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RESUMO

O processo de branqueamento da celulose gera grande quantidade de efluentes com
baixa biodegradabilidade e que possuem substancias toxicas, como o cloro e o 0z6nio, 0 que
leva a necessidade de tratamentos prévios para o correto descarte. O emprego de Xilanases
nessa etapa pode reduzir os danos ambientais e diminuir os custos de producéo, contribuindo
ainda para a obtengéo de um produto final de maior qualidade. A producdo de enzimas a partir
de residuos agroindustriais surge como uma alternativa para a reutilizagdo de matérias-primas
antes consideradas poluentes ambientais. O presente estudo teve por objetivo aprodugéo de
xilanase por A. niger empregando dois efluentes obtidos nas etapas de branqueamento de uma
industria de celulose do interior de Sao Paulo, com auxilio do planejamento fatorial,
delimitando assim, as condigBes ideais de produgdo com varidveis independentes e
dependentes. Os experimentos constituiram-se da avaliacdo das varidveis: concentracdo de
efluente e periodo de producéo. Para tanto, realizou se controles inicias de producdo por
fermentacdo liquida submersa a partir de meio de cultura previamente descrito na literatura,
porém com acréscimo dos efluentes. Esses controles nos permitiram avaliar ainda a
capacidade de producéo de xilanase pelo fungo A. niger, empregado neste estudo, utilizando
uma concentragdo reduzida do indutor xilana (0,5g) em relacdo aquela descrita previamente
em literatura (1,0g), além disso, verificou-se a inducéo da produgéo xilanasica do meio com
proporcional adi¢do dos efluentes, nesta etapa verificou-se ainda a capacidade de produgdo de
xilanase empregando somente os efluentes. Os resultados destas producdes foram avaliados
quanto a biomassa determinando-se peso Umido e seco, quantificagdo da concentragdo de
proteinas pelo método de Bradford, quantificacdo da atividade xilanésica, segundo
metodologia descrita em literatura empregando como substrato a xilana, e calculos de
atividade especifica. Observou-se que, nessas condicdes iniciais, em todas as ocasides, houve
producéo de xilanase, até mesmo naquelas em que se utilizaram somente os efluentes. A partir
da andlise destes resultados, avaliaram-se as varidveis: concentracdo de efluentes e periodo de
producéo ideal, cujos valores foram definidos por meio de planejamento fatorial. As
variaveisaplicadas quanto a concentracdo de efluentes foram 0%, 14%, 50%, 86% e 100% e
periodo de producdo foram de 4 a 10 dias. ApGs a andlise destes resultados pelo software
STATISTIX 9.0, definiu-se que, a melhor concentragdo para ambos os efluentes, capaz de

induzir a producéo de xilanase foi em 50% no periodo de produgdo de 7dias.

Palavras-chaves: xilanase fungica, Aspergillus niger, efluentes, industria de celulose,

planejamento fatorial.



ABSTRACT

The pulp bleaching process generates large amounts of low biodegradability with
effluents and that have toxic substances such as chlorine and ozone, which leads to the need
for prior treatments for proper disposal, leading to increased costs for this industry. The use of
xylanases in this step can reduce environmental damage and reduce production costs, thus
contributing to obtaining a final product of higher quality. The production of enzymes from
agroindustrial waste is an alternative to reuse of raw materials previously considered
environmental pollutants. This study defines the production of xylanase by A. niger using the
effluent 1 and 2 obtained in steps of bleaching a pulp in the interior of Sdo Paulo, with the aid
of experimental design, thus defining the ideal conditions of production with variables
independent and dependent. The experiments consisted if the assessment of variables: effluent
concentration and production period. Therefore, if initial controls carried production by
submerged fermentation of liquid medium described previously in the literature culture, but
with addition of wastewater. These controls also allow us to evaluate the capacity of xylanase
production by the fungus A. nigerutilized in this study, employing a reduced concentration of
xylan inductor (0.5g) in relation to that previously described in the literature (1.0g),
furthermore, there was induction of xylanase production of the medium with proportional
addition of effluent at this stage still found themselvesxylanase production capacity only
using the effluent. The results of these productions were evaluated as biomass determining
wet and dry weight, quantification of protein concentration by the Bradford method,
quantification of xylanase activity according to the methodology described in the literature
using xylan as a substrate, and the specific activity calculations. It was observed that under
these initial conditions, at all times, there xylanase production, even those in which only the
effluent is used. From the analysis of these results, we evaluated the variables: concentration
of effluents and ideal production period, whose values were defined through of factorial
design. Variablesapplied as the concentration of effluent were 0%, 14%, 50%, 86% and 100%
production period were 4 to 10 days. After examining these results by software Statistix 9.0, it
was decided that the best concentration for both effluent able to induce xylanase production
was 50% in 7 days production period.

Keywords: fungal xylanase, Aspergillus niger, effluents, cellulose industry, factorial

experiment.
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1 INTRODUCAO

Enzimas microbianas apresentam forte potencial de aplicagdo na industria, pois suas
caracteristicas favorecem os processos bioquimicos industriais, ndo produzem residuos
indesejaveis e é a principal alternativa para a substituicdo de produtos quimicos poluentes,
uma vez que sdo agentes seguros ao meio ambiente, além de serem considerados
biocatalisadores especificos (SHARMA e KUMAR, 2013; ADESINA e ONILUDE, 2013).

A obtengdo de enzimas com fins industriais ocorre por meio de processos
fermentativos, que podem ser sdlidos ou submersos, sendo a Ultima a mais utilizada pelas
grandes industrias produtoras de enzimas. Nesse caso, 0 cultivo acontece em meio de cultura
liquido com condicdes de temperatura, pH, substratos e agitacdo rigorosamente controlados, e
posteriormente passam por processos de filtragcdo ou centrifugagdo, quantificacdo e
purificagdo para obtencdo do produto final (MONTEIRO e SILVA, 2009).

Enzimas microbianas apresentam forte potencial de aplicagdo na inddstria, pois suas
caracteristicas favorecem os processos bioquimicos industriais, ndo produzem residuos
indesejaveis e sdo a principal alternativa para a substituicdo de produtos quimicos poluentes,
uma vez que sdo agentes seguros ao meio ambiente, além de serem considerados
biocatalisadores especificos (SHARMA e KUMAR, 2013; ADESINA e ONILUDE, 2013).

Segundo Polizeli et al. (2005) a principal fonte comercial para a producéo de enzimas
sdo os fungos filamentosos, que apresentam grande habilidade para a secrecdo de enzimas
extracelulares. As enzimas fungicas apresentam vantagens de aplicag&o, pois sdo produzidas a
partir de substratos de origem renovavel como, por exemplo, residuos agroindustriais,
possuem alto poder catalitico sendo mais eficiente que outros catalisadores inorganicos, tém
maior especificidade, sdo produtos bioldgicos completamente biodegradaveis e de baixo custo
de obtencdo (GORDON et al., 2000; ALENCAR GUIMARAES et al., 2013).

