no trato digestivo do animal, pois
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estimulam a atividade de microrganismos através do crescimento da flora intestinal, as
xilanases atuam também intensificando a absorcdo e aumentando a digestibilidade dos
ingredientes das racdes no organismo do animal, além da reducdo no custo das ragdes
(LAFOND et al., 2011 e HARRIS et al., 2010).

A producdo de papel utiliza também xilanases, pois estas hidrolisam a xilana
liberando a lignina sem danificar a celulose durante o processo de polpacdo e
branqueamento da fibra vegetal na producdo de papel, estas enzimas sdo usadas pois
aumentam e facilitam o processo de branqueamento das fibras vegetais em estagios
posteriores com agentes como o cloro, diminuindo a poluicdo ambiental (LOMBARDI,
2013). As xilanases aumentam o brilho e a resisténcia do papel, quando o processo de
branqueamento é totalmente livre de compostos clorados (BORGES, 2010). Porém para
que se tenha maior eficiéncia destas enzimas no processo de branqueamento, deve-se
utilizar coquetéis enzimaticos com resisténcia a alta temperatura e alcalinidade e livres
de celulases (LOMBARDI, 2013).

Quando se trata da geracdo de energia limpa como a producdo de
biocombustiveis, o emprego de enzimas também ocorre, através da conversdo da
biomassa lignoceluldsica em acUlcares fermentaveis para producdo de etanol (segunda
geracdo) (OGEDA et al., 2010). Porém tratamentos preliminares como tratamentos com
acidos ou alcalino, sdo de extrema importancia antes da hidrélise enzimatica, pois estes
separam a celulose e hemicelulose da lignina, ap6s os tratamentos preliminares, a
biomassa entdo é submetida a acdo de enzimas que hidrolisam a hemicelulose e celulose
em particulas menores, para que ocorra a fermentacdo da biomassa através de
microrganismos, a xilose obtida da acdo de xilanases pode ser convertida em etanol por
meio de fermentacdo (BUTT et al., 2008; HARRIS et al., 2010; FALKOSKI, 2011).

1.3.2. Obtencao de Xilanases

O cultivo de fungos para obtencao de enzimas hidroliticas mostra-se um sistema
com muitas vantagens, como, liberacdo eficiente de enzimas, grande quantidade de
enzimas produzidas e grande capacidade de crescimento e producdo em diversos
substratos, incluindo substratos sélidos, o0s fungos dos géneros Aspergillus sp,

Penicillium sp, Melanocarpus sp e Fusarium sp, sdo 0s mais empregados para obtencéo
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de xilanases pela capacidade de producdo das mesmas (FALKOSKI, 2011 e
KRONBAUER et al., 2007).

Para que os fungos possam obter alimentos os nutrientes presentes no substrato
devem estar em solucdo, pois os fungos realizam a absorcdo dos mesmos pela parede das
células, alguns fungos ligninoliticos segregam enzimas que agem sobre as substancias
através do micélio, em outros fungos o micélio emite os haustorios, 6rgéos que penetram
nos tecidos e absorvem os alimentos, as enzimas liberadas pelos fungos possuem a funcéo
de auxiliarem na nutricdo dos mesmos, através da deterioracdo dos substratos e os
mesmos estdo presentes, a utilizacdo de enzimas lignoceluloliticas possue grande
aplicabilidade na reaproveitamento de residuos agroindustriais, além de emprego em
correcdo de solos e tratamento de efluentes e os fungos pertencentes ao grupo dos
Ascomycetes sdo 0s principais produtores de enzimas lignocelulosicas, as quais podem
ser empregadas sobre residuos agroindustriais para producdo de novos compostos ou
reaproveitamento dos mesmos de maneira mais eficiente (FASANELLA, 2008).

As fontes mais comuns hemicelulases como as xilanases sdo os fungos, que
produzem xilanases termofilicas de grande importancia comercial (BUTT et al., 2008).

Fungos filamentosos s&o os fungos que constituem o género Aspergillus, o qual
possui grande numero de espécies, estes sdo encontrados principalmente em matéria
organica em decomposicdo, em grande diversidade de ambientes e condi¢fes, algumas
espécies do género produzem esporos sexuados e assexuados, porém em algumas
espécies a forma sexuada ou é rara ou nunca foi observada, como sua dispersdo é ampla
em praticamente todos os ambientes, em torno de 250 espécies sdo reconhecidas
oficialmente, formando o grupo Ascomycetes, grupo de fungos filamentosos, que €
morfologicamente caracterizado pelo seu conidiéforo, e é encontrado os conidiésporos
ou esporos e pelas células da hifa, ramificando-se os conidioforos, sendo que a cor,
arranjo e tamanho dos conididsporos, sdo utilizados para identificacao e divisao do género
em subgrupos, observa-se também neste grupo representantes causadores de doencas em
humanos, ou seja, agente patogénicos como é o caso do Aspergillus fumigatus,
Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus (BENNETT, 2010).

A bioconversdo de material lignocelulosico por xilanases, tem grande destaque
e aplicabilidade do ponto de vista industrial e a utilizagdo de fungos filamentosos
produtores destas enzimas sdo de grande importancia devido os mesmos liberarem

enzimas capazes de converter o xilano sem a necessidade de interrupcgdo celular ou
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purificacdo dos residuos por processos que demandem grande gasto de energia ou
recursos (HARRIS et al., 2010).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo obter e caracterizar polissacarideos
estruturais a partir de residuos agricolas e empregar fungos para otimizacao de hidrélise

enzimatica destes polissacarideos.

2.2. Objetivos Especificos

- Obtencdo de carboidratos estruturais (xilana) por reacdo alcalina a partir de
casca de arroz e sabugo de milho.

- Determinar e identificar os carboidratos obtidos.

- Selecionar o substrato com maior taxa de xilose.

- Selecionar microrganismos com maior atividade sob o substrato selecionado
através da determinacdo de agucares redutores totais.

- Otimizar condicdes ideais de pH e temperatura para hidrélise enzimatica.
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3. EMPREGO DE CARBOIDRATOS ESTRUTURAIS OBTIDOS DE
RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS NA OTIMIZACAO ENZIMATICA

(Normas de acordo com a revista Ciéncia Rural)
Resumo

A obtencdo de novos compostos empregando residuos agricolas possui suas vantagens,
como o baixo custo de obtencdo e grande disponibilidade da matéria-prima, além de se
agregar valor a estes residuos. Aliar a utilizacdo de residuos agricolas para obtencédo de
carboidratos estruturais, otimizacdo de condi¢cbes ideais de pH e temperatura para
hidrolise enzimética, além de avaliar taxa de xilose e maior atividade volumétrica de
fungos sobre os substratos selecionados, foram 0s objetivos do presente trabalho em que
se utilizou farinhas de sabugo de milho (SM) e de casca de arroz (CA) para hidrolise
alcalina afim se obter carboidratos estruturais (xilana), obtendo-se o rendimento de
extracdo em torno de 21% para ambas as farinhas utilizadas, ap6s a obtencdo das xilanas,
foi determinado o teor de xilose através da técnica Cromatografia de Troca Anibnica de
Alta Performance Acoplada a Detector Amperométrico (HPAEC-PAD), sendo possivel
determinar em 73,52% e 37,99% o teor de xilose, respectivamente nas xilanas de SM e
CA, e levou a escolha da xilana de SM para continuacdo dos experimentos. Através da
determinacéo de atividade volumétrica das espécies de fungos utilizadas, escolheu-se 0s
fungos das espécies Aspergillus fumigatus e Aspergillus novoparsiticus por apresentarem
maior valor de atividade volumétrica, respectivamente 0,273 U/mL e 0,033 U/mL, para
emprego na otimizacao da hidrdlise enzimatica, em que se empregou condigdes variadas
de pH e temperatura afim de se determinar as condic¢des ideais para hidrolise enzimatica,
sendo que para ambos os fungos utilizados as condicdes ideais encontradas estéo na faixa
de temperatura em torno de 35°C e pH 3,5, condigdes essas principalmente de temperatura

pontos satisfatorios pois assemelha-se a temperatura ambiente e ndo ha necessidade de
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consumo de energia ou consumo proximo a zero para manutencao desta condigdo, a faixa
de pH baixa e ndo apresenta problema, pois muitos fungos possuem faixa ideal de atuagao
em torno de 4,0. A utilizacdo de xilana de SM e do fungo da espécie Aspergillus fumigatus
para otimizacdo de hidrdlise enzimatica apresentaram resultados satisfatorios,
empregando técnicas de obtencdo de carboidratos estruturais de baixo custo e de facil
manipulacdo utilizando um residuo agricola de grande disponibilidade.

Palavras-chave: hidrolise, alcalina, xilana, atividade.
Abstract

Obtaining of new compounds using agricultural residues has its advantages, such the low
cost of obtaining and great availability of the raw material, besides adding value to these
residues. The objective of the present work was to evaluate the use of agricultural residues
to obtain structural carbohydrates, optimization of pH and temperature conditions for
enzymatic hydrolysis, besides evaluating the xylose rate and higher volumetric activity
of fungi on the selected substrates. Corn flour (SM) and rice husk (CA) flours were
submitted to alkaline hydrolysis in order to obtain structural carbohydrates (xylan),
having a extraction yield of around 21% for both flours. After xylan extration, xylose
content was determined by High Performance Anion Exchange Chromatography Coupled
with Pulsed Amperometric Detection (HPAEC-PAD), and xylan content of xylans of
73.52% and 37.99% for SM and CA, xilans, respectively, which led to the choice of SM
xylan to continuous the experiments. The Aspergillus fumigatus and Aspergillus
novoparsiticus fungi were selected for their volumetric activity, as they had a higher value
of it 0.273 U/mL and 0.033 U/mL, respectively, for use in the optimization of enzymatic
hydrolysis. Different conditions of pH and temperature were employed in order to
determine the ideal conditions for enzymatic hydrolysis it, and for both fungi used the
ideal conditions found are in the range around 35°C and pH 3.5, respectively. These
conditions, mainly temperature, are satisfactory points because it resembles the ambient
temperature so there is no need of energy consumption or consumption close to zero to
maintain this condition. The low pH range is also not a problem, since many fungi have
an ideal range of around 4.0. The use of SM xylan and the Aspergillus fumigatus fungus
for optimization of enzymatic hydrolysis presented satisfactory results, using low cost
and easy to handle structural carbohydrate techniques with a highly available agricultural

residue.
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Key word: hydrolysis, alkaline, xylan, activity.

3.1.Introducéo

O desenvolvimento de novos produtos principalmente com base em fibras
naturais, constantemente séo obtidos de diferentes formas e fontes, assim como a
utilizacdo dos mesmos também tem sido descrita, porém técnicas de caracterizacdo, de
morfologia, de obtencgéo e constituicdo se fazem necessarias, para que o emprego desses
novos produtos seja visto como relevante (MEDRONHO et al., 2012).