Os fungos filamentosos sdo 0s mais empregados pelas indUstrias para a produgéo das
xilanases, pois altos niveis dessa enzima, e de enzimas hidroliticas auxiliares, sdo secretados
para 0 meio extracelular tendo, portanto, maior rendimento e niveis de producdo mais
elevados em relacdo a outros micro-organismos, sendo que 0s géneros mais empregados para
este fim sdo os Aspergillus sp. eTrichoderma sp. Existem vérios relatos de xilanase fungica
produzidas por diferentes espécies destes géneros como: A. niger, A. niveus, A. ochraceus
(BETINI et al., 2009), T. reesei, T. harzianum, T. lanuginosus (SEYS, 2003; BAJPAI, 2004,
SHAH e MADAMWAR, 2005; OKAFOR et al., 2007; PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2014).
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Xilanases (E.C.3.2.1.8) sdo enzimas hidroliticas responsaveis pela clivagem da xilana,
que por sua vez, € um importante componente estrutural de polissacarideo hemicelulolitico
encontrado nas paredes celulares vegetais, sendo a enzima de despolimerizacdo da xilana
através da hidrélise da espinha dorsal do xilano em pequenos oligossacarideos, esse
mecanismo esté representado na Figura 1 (NINAWE et al. 2008, GUPTA e KAR, 2009).
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Figura 1- Mecanismo de acdo da xilanase.
Fonte: Querido 2002, adaptado pela autora

Séo conhecidos como indutores de xilanases, principalmente, a xilose e o xilano. Esses
indutores sdo economicamente dispendiosos para a produgdo dessa enzima em larga escala e a
substituicdo desses por residuos ou efluentes industriais, que contenham tais indutores,
apresenta-se como uma importante opcdo de fontes de carbono para a obtencdo da mesma
(SUBRAMANIYAN e PREMA, 2002).

O potencial industrial das xilanases inclui a bioconversdo de lignocelulose em
bicombustivel (LI et al., 2007), melhoria da qualidade de racdo animal (SHAH e
MADAMWAR, 2005; BAKRI et al., 2008), fabricagdo de cervejas, aplicagéo téxtil (FU et al.,
2012), clarificagdo de vinho (MUTHEZHILAN et al, 2007), biorremediacdo
(SUBRAMANIYAN e PREMA, 2002; MTUI, 2012), inddstria de alimentos (OZEKI et al.,
2010) e panificagdo (NINAWE et al., 2008), ainda podem ser usadas em associagdo com

outras enzimas. Além disso, as xilanases apresentam grande aplicabilidade na industria de
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papel e celulose, onde séo usadas nas etapas de branqueamento da polpa de celulose. Espera-
se que as xilanases para essa finalidade possuam caracteristicas especificas como
termoestabilidade, pH alcalino e que sejam livres de celulases, possibilitando a preservagao
das fibras da celulose (COLLINS et al., 2005; LI et al., 2007; FANG et al., 2007; BAKRI et.
al, 2008).

A endo-1,4-B-xilanase é muito utilizada na industria de celulose, pois essa enzima atua
na remocdo da xilana da pasta de celulose tornando sua fibra mais permedvel sendo
importante para a utilizacdo do material lignocelulésico, facilitando a liberacdo da lignina,
melhorando o branqueamento da polpa Kraft (processo tecnoldgico de obtencdo da polpa)
(SUBRAMANIYAN e PREMA, 2002; SHARMA e KUMAR, 2013).

Os materiais lignocelulésicos sdo compostos basicamente por celulose, hemicelulose
(xilana) e lignina. As fibras de celulose s&o formadas, principalmente, pela ligagéo covalente
entre a lignina e a hemicelulose, que confere uma cor acastanhada a pasta, e é essa ligacéo
lignina-xilana que é degradada pela xilanase, reduzindo assim o uso de produtos quimicos,
principalmente o ozénio e o didéxido de cloro, agentes de branqueamento comumente
empregados. A utilizagdo da xilanase nesse processo pode contribuir para a redugéo de custos,
obtencdo do papel com melhor qualidade e, especialmente, conservagdo do meio ambiente,
uma vez que, leva a diminuicdo da utilizagdo de compostos quimicos que sdo classificados
como agravantes dos problemas ecoldgicos por resistirem a degradacdo, serem toxicos e
carcinogénicos (RAGHUKUMAR et al., 2004; DOBREYV et al., 2007; EBRAHIMI, 2010;
EIDA etal., 2011).

O setor industrial, visando menos custos prioriza o uso de residuos agroindustriais e a
utilizagdo de substratos lignoceluldsicos para a producéo da xilanase (MUTHEZHILAN et al.,
2007; BISWAS et al., 2010). A industria de celulose tem grande importancia em todo o
mundo, no entanto se destaca também por seus processos de producdo gerarem efluentes
residuais, que apresentam baixa biodegradabilidade, contendo compostos orgénicos e
inorganicos, sendo, portanto, necessarios tratamentos prévios para o descarte (OKAFOR et
al., 2007; VERMA, 2011; JUSTINO et al., 2011; KAMALI e KHODAPARAS, 2014).

Pesquisas biotecnoldgicas buscam, cada vez mais, a preservacdo ambiental, se
preocupando com subprodutos toxicos e procurando aplicar tecnologias sustentaveis de
reutilizacdo. O bioetanol de segunda geracéo é um exemplo biotecnolégico do uso de fontes
alternativas a fim de minimizar a poluicdo ambiental, pois prioriza a utilizagdo de fontes
renovaveis, utilizando como matéria-prima a biomassa lignocelulésica, ou seja, residuos

agricolas como a palha de milho, bagaco de cana, dentre outros (TAN et al., 2010;
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DEENANATH et al., 2012; EL-TAYEB et al., 2012; MERAYO et al., 2013; PEREZ-
RODRIGUES et al., 2014).
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 XILANASE

As xilanases ganharam notoriedade na industria de papel e celulose desde meados de
1980, e nos ultimos anos apresentou maior aplicagdo no setor. O emprego da xilanase no
processo de branqueamento proporciona uma reducdo na demanda de produtos quimicos
clorados e consequentemente a reducdo de compostos organoclorados nos efluentes
resultantes. Segundo Sharmaet al. (2014), com o emprego do tratamento enzimatico é possivel
atingir uma tecnologia mais limpa nesse setor (BAJPAI, 2004; COLLINS et al., 2005; FANG
et al.,, 2007; BAE et al., 2008; BAKRI et. al, 2008; KAUR et al., 2010; VERMA E
SATYANARAYANA, 2013; SHARMA et al., 2014).

Prezando a necessidade do baixo custo, visada sempre pelo setor industrial, a
utilizacdo de xilana para producdo de xilanase em larga escala comercial ndo é rentavel
devido ao alto custo desse substrato. Se contrapondo a esse fato a biotecnologia industrial
propde o emprego de residuos industriais e agricolas, que contenham xilana como substrato
de baixo custo minimizando os custos de producdo e, além disso, a otimizagdo do meio de
fermentacdo também apresenta sua importancia para reducéo de custos (SUBRAMANIYAN
e PREMA, 2002; FANG et al., 2007; OKAFOR et al., 2007; BAKRI et al., 2008; PEREZ-
RODRIGUEZ et al., 2014).

2.2 INDUSTRIA DE CELULOSE

Segundo Chandra e Sankhwar (2011), a fim de satisfazer a alta demanda atual, a
indUstria de papel e celulose se tornou a sexta maior na geracéo de efluentes no mundo. Isso
se deve ao processo de polpagdo Kraft, que exige o branqueamento da polpa acastanhada com
substancias quimicas, capazes de reagir com a lignina, gerando subprodutos que devem ser
previamente tratados para a realizagio do descarte, o que adiciona custos ao processo. E certo
que o branqueamento quimico é um grande problema ambiental e também do respectivo setor
industrial. Visando uma melhora dessa problematica, o biobranqueamento com xilanase se
destaca como um bioprocesso favoravel economicamente e, principalmente, a preservagédo do
meio ambiente (BAJPAI, 2004; CHANDRA e SANKHWAR, 2011; KHONZUE et al., 2011;
GOLUGURI et al., 2012; WEERACHAVANGKUL et al., 2012).

Nesse contexto, as pesquisas biotecnoldgicas que buscam melhorar os processos de

obtengdo de xilanases, que sejam cada vez mais eficientes em degradar lignocelulose,
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acrescentando-se, ainda, a possibilidade do emprego de efluentes gerados por esse mesmo
setor industrial tém grande relevancia econdémica e ambiental (AHLAWAT et al., 2007;
MERAYO et al., 2013; PEREZ-RODRIGUES et al., 2014).

2.3 MEIO AMBIENTEE A BIOTECNOLOGIA

Sustentabilidade e preservacdo ambiental s&o, atualmente, questdes de grande
importancia e destaque. Nas Ultimas décadas a grande geracdo de residuos industriais, sejam
liquidos ou solidos, apresentou exponencial aumento em todos os setores da indUstria, 0 que
tem levado a crescentes preocupacbes em minimizar os impactos ambientais. O
desenvolvimento de processos biotecnoldgicos que reutilizam esses residuos empregando-0s
novamente nas etapas de producdo, agregando ainda valor comercial ao que antes era
descartado, resulta em processos sustentaveis e menos poluentes (AHLAWAT et al., 2007;
WU et al., 2009; MERAYO et al., 2013).

Seguindo esta perspectiva, pode-se citar como exemplo de processo biotecnoldgico
sustentavel, a producdo de bioetanol uma vez que o setor energético se apresenta como um
campo desafiador com grande aplicabilidade para o desenvolvimento de processos
biotecnoldgicos em razdo do recurso energético ser em grande parcela provindo de
combustiveis fdsseis esgotavel, representado especialmente pelo petroleo. A substituicdo
destas por fontes renovaveis fez-se necessaria e impulsionou tecnologias bioenergéticas
resultando como principal produto os biocombustiveis, em particular o bioetanol. O bioetanol
apresenta-se como uma alternativa ao uso do petroleo e também a reducdo da poluicdo
ambiental provinda da queima dos combustiveis fosseis (GLITHERO et al., 2013; CHEN et
al., 2014; LENNARTSSON et al., 2014; BHATTACHARYA et al., 2015).

Atendendo também a questdo da preservacdo ambiental desenvolveu-se o bioetanol de
segunda geracdo que emprega biomassa lignocelulésica, baseando-se na bioconversdo de
residuos de celulose, antes acumulados e poluentes, em aglcares fermentaveis por meio de
micro-organismos que atuam realizando hidrélise enzimética desses residuos com etapas
precedentes de fermentacdo e destilagdo (EL-TAYEB et al., 2012; GLITHERO et al., 2013;
LENNARTSSON et al., 2014; SAINI et al., 2015).

A industria de alimentos é outro campo onde a biotecnologia se encontra em expansao
devido a geracdo de grandes quantidades de residuos provenientes de seus processos
industriais. Um exemplo de sua influéncia positiva é o emprego alternativo de residuos de

soro de queijo, que por ser constituido por lactose demanda tratamento prévio antes do
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descarte para 0 meio ambiente, em matéria-prima para bioprocessos resultantes em compostos
intermediérios de biocombustiveis como, por exemplo, a sua fermentacdo a é&cidos e
posteriormente para biogs, além de outras aplicabilidades de reutilizacdo (ELLIS et al., 2014;
MUNOZ-PAEZ et al., 2014; STAMATELATOU et al., 2014).

O panorama da atuagdo da biotecnologia nesses campos é um demonstrativo do
potencial cada vez maior do emprego de residuos e/ou efluentes industriais em processos de
grande importancia comercial (HULLet al., 2014; VENTORINO et al., 2014).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho de pesquisa tem como objetivo a producéo de xilanase fingicas, de
interesse industrial, a partir de efluentes gerados por uma industria de celulose da regido de
Bauru/SP.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar as variaveis, concentragdo de efluentes e periodo de incubag&o, na produgéo
de xilanase empregando efluentes da industria de celulose.

- Avaliar estes resultados por planejamento fatorial empregando o software Statistix
9.0 e definir as melhores condi¢bes de produgdo quanto a essas varidveis utilizando os

efluentes.



4 MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAIS

4.1.1 Solventes, reagentes e meio de cultura

Agar Sabouraud dextrose com Cloranfenicol (SDA+C) - Acumedia
Cloreto de potassio (KCI) - CAAL

Sulfato de magnésio heptahidratado (MgSO4) - Dinamica
Fosfato de amonio [(NH4)2 HPOA4] - Reagen

Fosfato monossodico (NaH2PO4) - Reagen

Cloreto de célcio dihidratado (CaCl2) - Vetec

Sulfato ferroso heptahidratado (FeSO4) - Nuclear

Sulfato de zinco heptahidratado (ZnSO4) - Dindmica
Xilana - Sigma-Aldrich

Reagente de Bradford - Sigma-Aldrich

Acido 3,5 dinitrosalicilico - Vetec

Hidrdoxido de sodio - Dindmica

Tartarato de sodio e potéssio - Neon

Metabissulfito de sodio - Reagen

Fenol - Dindmica

4.1.2 Equipamentos

Shaker- Tecnal TE 420

Fluxo Laminar- VECO

Estufa micoldgica- Fanem

Banho maria- FANEM

Microscépio- Nikon E 100
Espectrofotdmetro-BEL

Autoclave vertical- PhoenixVidrarias
Pipetas de volume variavel

Ponteiras

Tubos Falcon

Espatulas
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4.2 METODOLOGIA

4.2.1 Micro-organismo

Para a realizagdo da producdo de xilanase foi utilizado o fungo Aspergillus
niger(IOC/CCFF 3998), doado pelo Instituto Oswaldo Cruz. A manutengéo deste fungo (com
repiques quinzenais) e crescimento para realizagdo dos experimentos se deu em meio agar

Sabouraud a 28°C por 7 dias em estufa micoldgica.
4.2.2 Concentragdo do in6culo

Para o ajuste da concentracdo do indculo procedeu-se, em cabine de seguranca
bioldgica e zona asseptica do bico de Bunsen com auxilio de espatulas previamente
esterilizadas, a raspagem das células flungicas, para a ressuspencdo em agua previamente
esterilizada e diluicdo, conforme demonstrado na Figura 2. A contagem dos esporos foi
realizada em camara de Neubauer para a obtencéo da concentracdo 10’ esporos/mL, utilizada

em todas as producdes.