Com potencial bioativo, carboidratos estruturais pertencentes ao grupo das
hemiceluloses, sdo encontrados nas camadas da parede celular dos vegetais,
principalmente na parede celular secundaria, estes sdo polimeros em que 0s
monossacarideos integrantes estdo unidos por ligagdes PB(1-4) equatorial, associados
fortemente a celulose (SCHELLER et al., 2010).

Residuos provenientes da agricultura, apresentam-se como alternativa para
obtengdo de novos compostos, assim como, geragdo de energia, novas tecnologias e
aplicacdo em processos tecnoldgicos, também é uma forma de reduzir impactos negativos
sobre 0 meio ambiente requerendo solugdes inovadoras que levem em consideracédo
fatores econdmicos e ambientais, sendo que para tal, conhecer a composicdo do material
em estudo é essencial para que se possa utiliza-lo como fonte de recursos renovaveis com
a possibilidade de geracdo de novos produtos (RAMBO et al., 2015 e ROCHA, et al.,
2017).

A casca de arroz ¢ um dos mais abundantes subprodutos gerados da agricultura,
girando em torno de 20% do peso do grdo, e pode ser empregada desde a fabricacdo de
chips eletrdnicos até a complementagdo em cimentos e borrachas. Porém, a casca de arroz
tem sido utilizada na producdo de energia, e € queimada, ou alternativamente, deixada no
solo para obtencdo de matéria organica, sendo 0s dois processos emissores de didxido de
carbono na atmosfera, outra utilizagdo é como complemento em racdo para animais
(BERGQVIST et al., 2008).

O sabugo de milho, um dos residuos gerados na atividade agricola, possui funcéo
de sustentacdo dos gréos de milho e ap6s o grdo ser removido do mesmo o sabugo em

muitos casos ¢é descartado ou deixado ao solo para adubag&o ou destinado a alimentagao
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animal, sendo que para cada tonelada de grdos processados cerca de 180 kg de sabugo
séo gerados (ROCHA et al., 2017).

Muitos residuos agricolas, sdo fontes de lignina, hemicelulose e celulose,
compostos estes que podem ser empregados em processos bioativos, conferindo alto valor
agregado a rejeitos, criando novos processos, novas metodologias ou adequando os
mesmos para melhores resultados, estes residuos ricos em material lignoceluldsico podem
induzir o crescimento de fungos e consequentemente desenvolver enzimas como as
xilanases ou hemicelulases, as celulases, ligninases e pectinases, com tratamento
adequado a xilose presente nas hemiceluloses pode ser transformada em &cidos organicos
de cadeia curta como os &cidos acético e formico, em furanos e xilitol (MARTINS et al.,
2011).

O presente trabalhou objetivou a extracéo seletiva da hemicelulose do sabugo de
milho e da casca de arroz, residuos agricolas, e hidrolise enzimética para obtencdo de

xilose, além da prospeccdo de microrganismos produtores de enzimas xiloliticas.

3.2.Material e Métodos

3.2.1. Obtencdo e pré-tratamento da matéria-prima

O sabugo de milho e a casca de arroz foram obtidos na regido de Montividiu —
Goias. Os mesmos foram lavados com agua destilada para retirada de sujidades, secos em
estufa até peso constante, em seguida triturados em moinho de facas e peneirados para
obtencdo de granulos com diametro inferior a 0,500 mm (35 mesh) e conservados sob

refrigeracdo a 0°C.

3.2.2. Obtencéao de carboidratos estruturais

Para obtencdo dos carboidratos estruturais provenientes de sabugo de milho e da
casca de arroz, foi adaptada uma metodologia ja estabelecida, e as farinhas obtidas foram
submetidas a ataque alcalino, com solucdo de NaOH 2% durante 90 min, temperatura
controlada em 90°C e com agitagéo vigorosa, foi utilizada a proporc¢do de 1g de farinha
para 20 mL de solucéo alcalina.

Apo6s o término da reacdo os materiais foram filtrados e entdo procedeu-se

precipitacdo com quatro volumes de metanol (800 ml), ficando em repouso por 48 horas,
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seguido de nova filtragem e secagem do filtrado durante 48 horas sob circulagéo de ar
com temperatura de 35°C, o produto obtido passou a ser denominado de xilana (LI et al.,
2012b).

3.2.3. Determinagéo e identificagéo dos carboidratos estruturais

A xilana obtida ap6s a secagem foi preparada para determinacdo dos
carboidratos estruturais seguindo o protocolo Determination of Structural Carbohydrates
and Lignin in Biomass (NREL/TP-510-42618, adaptado), (SLUITER, et al., 2008).

A técnica utilizada para determinacdo e identificacdo dos carboidratos
estruturais foi a Cromatografia de Troca Anidnica de Alta Performance Acoplada a
Detector Amperomeétrico Pulsado (High-Performance Anion Exchange Chromatography
Coupled with Pulsed Amperometric Detection HPAEC-PAD), operando no sistema
Dionex ICS-3000 lon Chromatography DC System, ED40 Electrochemical Detector,
Autosampler AS40-1, coluna CarboPac PA-1 (2 x 250 mm) com CarboPac PA1 Guard
Column (2 x 50 mm) com fluxo de 0,2 mL.min*, com temperatura entre 21 - 23°C,
volume de amostra 10 pL e os cromatogramas foram analisados com Chromeleon 6.8
software (Dionex).