Figura 2 - Raspagem de células flngicas para
ressuspencao, contagem e ajuste do indculo.
Fonte: Elaborado pela autora.

4.2.3 Obtencéo e caracteristicas dos efluentes da industria de celulose

Foram cedidos dois efluentes liquidos de caracteristicas diferentes por uma inddstria

de celulose do interior do Estado de Séo Paulo. O efluente 1 possui caracteristica acida e o
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efluente 2 caracteristica alcalina, estes foram coletados no primeiro e segundo estagio do

processo de branqueamento, respectivamente, no segundo semestre de 2014.

4.2.4 Otimizacdo da producdo de xilanase a partir de efluentes da industria de celulose

A producdo de xilanase foi realizada por meio da fermentacdo liquida submersa
(SmF), em agitador orbital empregando inicialmente o meio de cultura descrito na literatura
por Nair et al. (2008) constituido de KCI 0,5; MgS04.7H,0 0,5; (NH4)2HPO4 2,5; NaH,PO4
0,5; CaCl,.2H,0 0,01; FeS04.7H,0 0,01; ZnS0O4.7H,0 0,002 e xilana 1,0 (g.L—l).

4.2.5 Controles iniciais de producéo

Para defini¢do dos primeiros pardmetros, buscando a otimizacéo e a redugdo do gasto
do indutor xilana, foram realizados experimentos iniciais com os dois efluentes. Estes
controles iniciais sofreram variacdo nos valores de concentragédo de efluentes (0%, 50% e
100%) acrescidos ao meio de cultura e também da quantidade de xilana (1,0g e 0,5g), como

representado na Tabela 1.

Tabela 1 - Composicdo dos controles iniciais de producéo.

Controles iniciais Meio de cultura (%)  Efluente 1 (%)  Efluente 2 (%)
1,0g xilana 100 0 0
0,59 xilana 100 0 0
Positivol (50%) 50 50 0
Positivo 2(50%) 50 0 50
Positivol (100%) 0 100 0
Positivo 2(100%) 0 0 100

Fonte: Elaborado pela autora.
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Os controles foram realizados em triplicatas, com volume final de 50 mL de meio em
erlernmeyers de 125 mL de volume, o pH inicial foi ajustado para 5,0 e foi novamente aferido
ap6s o processo de autoclavagem, empregou-se inéculo de 10” esporos/mL, e a producdo foi
incubada em agitador orbital por 7 dias a 30°C sob agitacdo constante de 100 rpm, conforme

Figura 3.

Figura 3 - Incubagdo dos controles
iniciais de producdo em agitador orbital a
30°C e 100 rpm.

Fonte: Elaborado pela autora.

4.2.6 Planejamento fatorial

Apos a realizacdo dos controles iniciais de producdo e analise dos dados obtidos
aplicou-se o planejamento fatorial, encontrando-se as varidveis da otimizacdo quanto a
concentracdo dos efluentes e periodo de incubagdo, que foram definidas em 11 tratamentos
diferentes para ambos os efluentes, conforme demonstrado na Tabela 2. Como os dados
prévios obtidos dos controles iniciais mostraram que o fungo A. niger era capaz de produzir
xilanase com consideravel atividade mesmo empregando o indutor xilana na metade da
concentracdo utilizada por Nair et al. (2008), para a realizacdo de todos 0s ensaios posteriores

ao planejamento fatorial, empregou-se a xilana na concentragéo de 0,5g.
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Tabela 2 - Composicdo dos tratamentos segundo planejamento fatorial.

Concentragéo efluente Concentragéo Periodo de incubacéo
Tratamento Valores Valores do meio de Valores reais Valores
reais (%) codificados cultura (%) (dias) codificados

1 14 -1,00 86 5 -1,00
2 14 -1,00 86 9 1,00
3 86 1,00 14 5 -1,00
4 86 1,00 14 9 1,00
5 50 0,00 50 7 0,00
6 50 0,00 50 7 0,00
7 50 0,00 50 7 0,00
8 50 0,00 50 4 -141
9 50 0,00 50 10 141
10 0 -1,41 100 7 0,00
11 100 1,41 0 7 0,00

Fonte: Elaborado pela autora.

4.2.7 Validacdo

Com a andlise dos dados obtidos por planejamento fatorial onde encontrou-se a
concentracdo dos efluentes e o periodo de produgdo que melhor favoreceram a producéo de
xilanase, realizou-se novo ensaio reproduzindo, em duplicatas, as variaveisotimas de 50% de
concentragdo para os dois efluentes em relagdo ao meio de cultura com periodo de produgéo
de 7 dias, sendo que tais condi¢Oes foram fixadas para 0s ensaios posteriores. Para a validagio
0s demais parametros de producéo foram pH 5,0; 30°C sob agitagdo constante de 100 rpm,

conforme descrito por Nair et al. (2008).
4.2.8 Recuperagao da enzima
Apos as produgdes os extratos enziméticos foram recuperados por meio de filtragem a

vacuo em papel de filtro de 0,45 pm para separa¢do da biomassa produzida. O filtrado foi

armazenado a -20°C para as posteriores andlises e a biomassa recuperada.
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4.2.9 Métodos analiticos

4.2.9.1 Determinacéo do coeficiente de extingdo molar

As determinagdes da concentragdo de proteinas e de atividade xilandsica foram
fundamentadas em solugdes-padrdo especificas. Para a determinacdo da concentragdo de
proteinas foi empregada uma solucdo de soro albumina bovino, em concentracdes que
variaram de 0,1 a 2mg/mL, e para a determinacdo da atividade xilanasica empregou-se
solucdo-padréo de xilose com concentragcdes que variam de 100 a 700pug/mL. As solucgdes
padrdo passaram pelos mesmos procedimentos dos extratos brutos, como descrito no item 3.9
e 3.10. A determinagdo do coeficiente de extingdo molar foi baseada na lei de Lambert-Beer,
onde o grafico da curva da absorbancia x concentragdo da amostra (umols/mL) foi tragado,
determinando-se o coeficiente angular. O coeficiente de extingdo molar (¢) foi determinado a
partir da seguinte equagéo: A= e.b.c, em que A= Absorbancia, = absortividade, b= caminho
Optico (1 cm) e c= concentragdo. Como b= 1, obtivemos: e= A+c, em que ¢ € dado por
umols.uL™*. em™. O valor de & encontrado na curva analitica de albumina de soro bovino foi

igual a 0,0007 e para a curva analitica de xilose igual a 0,34.

4.2.9.2 Determinacgdo da concentracao de proteinas pelo método de Bradford

Foram adicionados a tubos de ensaio, conforme orientagdo do fabricante, 50 pL das
amostras a serem dosadas e 1,5 mL do reagente de Bradford, adquirido comercialmente. Esta
mistura foi mantida por 5 minutos em temperatura ambiente e procedeu-se a leitura a 595 nm
em espectrofotdmetro, conforme Figura 4, zerando o aparelho com o branco da reagéo
constituido de 1,5 mL do reagente de Bradford e 50 puL de tampdo. As proteinas foram
quantificadas empregando-se a curva analitica de soro albumina bovino como padréo
(BRADFORD, 1976).

4.2.9.3 Determinacéo da atividade xilanasica

A atividade xilanasica foi determinada segundo método descrito por Nair et al. (2008),
utilizando como substrato a xilana, para tanto preparou-se uma solugdo de 900 pL de xilana a
1% em tampdo citrato de sodio 50mM e pH 5,3, em seguida adicionou-se a 100puL do extrato
bruto enzimético, a reagdo foi incubada a 50°C durante 5 min. Apos este periodo a reacgéo foi

parada pela adicéo de 1,0 mL de &cido 3,5-dinitrossalicilico (DNS) e fervura a 100°C durante
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5 min. O branco foi preparado conforme procedimento empregado para 0s tratamentos, exceto
pela adi¢do do extrato enzimatico que passou por processo prévio de desnaturacao.

Apos arrefecimento realizou-se leitura a 540 nm em espectrofotdmetro, conforme
ilustrado na Figura 4. A quantidade de acucares redutores liberados foram quantificados
utilizando como padrdo a xilose. A atividade enzimatica foi calculada de acordo com a

formula:

absorbancia (540 nm) x vol. ensaio
€ X tempo (min) x vol. amostra

Uma unidade de xilanase foi definida como a quantidade de enzima que libera 1pumol

de xilose por minuto conforme as condi¢Ges experimentais.

Figura 4 - Leitura em espectrofotbmetro da
concentracdo de proteinas e atividade.
Fonte: Elaborado pela autora.

4.2.10 Determinacdo de peso Umido e peso seco

Determinou-se o0 peso Umido da biomassa produzida com auxilio de balanga analitica e
0 peso seco foi mensurado da mesma maneira, apos secagem em estufa a 37°C até a obtencao
de peso constante.
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5 RESULTADOS
5.1 CONTROLES INICIAIS DE PRODUCAO

Os resultados obtidos nos controles iniciais de producéo contribuiram para a definicdo
dos valores das variaveis empregadas nos experimentos de planejamento fatorial e estdo
representados nas Tabelas 3, 4 e 5.

Na Tabela 3 estdo apresentados os resultados de produgdo resultante da variacdo da
concentragdo do indutor xilana no meio descrito por Nair et al. (2008) sem o acréscimo de
qualquer volume de efluentes. A capacidade de producédo do meio de cultura foi verificada
quanto a reducgdo de 50% da quantidade de xilana utilizada originalmente pelos autores e essa
modificagdo apresentou resultado positivo, pois se verificou que, mesmo com a reducéo do
indutor pela metade, ainda sim houve producdo de xilanase com considerdvel atividade
especifica (117,36 U/mg). Estes resultados se mostraram promissores uma vez que podem
levar diretamente a reducédo de custos de producdo e por isso todos os ensaios subsequentes
realizados no planejamento fatorial foram conduzidos empregando-se a xilana na

concentracdo de 0,5 g.

Tabela 3- Resultados obtidos com a varia¢do da xilana no meio de cultura empregado na
producdo de xilanase.

o Concentracgéo de Atividade de Atividade
Controles iniciais de ) )
3 proteinas Xilanase especifica
producéo ]
(mg/mL)* (U/min/mL)* (U/mg)*
1g xilana 0,062 4,59 74,03
0.5g xilana 0,057 6,69 117,36

*valores obtidos da média de triplicatas.
Fonte: Elaborado pela autora.

Na Tabela 4 encontram-se os resultados observados em relagéo ao efluente 1 quanto a
sua concentragdo em fungdo do seu acréscimo ao meio de cultura, enquanto na Tabela 5 estdo
representados os resultados pertinentes ao efluente 2. Pode-se observar que a produgdo
enzimética de xilanase foi satisfatoria com o emprego de ambos os efluentes até mesmo
quando somente estes foram utilizados, porém o melhor desempenho na producéo ocorreu na
concentracdo de 50% dos efluentes 1 e 2 em relagéo ao meio de cultura mesmo com 0,5g de

xilana.
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Tabela 4 - Resultados obtidos nos controles iniciais de produgdo com o efluente 1.

Concentragéo de Atividade de Atividade
Concentracéo de efluente ) ) .
%) proteinas xilanase especifica
0
(mg/mL)* (U/min/mL)* (U/mg)*
50 0,052 6,12 117,69
100 0,055 0,33 6

*valores obtidos da média de triplicatas.
Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 5- Resultados obtidos nos controles iniciais de producdo com o efluente 2.

Concentragéo de Atividade de Atividade
Concentracéo de efluente ) ]
o) proteinas xilanase especifica
0
(mg/mL)* (U/min/mL)* (U/mg)*
50 0,086 2,92 33,95
100 0,076 0,61 8,02

*valores obtidos da média de triplicatas.
Fonte: Elaborado pela autora.

5.2 PLANEJAMENTO FATORIAL
As especificacbes dos niveis das duas varidveis utilizadas no planejamento de
delineamento composto central rotacional (DCCR) dos tratamentos estdo apresentados na

Tabela 6.

Tabela 6 - Especificacdo dos niveis das variaveis usadas no planejamento.

o 2 niveis
Variaveis
-1,414214 -1 0 1 1,414214
Periodo de
) 5 0 9 10
producéo(dias)
Efluente (%) 0 14 50 86 100

Fonte: Elaborado pela autora.
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Na Tabela 7 estio representadas a analise de variancia do planejamento fatorial 22 com
pontos centrais e axiais para a producdo de xilanase pelo fungo A. niger empregando 0s

efluentes 1 e 2.

Tabela 7: Anélise de variancia (ANOVA) do planejamento fatorial.

Soma Graus de Média
Fonte de ) F teste
Resposta o Quadrados  Liberdade Quadrados
variagéo FeacFiist
(SS) (DF) (MS)
U/mL? Modelo 61,45 3 20,48 55,354,35 b
Residuo 2,59 7 0,37
Efluente 1 Total 64,04 10
U/mg° Modelo 3761,19 3 1253,73 44 463,07 d
Residuo 197,41 7 28,20
Efluente 1 Total 3958,60 10
U/mL® Modelo 42,67 3 14,22 142,204,35 f
Residuo 0,70 7 0,10
Efluente 2 Total 43,37 10
U/mg?® Modelo 176834,3 2 88417,15 20,564,46 h
Residuo 34406,7 8 4300,84
Efluente 2 Total 2112410 10

*R2 = 0,96; °F 95%.3,7; ‘R2 = 0,95; °F 90%.3,7; °R2 = 0,98; 'F 95%.3,7; °R2 = 0,84; "F 95%.2,8
Fonte: Elaborado pela autora.
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5.2.1 Efluente 1

5.2.1.1 Atividade xilanéasica

Na Tabela 8 estdo representados os resultados de concentragdo de proteinas, atividade
xilanésica e atividade especifica calculados para cada tratamento com o efluente 1 de acordo

com parametros da otimizacdo estabelecidos no planejamento fatorial.