As condigOes de corrida utilizada para determinacao foram: eluente A =0,2 M
NaOH (preparado a partir de uma solucdo NaOH 50-52% da marca Fluka, prépria para
cromatografia de troca idnica) e eluente B = Agua ultrapura (Mili-Q).

Os padr@es (arabinose, galactose, glicose, xilose e manose) utilizados sdo da

Sigma.

3.2.4. Procedimento para bioprospeccdo de xilanases

Para realizacdo do procedimento de bioprospeccéo de xilanases, utilizaram-se 0s
fungos descritos na Tabela 01. As col6nias de fungos foram crescidas em placas de Petri
contendo BDA por sete dias, em seguida discos de aproximadamente 1 cm de diametro
contendo micélio foram transferidos para frascos de penicilina contendo meio BDA e

armazenados em geladeira.
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Tabela 01: Fungos utilizados para determinar a capacidade de degradacdo da
xilana através da degradacédo de agucares redutores.

FUNGOS

ESPECIE SIGLA
Aspergillus brasiliensis FLQT1-1
Aspergillus flavus FLQT2-2
Aspergillus fumigatus FLQT3-1
Aspergillus fumigatus FLQT3-2
Aspergillus fumigatus FLQT3-3
Aspergillus novoparsiticus FLQT5-1
Aspergillus tubingensis FLQT6-1
Aspergilus niger FLQT4-1
Fusarium fujikuroi FLQT7-1
Fusarium proliferatum FLQT9-1
Paecilomyces formosus FLQT11-1
Paecilomyces formosus FLQT11-2
Paecilomyces formosus FLQT11-3
Paecilomyces parvisporus FLQT12-1

A avaliacdo dos microrganismos foi realizada de acordo com sua capacidade de
degradacdo da xilana, sendo avaliado a partir da atividade enzimaética, esse processo foi
realizado seguindo o protocolo de Ghose (1987) e o método desenvolvido por Miller
(1959) para quantificacdo de agucares redutores.

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Quimica Tecnoldgica e
no Laboratorio de Microbiologia Agricola do Instituto Federal Goiano — Campus Rio
Verde, onde em erlenmeyers de 125 mL foram adicionados 50 mL de meio basal (pH 4,5)
proposto por Mandels & Weber (1969), acrescentando farinha de sabugo de milho a 1%
m/v (~ 0,50 g), que foi utilizada como substrato, fonte de xilana para crescimento do
fungo, o material foi autoclavado a 1 atm e 121°C durante 20 min. Ap0s a esterilizacao,
foram inoculados nos frascos, em duplicata, 1 disco de micélio fangico (1 cm de
diametro) e incubados por um periodo de 7 dias a 28 °C sob agitacdo de 150 rpm. Tais
discos de micélio foram obtidos de placas BDA com 7 dias de cultivo a 28°C. Apds 7
dias, o material foi centrifugado a 3000 rpm durante 5 min. O sobrenadante foi utilizado
na hidrolise enzimatica para determinacao da atividade xilolitica das enzimas produzidas

por estes fungos.
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Apos a retirada dessas aliquotas, por¢des da xilana obtida de sabugo de milho
no item 3.2.2, foram utilizadas como fonte de carboidratos para a hidrolise enzimética
pelo caldo enzimatico bruto dos fungos. Para tanto, 1,0 mL do caldo enzimatico bruto foi
adicionado a um tubo de ensaio contendo a xilana (~50 mg) e submetido a hidrélise
enziméatica em banho-maria (50°C) durante 60 min, preparou-se também um branco
(controle negativo) usando caldo enzimatico bruto fervido (95°C por 5 min) seguindo a
mesma proporcao da amostra.

A quantificacdo dos acUcares redutores liberados na hidrolise enzimatica foi
realizada segundo método de Miller (1959) utilizando-se o acido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS). O reativo DNS foi preparado seguindo as seguintes proporcdes: 300 g de tartarato
duplo de sédio e potéssio [(CHOH).COONaCOOK] foi dissolvido em agua destilada com
16 g de hidroxido de sddio (NaOH), em seguida adicionou-se 10 g de &cido 3-5
dinitrosalicilico (C7H4N207) e, por fim, o volume foi completado para 1 litro com agua
destilada.

Apbs os 60 min de hidrdlise foram adicionados 1,5 mL do reativo DNS
preparado e a amostra foi incubada em banho-maria (100°C) durante 5 min para producao
de cor, resfriado e, em seguida, foram adicionados 20 mL de agua destilada, os mesmos
homogeneizados e o0s acgucares redutores quantificados através da leitura em
espectrofotdbmetro com absorbancia de 540 nm, os dados obtidos foram substituidos em
uma curva padréao de xilose. As concentracdes de acUcares redutores foram usadas para
determinar a atividade xilolitica dos caldos enziméticos brutos.

Ao mesmo tempo, a concentracdo de proteinas foi avaliada por leitura em
espectrofotdbmetro em 260 e 280 nm, com cubetas de quartzo, os dois cumprimentos de
onda foram usados devido a diferenca de composicdo das proteinas e o calculo para
determinar a concentracao de proteinas esta indicado na Equacéo (1) (BRADLEY, et al.,
2007):

Equacdo (1):
[Proteina](mg.mI™?) = (1,55 X Azso) — (0,76 X Azeo)

3.2.5. Otimizacgao da hidrolise enzimatica da xilana
Para a otimizagdo da hidrolise enzimatica foi realizado um planejamento fatorial

de segunda ordem com base em cinco niveis e duas variaveis para estudar a influéncia da

combinagdo do pH e da temperatura na atividade das xilanases presentes no caldo
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enzimaético bruto. O planejamento consistiu em 9 tratamentos sendo oito deles realizados
em duplicata e o ponto central em quintuplicata, totalizando 21 experimentos como
indicado nas Tabelas 02 e 03, o programa utilizado para estudo da influéncia dos

parametros observados constitui no Programa Estatistica Minitab®, versao 17 .