Tabela 8 - Resultados de concentragéo de proteinas, atividade xilanasica e atividade especifica
obtidos com o emprego do efluente 1 a partir do delineamento do planejamento fatorial.

Concentragéo de o o o .
Atividade xilandsica  Atividade especifica

Tratamento proteinas
(U/min/mL) (U/mg)

(mg/mL)
1 0,127 6,07 47,7
2 0,130 4,82 37,0
3 0,150 0,36 2,4
4 0,133 1,09 8,2
5) 0,136 5,41 39,7
6 0,165 6,84 414
7 0,159 5,72 35,9
8 0,130 4,31 33,1
9 0,142 4,39 30,9
10 0,107 6,98 65,2
11 0,145 0,05 0,34

Fonte: Elaborado pela autora.

O planejamento desenvolvido para o efluente 1 referente a atividade
xilanasica(U/min/mL) apresentou R? de 0,96 (Tabela 7), sendo que a influéncia das variéveis
analisadas foi significante, pois o valor de p foi < 0,05.Quando os niveis foram inferiores para
as variaveis: concentracdo de efluente e periodo de producdo houve maior producéo de
xilanase pelo fungo A. niger, ou seja, grandes volumes de efluentes e longos periodos de
cultivos ndo favoreceram a producéo enzimética, consequentemente uma menor concentracdo
de efluente aumentou a produgdo enzimatica (Figura 7). O F-calculado foi de 55,35, ou seja,

12,72 vezes maior que F-tabelado (4,35). Na Figura 8 pode ser observado o grafico de
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superficie de resposta. A equacdo que descreve o modelo para este planejamento é: z=5,99-
0,051.x-1,04.x°-2,41.y-1,46.y*+0,49.X.y.

(2)efluente(L) _-9‘456

efluente(Q)

-4,79242

crescimento(Q) -3,41057

1Lby2L 1,376207

(1)crescimento(L) -,200428

p=.05

Efeitos estimados (Valores absolutos)

Figura 5 - Gréfico de Pareto referente a atividade
xilanasica (U/min/mL) obtida com o efluente 1.
Fonte: Elaborado pela autora.

Il > 6 U/min/mL
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| <1

(quyuiLy) BOISEUE]IX SPEPINIY

14
Sfluente (o, 5 o

Figura 6 - Grafico de superficie de resposta referente a

atividade xilanasica (U/min/mL) obtida com o efluente 1.
Fonte: Elaborado pela autora.
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5.2.1.2 Atividade especifica

O planejamento desenvolvido para o efluente 1 referente a atividade especifica (U/mg)
apresentou R? de 0,95 (Tabela 7), verificou-se significancia para as variaveis efluente e
crescimento, no nivel linear e no nivel quadratico, cujo o valor de p foi < 0,1. Quando o0s
niveis foram inferiores para as variaveis: concentracdo de efluente e periodo de produgéo,
houve maior producdo de xilanase pelo fungo A. niger, ou seja, grandes volumes de efluentes
e longos periodos de cultivo, ndo favoreceram a producdo enzimatica, consequentemente uma
menor concentracdo de efluente aumentou a producdo enzimatica (Figura 7). O F-calculado
foi de 44,46, ou seja, 14 vezes maior que F-tabelado (3,07). Na Figura 8 pode ser observado o
grafico de superficie de resposta. A equacdo que descreve o modelo para este planejamento é:
7=39,15-0,98 x-5,71.x%-20,70.y-5,40.y* + 4,10.X.y.

(2)efluente(L) - -9,30408

crescimento(Q) -2,15082
efluente(Q) -2,0362
1Lby2L 1,305799
(1)crescimento(L) -,440618

p=.1
Efeitos estimados (Valores absolutos)

Figura 7 - Grafico de Pareto referente a atividade especifica
(U/mg) obtida com o efluente 1.
Fonte: Elaborado pela autora
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Figura 8 - Grafico de superficie de resposta referente a
atividade especifica (U/mg) obtida com o efluente 1.

Fonte: Elaborado pela autora
5.2.2 Efluente 2

5.2.2.1 Atividade xilanasica

Na Tabela 9 estdo apresentados o0s resultados de concentragdo de proteinas, atividade

xilanasica e atividade especifica calculados para cada tratamento com o efluente 2 de acordo
com parametros da otimizacdo estabelecidos no planejamento fatorial.
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Tabela 9 - Resultados de concentragéo de proteinas, atividade xilanasica e atividade especifica
obtidos com o0 emprego do efluente 2 a partir do delineamento do planejamento fatorial.

Concentragéo de o o o .
Atividade xilandsica  Atividade especifica

Tratamento proteinas (UlminimL) (UImg)
(mg/mL)

1 0,036 6,71 186,3
2 0,039 5,62 1441
3 0,042 2,54 60,4
4 0,025 1,71 68,4
5 0,170 4,97 29,2
6 0,013 4,06 312,3
7 0,010 4,52 452
8 0,170 5,55 32,6
9 0,187 3,89 20,8
10 0,219 6,86 31,3
11 0,202 0,153 0,75

Fonte: Elaborado pela autora.

O planejamento referente & atividade xilansica (U/min/mL) desenvolvido para o
efluente 2 apresentou R? de 0,98 (Tabela 7), verificou-se significancia para as variaveis
efluente, no nivel linear e quadratico. Ja a varidvel periodo de producdo foi significante
apenas no nivel linear, cujo valor de p foi < 0,05. Quando os niveis foram inferiores para as
varigveis: concentracdo de efluente e periodo de producéo houve maior producéo de xilanase
pelo fungo A. niger, ou seja, grandes volumes de efluentes e longos periodos de cultivos ndo
favoreceram a producéo enzimética, consequentemente uma menor concentracdo de efluente
aumentou a producgdo enzimética (Figura 9). O F-calculado foi de 142,20, ou seja, 33 vezes
maior que F-tabelado (4,35). Na Figura 10 pode ser observado o gréfico de superficie de
resposta. A equacdo que descreve o modelo para este planejamento é: z=4,52-0,53.x+0,11.x*
2,20.y-0,50.y°+0,06.X.y.



(2)efluente(L) _-1 6,6275

(1)crescimento(L)

-4,03869

efluente(Q) -3,16818
crescimento(Q) ,7041236
1Lby2L ,3480259
p=.05

Efeitos estimados (Valores absolutos)

Figura 9 - Grafico de Pareto referente a atividade xilanasica
(U/min/mL) obtida com o efluente 2.
Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 10 - Gréfico de superficie de resposta referente a

atividade xilanasica (U/min/mL) obtida com o efluente 2.
Fonte: Elaborado pela autora.

5.2.2.2 Atividade especifica

O planejamento referente a atividade especifica (U/mg) desenvolvido para o efluente 2
apresentou R? de 0,84 (Tabela 7), sendo que a influéncia das varidveis analisadas
foisignificante, pois o valor de p foi < 0,05. Quando os niveis foram inferiores para as
variaveis: concentracdao de efluente e periodo de producdo houve maior producdo de xilanase
pelo fungo A. niger, ou seja, grandes volumes de efluentes e longos periodos de cultivo, ndo

favoreceram a producéo enzimética, consequentemente uma menor concentracdo de efluente
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aumentou a producdo enzimatica (Figura 11). O F-calculado foi de 20,56, ou seja, 5 vezes

maior que F-tabelado (4,46). Na Figura 12 pode ser observado o grafico de superficie de

resposta. A equacdo que descreve o modelo para este planejamento é: z=346,26-6,18.x-
136,62.x°-30,55.y-141,97 .y*+12,61.X. y.

efluente(Q) -4,0504

crescimento(Q)

-3,89805

(2)efluente(L)

1Lby2L

(1)crescimento(L) -,210466

p=,05
Efeitos estimados (Valores Absolutos)

Figura 11 - Gréfico de Pareto referente a atividade
especifica (U/mg) obtida com o efluente 2.
Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 12 - Grafico de superficie de resposta referente a
atividade especifica (U/mg) obtida com o efluente 2.
Fonte: Elaborado pela autora.
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De acordo com os resultados obtidos nos ensaios de planejamento fatorial observou-se
que as producdes de xilanase com maior atividade especifica, utilizando os dois efluentes,
ocorreram nas faixas de 25-50% destes em relagdo ao meio descrito por Nair et al. (2008) com
modificacdes da concentracdo de xilana (0,5g), entre 5 a 10 dias de periodo de produgo.
Diante desse intervalo 6timo de produgdo os pontos centrais do planejamento, 50% da
concentracdo de efluentese 7 dias de periodo de produgdo, foram escolhidos para a validacéo

das varigveisde producao.

5.3 VALIDACAO

As condicdes Otimas obtidas através do planejamento fatorial foram fixadas como
pardmetro de producdo somente apés a validacdo, evidenciando a eficicia do emprego de
determinada concentracdo dos efluente e periodo de producdo. Na Tabela 10 estéo
apresentados os resultados da produgdo enzimatica referente a esta etapa onde utilizou-se 50%
de concentracdo do efluente e periodo de incubacio de 7 dias, tanto para o efluente 1 quanto
para o efluente 2 e os valores preditos.

Nota-se que os valores observados na validagdo mostraram-se proximos ou maiores do
que os valores preditos encontrados pelas equacdes que descrevem o modelo do planejamento

fatorial.

Tabela 10 - Atividade xilanasica e atividade especifica dos efluentes 1 e 2 referente a
validacdo com pardmetros fixados pelo planejamento fatorial

Efluente Atividade xilanasica (U/min/mL)* Atividade especifica (U/mg)*
Valores preditos Valores encontrados Valores preditos Valores encontrados
1 5,99 6,28 39,15 38,65
2 4,52 4,29 346,26 382,15

*valores obtidos da média de duplicatas.
Fonte: Elaborada pela autora.

5.4 DETERMINACAO DE PESO UMIDO E PESO SECO

O processo de fermentagdo liquida submersa empregada no cultivo enziméatico de
xilanase gerou biomassa flingica e esta foi analisada quanto ao peso Umido e seco tanto nos
ensaios de controles iniciais de produgdo como nos tratamentos do planejamento fatorial,

como demonstrado nas Tabelas 11, 12 e 13.



Tabela 11: Peso umido e seco da biomassa obtida dos controles iniciais de producdo.
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Controle inicial Peso Umido Peso seco
de produgéo (9)* (9)*
1,0g xilana 0,2 0,04
0,5g xilana 0,2 0,05
50% efluente 1 0,4 0,03
100% efluente 1 0,4 0,02
50% efluente 2 1 0,03
100% efluente 2 0,2 0,03

*valores obtidos da média de triplicata.
Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 12: Peso Umido e seco da hiomassa obtida dos tratamentos realizados com efluente 1.

Biomassa Umida

Biomassa seca

Tratamentos

(9) (9)

1 0,6 0,1
2 0,08 0,03
3 0,3 0,06
4 0,1 0,07
5 0,9 0,08
6 0,3 0,07
7 0,9 0,09
8 0,7 0,09
9 0,3 0,06
10 0,4 0,1
11 04 0,07

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 13: Peso Umido e seco da hiomassa obtida dos tratamentos realizados com efluente 2.

Biomassa umida Biomassa seca
Tratamento

(9) (9)
1 0,5 0,09
2 1,09 0,05
3 0,7 0,05
4 0,8 0,07
5 0,3 0,07
6 0,4 0,08
7 0,5 0,08
8 0,5 0,08
9 1,2 0,08
10 0,6 01
11 0,3 0,08

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 14: Peso umido e seco da biomassa obtida na validac&o.

) Peso mido* Peso seco*
Validagéo
(9) (9)
Efluente 1 0,7 0,08
Efluente 2 0,5 0,08

*valores obtidos da média de duplicatas
Fonte: Elaborado pela autora
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6 DISCUSSAO

Para analisar a otimizac&o da producgdo de xilanase neste estudo, ap6s a quantificacéo
da concentracdo de proteinas, determinacdo da atividade xilanasica e calculos de atividade
especifica, utilizou-se o planejamento fatorial. Esta ferramenta permite estudar a interacdo de
varigveis independentes e continuas no processo de producdo enzimatica (ROBRIGUES e
LEMMA, 2009). Bhanuet al. (2008) utilizaram o planejamento fatorial para avaliar o efeito
do pH, extrato de levedura e mistura de fontes de carbono na producdo de conidios por M.
anisopliae. Patelet al. (2007) utilizaram um planejamento do tipo Plackett—Burman com oito
varigveis para a producéo de quitinase por Paenibacillus sabina JD2, permitindo a selecéo
prévia das varidveis relevantes. Saxena e Singh (2014) empregaram o planejamento do tipo
Placket-Burman com 10 varidveis para a producdo multienzimética de amilase e protease por
Bacillusmegaterium, permitindo a selecdo prévia de condigBes ideais. Albuquerque de
Carvalho et al. (2015) utilizaram o planejamento fatorial para avaliar e investigar os efeitos
linear, quadrético e de interacdo entre as varidveis: composi¢cdo do meio de cultura,
arejamento e agitacéo para otimizacdo da producdo de celulase por Peniciliumfuniculosum.

Visto que a ferramenta de planejamento fatorial vem sendo utilizada com eficiéncia,
neste trabalho utilizou-se um planejamento de ordem2? com pontos externos e repetigdes de
pontos centrais para as varidveis independentes: concentragdo de efluentes (acido ou alcalino)
adicionados ao meio de cultura e periodo de produgdo, as quais mostraram efeito mais
significante na producdo de xilanase, na presenca dos dois tipos de efluentes quando os
mesmos foram empregados a 50% e quando a producéo foi realizada por 7 dias.