Tabela 02: Codificagdo do pH e da temperatura do experimento de otimizagé&o.

Codificagdo pH Temperatura (°C)
-1,414 3,4 34
-1 4 40
0 55 55
+1 7 70
+1,414 7,6 76
Incremento 1,5 15

Em tubos de ensaio adicionou-se 0,05 g da xilana, 0,5 mL de caldo enzimatico
e 0,5 mL de solucdo tampdo citrato de sodio, em seguida as amostras foram incubadas
durante 60 min na temperatura e pH correspondentes a cada tratamento, conforme a
Tabela 03 abaixo.

Tabela 03: Tratamentos para otimizacdo da hidrélise enzimatica.

Experimento pH Temperatura Replicata
1 4,0 40 2
2 7,0 40 2
3 4,0 70 2
4 7,0 70 2
Ponto Central 55 55 5
Ponto Axial 7,6 55 2
Ponto Axial 3,4 55 2
Ponto Axial 55 76 2
Ponto Axial 55 34 2

A eficiéncia enzimética foi determinada através da concentracdo de agucares
redutores totais liberados, os dados foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) e
metodologia de superficie de resposta (com confianca de 95%) para determinar as
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diferencas significativas entre os valores de pH, de temperatura e dos tratamentos e obter
os valores 6timos de temperatura e pH para atividade xilolitica maxima.

3.3. Resultados e Discussao

A metodologia de extracdo de Xxilose através de ataque alcalino de residuos
agricolas se mostra como uma alternativa para realizacdo da mesma, pois apresenta-se
como técnica de facil execucdo, pratica e de baixo risco quando comparado com demais
técnicas, como a hidrélise com acido concentrado (PAIVA, et al., 2009 e CANETTIERI,
et al., 2002).

Na Tabela 04, estdo apresentados os dados da extracdo de carboidratos

estruturais tanto para o sabugo de milho quanto para a casca de arroz.

Tabela 04: Parametros fisicos obtidos do processo de obtencdo de carboidratos

estruturais de sabugo de milho (SM) e casca de arroz (CA).

Massa inicial de Massa de carboidratos Rendimento de extragéo (%)
(9) extraidos (@)

SM 10,0071 2,1805 21,79

CA 10,0018 2,0832 20,83

Conforme os resultados apresentados na Tabela 04, € possivel observar uma
eficiéncia de extracdo de carboidratos estruturais através de hidrdlise alcalina e
precipitacdo com metanol, tanto para o sabugo de milho quanto para a casca de arroz,
com aproximadamente 22 e 21% de rendimento respectivamente, apresentando-se como
rota eficiente de obtencdo, pela simplicidade da técnica utilizada.

O material obtido, ap6s hidrolise alcalina e precipitacdo com metanol, filtragem
e secagem, foi preparado segundo o método NREL/TP-510-42618, com adaptac6es para
se adequar aos materiais em questdo e entdo as amostras foram analisadas pela técnica
HPAEC-PAD (SLUITER, et al., 2008).

Na Tabela 05 estdo expostos as caracteristicas das xilanas de SM e CA, e ¢

possivel observar uma mistura de monossacarideos tanto para SM quanto para CA.
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Tabela 05: Determinacao quantitativa de monossacarideos presentes nos hidrolisados de
xilana de SM e de CA.

MONOSSACARIDEOS % de monossacarideos encontrados
SM CA
Arabinose 11,93 £ 0,57 8,00 £ 0,06
Galactose 3,27 £0,14 0,00 £ 0,00
Glicose 11,28 £ 0,65 54,01 £ 0,835
Xilose 73,52 £ 0,225 37,99 + 0,895

Os hidrolisados de SM e CA, compreendem uma mistura de monossacarideos
respectivamente, arabinose (11,93 e 8%), glicose (11,28 e 54,01%) e xilose (73,52 e
37,99%), observa-se também a presenca do monossacarideo galactose no hidrolisado de
SM na proporcéo de 3,27%.

A presenca de xilose no hidrolisado de SM é alta em torno de 73%, enquanto o
mesmo ndo ocorre no hidrolisado de CA, que apresenta maior teor de glicose (54%) em
relacdo a xilose. A diferenca de monossacarideos nos hidrolisados ocorre pela diferenca
da composicdo quimica de cada material, a técnica proposta de hidrdlise alcalina de
residuos agricolas, pode evitar a formacdo de compostos toxicos, principalmente o
furfural, que é formado pela exposicdo do material em meio acido quando ocorre a
degradacdo da xilose pelo acido, sendo assim a utilizacdo da técnica evitaria também
etapas de purificacdo do material hidrolisado para aplica¢do da xilose obtida (SOUZA, et
al., 2015).

Como observado nos resultados apresentados na Tabela 05, em que a xilana de
SM apresentou maior teor de xilose, sendo entdo o substrato selecionado para avaliagcdo
na producao de xilanases.

Através da avalicdo de degradacao da xilana obtida de SM, partindo da atividade
enzimatica dos microrganismos utilizados em que se quantificou os agUcares redutores e
concentracdo de proteinas através do protocolo de Ghose (1987) e o método de Miller
(1959), obteve-se os valores de atividade volumétrica (U/ml) e atividade especifica
(U/mg) para cada fungo utilizado, os dados estdo dispostos na Tabela 06, destaca-se as
atividades de maior importancia para os fungos Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger

e Aspergillus novoparsiticus.
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Tabela 06: Avalicdo de atividade dos fungos utilizados no bioprocesso, com destaque
aos fungos Aspergillus fumigatus (FLQT3-2 e FLQT3-3), Aspergillus niger (FLQT4-1)
e Aspergillus novoparsiticus (FLQT5-1).

Sigla Atividade Volumétrica Atividade Especifica

(U/mL) (U/mg)
FLQT1-1 0,008 0,002
FLQT2-2 0,012 0,005
FLQT3-1 0,006 0,002
FLQT3-2 0,273 0,125
FLQT3-3 0,032 0,030
FLQT6-1 0,001 0,000
FLQT5-1 0,033 0,023
FLQT4-1 0,031 0,042
FLQT11-3 0,001 0,001
FLQT12-1 0,008 0,005
FLQT11-1 0,004 0,002
FLQT11-2 0,006 0,003
FLQTO9-1 -0,002 -0,001

Como pode-se observar nos resultados apresentados na Tabela 06 ocorreu
grande variacdo nos valores de atividade volumétrica e especifica entre os fungos
utilizados, essa variacdo pode ter ocorrido pelo substrato utilizado, pois o substrato pode
agir como fonte de energia e carbono para os fungos, como propulsor ou inibidor na
producdo de enzimas, pois 0 mecanismo regulador da inducdo das enzimas xilanases
geralmente apresenta complexo e a producdo enzimatica varia conforme o
microrganismo, sendo que um substrato pode levar a maior atividade em uma espécie e
ser um inibidor em outra espécie de microrganismo (KULKARNI et al., 1999).

O método DNS foi utilizado para se obter a atividade dos fungos através da
determinacéo de agUcares redutores e proteinas, em que os valores de atividade da enzima
xilanolitica variaram de 0,001 a 0,273 (U/mL), como demonstrado na Tabela 06, sendo
que os fungos FLQT3-2 e FLQT3-3 (ambos Aspergillus fumigatus), FLQT5-1
(Aspergillus novoparsiticus) e FLQT4-1 (Aspergillus niger), apresentaram 0s maiores

resultados perante o substrato utilizado.
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Os fungos filamentosos do género Aspergillus, apresentam-se como os melhores
produtores de endo e exoglicosidases, 0s quais sdo reconhecidos por suas altas
concentragdes de B-glicosidase (CASTRO, et al., 2010).

Os isolados fungicos, FLQT3-2 e FLQT5-1, apresentaram 0s maiores resultados
de atividade enzimética, respectivamente 0,273 e 0,033 U/mL, valores significativos
quando comparados com o isolado do trabalho de Silva (2015), que trabalhou com
isolados de bactérias xilanoliticas e obteve o maior valor de atividade enzimatica com
média de 0,43 U/mL.

Em seu trabalho Almeida (2013), avaliou a producdo de xilanases através de
isolado de Aspergillus fumigatus, empregando diversas fontes de carbono para inducéo
das enzimas, o autor descreve que a palha de milho utilizada foi a que apresentou a melhor
resposta para atividade enzimatica com o valor de 11,95 U/mL, porém encontrou valores
inferiores com até 0,07 U/mL, logo os valores obtidos para os fungos da mesma espécie
utilizados no presente trabalho permanecem na faixa descrita, ja para o fungo da espécie
Aspergillus niger o mesmo autor apresenta valores muito superiores para a atividade
enzimatica com os substratos utilizados pelo mesmo, sendo o menor valor encontrado de
2,58 U/mL e, ao se comparar com o0 valor obtido no presente trabalho para o mesmo fungo
constata-se que o substrato utilizado ndo se apresenta como indutor de atividade
enzimatica atraves do fungo Aspergillus niger. Aguiar (2010) utilizando o fungo A. niger
e bagaco de cana-de-agUcar como substrato encontrou o valor de atividade enzimaética de
0,208 U/mL, valor também superior ao encontrado para 0 mesmo fungo no presente
trabalho.

Os valores obtidos de atividade enzimatica no presente trabalho para a espécie
de Aspergillus fumigatus (FLQT3-2), aproxima-se ao valor de atividade obtida por
Reinehr et al. (2014), que apresenta o valor aproximado de 0,183 U/mg, corroborando
para possivel utilizacdo da espécie e do substrato utilizado para obtencdo de xilanases.

A eficiéncia da obtencéo de xilanases, possui ligacdo direta a acessibilidade da
enzima ao substrato, quantidade de xilose liberada e a natureza e liberacdo dos acucares
presentes, além de pardmetros como agitacdo, pH e temperatura afetam diretamente na
atividade e producéo de xilanases (KULKARNI et al., 1999), sendo assim com os valores
obtidos de atividade enzimatica no presente estudo, foi escolhido as espécies de
Aspergillus fumigatus (FLQT3-2) e Aspergillus novoparsiticus (FLQT5-1) para

realizacdo da otimizacdo da hidrolise enzimética.



34

Os modelos utilizados para otimizacdo da hidrolise enzimética da xilana, s&o
analisados através da liberagdo de aguicares redutores totais (ART g.L™t) para as duas
especies escolhidas, FLQT3-2 e FLQT5-1, sendo utilizadas a equacéo (2), para a espécie
FLQT3-2 e a equacao (3) para a especie FLQT5-1:

Equacdo (2):

[ART g.L1] = 3,961 — 0,741 pH — 0,0396 Temperatura + 0,0413 pH x pH + 0,000087
Temperatura x Temperatura + 0,00339 pH x Temperatura

Equacao (3):

[ART g.L'] = 0,563 — 0,0569 pH — 0,01044 Temperatura + 0,00116 pH x pH +
0,000052 Temperatura X Temperatura + 0,000667 pH x Temperatura

As equacles 2 e 3 apresentam os modelos propostos para determinacdo da
influéncia dos parametros utilizados, sendo os dados estatisticos significativos, pois
apresenta valor p = 0,000 para ambos as espécies utilizadas no presente trabalho,
respectivamente as equacbes 2 e 3 as Tabelas 07 e 08 correspondem as analises
estatisticas para as espécies FLQT3-2 (Aspergillus fumigatus) e FLQT5-1 (Aspergillus

novoparsiticus).

Tabela 07: Anélise de variancia estimados para liberacdo de ART pelo emprego da

espécie de Aspergillus fumigatus (FLQT3-2) frente as variacGes de pH e temperatura.

Fonte de Graus de Soma Contribuicdo Somados Quadrados Teste F  Valorp
Variagéo Liberdade Sequencial (%) Quadrados  Meédios
de Ajustada  Ajustados
Quadrados

Modelo 5 0,99687 87,54 0,996869  0,199374 28,09 0,000
Linear 2 0,82928 72,82 0,829280 0,414640 58,43 0,000
pH 1 0,35931 31,55 0,359308 0,359308 50,63 0,000
Temperatura 1 0,46997 41,27 0,469971  0,469971 66,22 0,000
Square 2 0,12108 10,63 0,121077  0,060538 8,53 0,002
pH * pH 1 0,11573 10,16 0,120285 0,120285 16,95 0,001
Temperatura * 1 0,00535 0,47 0,005348 0,005348 0,75 0,396
Temperatura
Interacdo de 2 1 0,04651 4,08 0,046512  0,046512 6,55 0,019

fatores
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pH 1 0,04651 4,08 0,046512  0,046512 6,55 0,019
Temperatura
Erro 20 0,14193 12,46 0,141934  0,007097
Falta de Ajuste 3 0,13408 11,77 0,134079  0,044693 96,73 0,000
Erro Puro 17 0,00785 0,69 0,007855  0,000462
Total 25 1,13880 100,00
Tabela 08: Anélise de variancia estimados para liberacdo de ART pelo emprego da
especie de Aspergillus novoparsiticus (FLQT5-1) frente as variacbes de pH e
temperatura.
Fonte de Graus de Soma Contribuicdo Somados Quadrados Teste F  Valorp
Variagéo Liberdade Sequencial (%) Quadrados  Médios
de Ajustada  Ajustados
Quadrados
Modelo 5 0,009608 63,62 0,009608  0,001922 6,99 0,001
Linear 2 0,005873 38,88 0,005873  0,002936 10,69 0,001
pH 1 0,002014 13,33 0,002014  0,002014 7,33 0,014
Temperatura 1 0,003859 25,55 0,003859  0,003859 14,05 0,001
Square 2 0,001936 12,82 0,001936  0,000968 3,52 0,049
pH * pH 1 0,000017 0,11 0,000095  0,000095 0,35 0,562
Temperatura 1 0,001919 12,70 0,001919  0,001919 6,98 0,016
Temperatura
Interacdo de 2 1 0,001800 11,92 0,001800  0,001800 6,55 0,019
fatores
pH 1 0,001800 11,92 0,001800  0,001800 6,55 0,019
Temperatura
Erro 20 0,005495 36,38 0,005495  0,000275
Falta de Ajuste 3 0,003808 25,21 0,003808 0,001269 12,79 0,000
Erro Puro 17 0,001687 11,17 0,001687  0,000099
Total 25 0,015103 100,00

A adequacdo do modelo faz-se através da verificacdo e observacdo das

suposicdes dos erros existentes no modelo matematico e se estes sdo aleatorios,

distribuidos normalmente de forma independente, com variancia constante e média zero

(CALADO; MONTGOMERY, 2003).

Analisando-se os dados obtidos, através das equacdes indicadas acima, obteve-

se os valores de R?, para a espécie FLQT3-2 o R? foi de 87,54% e para a espécie FLQT5-

1 o R? foi de 63,62%.
Na Figura 01 sdo apresentados as concentrages de agucares redutores totais

(ART g.L}), as quais foram obtidas através das condigdes empregadas no planejamento

fatorial para o fungo da espécie Aspergillus fumigatus (FLQT3-2).
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Figura 01: Determinacdo da concentracdo de acgUcares redutores totais produzidos pela
atividade enzimatica do fungo Aspergillus fumigatus (FLQT3-2), ap6s a utilizagdo dos

parametros adotados no planejamento fatorial para pH e temperatura;

E possivel observar na Figura 01 a) e b) que a faixa de pH e temperatura que
apresentaram 0s maiores resultados gira em torno de pH 3,5 e temperatura aproximada
de 35°C, segundo os parametros adotados no planejamento fatorial da otimizagéo
enzimética e um afastamento desta faixa provocou consideravel queda na liberacdo de
acucares redutores.

As concentracdes de ART (g.L™) obtidos dos experimentos de otimizagdo com
0s parametros adotados no planejamento fatorial para o fungo Aspergillus novoparsiticus
(FLQT5-1) séo apresentados na Figura 02,
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Figura 02: Determinacao da concentracdo de acgUcares redutores totais produzidos pela
atividade enzimatica do fungo Aspergillus novoparsiticus (FLQT5-1), ap6s a utilizacéo

dos parametros adotados no planejamento fatorial para pH e temperatura;

Através da analise dos dados obtidos pela aplica¢do do planejamento fatorial nos
experimentos, € observado na Figura 02, que a faixa de melhor atividade enzimatica
obtido em resposta a utilizagdo do fungo Aspergillus novoparsiticus (FLQT5-1),
compara-se aos resultados obtidos para a utilizacdo do fungo Aspergillus fumigatus
(FLQT3-2), com faixa de pH em torno de 3,5 e temperatura de aproximadamente 35°C.

Ao se comparar as respostas frente a utilizacdo dos dois fungos, com 0 mesmo
sequenciamento de parametros deduz-se que a espécie Aspergillus fumigatus (FLQT3-2),
apresentou a maior atividade enzimatica ao utilizar-se os parametros do planejamento
fatorial, com concentracio de aclcares totais redutores acima de 1,1 g.L? enquanto nas
mesmas condigdes o emprego da espécie Aspergillus novoparsiticus apresentou a faixa
de concentragdo de aglcares redutores acima de 0,16 g.L %, diferenca esta que pode ser
corroborada por Kulkarni et al. (1999), em que o autor relata que a eficacia das enzimas

estd diretamente ligada ao fato da enzima acessar o substrato, a facilidade que estas
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enzimas possuem em liberar os agucares presentes, a faixa de pH e temperatura utilizadas
fazem com que cada espécie de fungo atue de maneira diferente, assim como o substrato
utilizado que pode atuar sendo fonte de energia e carbono, ou inibindo a atividade
enzimatica.

Demais estudos reportam valores ideais para atuacdo das xilanases, Moreira et
al. (2013), destaca que os valores étimos para atuacao das xilanases obtidas da espécie de
Aspergillus terreus foram pH 5 e temperatura 45°C e pH 6 e temperatura 50°C, para as
xilanases produzidas pelo fungo Aspergillus fumigatus, Ang et al. (2013) apresenta a
atividade 6tima das enzimas em pH 4 e temperatura em 60°C, apesar de serem valores
diferentes aos relatados no presente trabalho, € possivel observar que o substrato utilizado
e as espécies utilizadas para avaliacdo de atividade enzimatica, com destaque para a
espécie de Aspergillus fumigatus (FLQT3-2), conseguem atuar em uma faixa de pH acida
com emprego de baixa temperatura, e gastaria menor quantidade de energia para se obter
maior resposta de atividade enzimatica e liberacdo de agucares redutores totais.

Observa-se que muitas espécies do género Aspergillus sp. possuem atividade
méaxima com faixa de pH entre 4 e 6 temperatura 6tima de atividade maxima entre 45 e
60°C (ANG, et al., 2013; MOREIRA et al., 2013), porém Chidi et al. (2008), apresenta
maior atividade das xilanases do fungo Aspergillus terreus com temperatura de 35°C,
valor semelhante as respostas encontradas frente aos tratamentos utilizados e as espécies
empregadas no presente trabalho.

Como os valores de pH e temperatura obtidos sdo respectivamente baixos, ou
seja, meio acido e baixa temperatura, 0 emprego do substrato e dos fungos utilizados se
mostra relevante, pois 0 aquecimento utilizado para realizacdo da hidrolise seria nulo ou
muito baixo, pela temperatura ideal de hidrélise ser proxima a temperatura ambiente e
ndo necessitar de aquecimento, quando se observa o valor de pH ideal em torno de 3,5 0
mesmo ndo seria problema uma vez que diversos estudos, como 0s ja relatados acima,
mostram que a faixa de pH ideal para muitos fungos esta proximo a 4,0, logo os dados
observados no presente trabalho séo satisfatdrios e relevantes para obtencao de enzimas

capazes de atuar em condigOes diversificadas.
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3.4.Conclusédo

O emprego de residuos agricolas mostra-se uma alternativa viavel para obtencéo
de novos compostos ou emprego dos mesmos em técnicas existentes.

Apesar do rendimento de extracdo de xilana tanto do SM quanto da CA
apresentarem valores proximos a 21% a avalia¢do da composic¢do da xilana obtida, mostra
que o teor de xilose encontrado em xilana de SM é superior ao encontrado em xilana de
CA, e levou a escolha da mesma para dar sequéncia as condi¢bes de otimizacdo de
hidrélise enzimatica.

Através da avaliacdo de atividade enzimatica dos fungos utilizados, observou-se
que as espécies de Aspergillus fumigatus e Aspergillus novoparsiticus apresentaram os
maiores valores e ao submeter estas duas espécies de fungos com a xilana de SM como
substrato para determinacdo das condicdes ideais da hidrélise enzimética, ambos as
espécies apresentaram valores maiores de atividade em pH na faixa de 3,5 e temperatura
em 35°C, condicOes essas satisfatorias pois a faixa de pH é proximo ao relatado para
outros fungos com outros substratos e a faixa de temperatura encontrada por ser baixa
ndo necessitaria de aquecimento para realizar a hidrélise enzimatica pois essa temperatura

assemelha-se a temperatura ambiente.
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