A adicdo dos efluentes favoreceu a produgdo enzimética adicionando 25mL (50%) do
efluente ao meio de cultivo, o que j& permite a redugéo de gastos com &gua em 50% tornando-
se uma alternativa a utilizacdo de agua doce nesse setor contribuindo de maneira sustentavel
para a sua conservacdo e preservacdo tendo em vista que esse € um bem cada vez mais
escasso (MOLDES et al., 2013; GARCIA et al., 2015).

O emprego de efluentes em bioprocessos contribui para a reducdo do descarte de
aguas residuais no ambiente levando a redugdo do acimulo de compostos tdxicos. Além
disso, a utilizacdo enzimética no biobranqueamento substitui parcialmente o tratamento da
polpa kraft com cloro e a enzima obtida neste estudo poderéa futuramente ser empregada neste
mesmo processo (BAJPAI, 2004; ADESINA e ONILUDE, 2013)

De acordo com Nair et al. (2008) a utilizacdo pura de xilana para inducdo da xilanase

aumenta os niveis de producéo enzimatica, e esse padrdo é visto com o uso de varios micro-
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organismos empregados para este fim, consequentemente os resultados obtidos pelo seu
trabalho de producdo de xilanase por fermentacdo submersa com diferentes linhagens de
Aspergillus sp. e empregando uma concentracéo de 1,0 g de xilana, mostrou relativa atividade
xilanésica, enquanto que no presente trabalho mesmo com a redugdo da concentragdo de
xilana a metade (0,5g), visando a diminuigdo de custos, priorizada pelos setores industriais,
apresentou atividade especifica de 117,36 U/mg quando o meio de cultura se apresentava sem
adicdo de qualquer residuo industrial. Além disso, notou-se bons resultados mesmo quando
somente os efluentes foram empregados. A produgdo xilandsica com a reducdo em 50% do
valor descrito por Nair et al. (2008) para o indutor xilana, caracteriza-se um resultado
promissor em ensaios de produgdo, pois significa redugdo proporcional de custos em
producdes enzimdticas industriais em larga escala.

Bakriet al. (2008) também empregou em seu estudo residuos agroindustriais para
producdo de xilanase e a similaridade com o presente estudo é o fato de que o emprego de
grande concentracdo dos residuos lignocelulésicos resultou em diminui¢do na producdo de
xilanase.

Khonzueet al. (2011) otimizou a produgéo de xilanase empregando outra linhagem de
A. niger, o objetivo era encontrar um meio complexo com combinagdes que permitissem uma
melhor resposta de producéo, ap6s o emprego da metodologia de superficie de resposta a
melhor producéo observada apresentou atividade xilanasica de 89,5 U/min/mL em 7 dias. O
ensaio realizado neste estudo constitui-se de meio de cultivo menos complexo com o
acréscimo de efluentes e ainda assim houve eficiéncia na inducdo de xilanase o que
caracteriza dado interessante para o setor industrial que necessita diminuir a quantidade de
residuos descartados no ambiente.

Guimaraes et al. (2013) também realizou producdo de xilanase empregando como
residuo farelo de trigo em cultura submersa, sabe-se que este é um residuo muito utilizado e
bem caracterizado na literatura para tal producdo. Segundo os autores, 0 estudo apresentou
bons resultados de produgéo, com atividade especifica igual a 11 U/mg. Porém, neste trabalho
de pesquisa, mesmo empregando-se efluentes ndo caracterizados, obteve-se resultados
significantes quanto a atividade especifica da xilanase obtida utilizando ambos os efluentes,
por exemplo, na etapa de validacdo obtendo-se uma média de atividade especifica igual a
38,65 U/mg para o efluente 1, e para efluente 2 a média de atividade especifica igual a 382,15
U/mg. Verificou-se que o fungo A. niger é um bom produtor de xilanase extracelular a partir
de diferentes fontes de carbono, mesmo quando essa fonte é proveniente de subprodutos.

Estudos futuros utilizando subprodutos para a producéo enzimética sdo necessarios, pois estes
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podem levar a descoberta da aplicabilidade de diversos residuos e/ou efluentes como
substratos de inducdo (OKAFOR et al., 2007).

O DCCR é uma ferramenta de delineamento que demanda poucos ensaios para ser
realizado e que gera otimizacdo do sistema em que é empregado a partir do rastreio do ponto
de resposta Otima, nessa etapa de estudo utilizou-se duas varidveis de fermentacédo:
concentragdo dos efluentes e periodo de producdo (MATEUS et al., 2001; SCHEUFELE et
al., 2009). O DCCR realizado para cada um dos tipos de efluentes (Tabela 2) foi
estatisticamente vélido, pois o F-calculado foi maior que o F-tabelado. Os valores de R2
obtidos no DCCR, onde R? é o coeficiente de explicagio que fornece uma média da proporgdo
da variacdo em relagdo & variagdo total das respostas, foram proximos a 1 (RODRIGUES e
LEMMA, 2009). Desta forma foi possivel obter os graficos de superficie de resposta bem
como as equagdes que descrevem o modelo para cada tratamento realizado. Para a producéo
enzimética com adicéo do efluente 1 ou 2 ambas as varidveis foram significantes. Porém, o
efeito negativo é mais evidente quando se adiciona um grande volume de efluente ao meio de
cultivo, e quando o mesmo é mantido por um longo periodo de cultivo. Lakshmiet al. (2009)
mostra em seus estudos que o fator tempo de incubagdo possui 0 maior impacto sobre a
producéo de xilanase, e que temperatura de incubagéo e pH séo fatores que interagem entre si.

A capacidade de producdo de biomassa pelo micro-organismo empregado no processo
fermentativo pode estar associada com uma maior eficiéncia deste (PELLIZER et al., 2007).
Neste estudo observou-se essa correlagdo, pois os maiores pesos foram obtidos tanto em
relagdo aos controles quanto aos tratamentos onde obteve-se maiores atividades especificas.

A maior producdo de xilanase utilizando o efluente 1 e o efluente 2 ocorreram nas
faixas: adicdo de efluente de 25-50% e periodo de producéo entre 5 a 10 dias, com valores
6timos nos pontos centrais do planejamento, 50% de concentracdo dos efluentes e 7 dias de
periodo de producdo. Fica claro que a adi¢do dos efluentes favorece a producdo enzimética
pelo fungo A. niger, e que este tem um bom crescimento, o que Ihe permite uma boa produgéo
enzimética. Esta flexibilidade nas faixas para a producdo da xilanase é importante. Visto que
no setor industrial os processos séo diferentes e existe a necessidade de adaptagdo ao utilizar
enzimas no processo, de acordo com a realidade a qual ela sera utilizada ou produzida. O
planejamento ainda permite um melhoramento da producéo enzimética utilizando as equacdes

obtidas.
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7 CONCLUSAO

Concluiu-se que a adi¢do de ambos efluentes permitiu a producdo enzimatica de xilanase
por A.niger mesmo com a redugdo da concentracdo de xilana pela metade (0,5g), entretanto
grande volume de efluentes adicionados ao meio de cultivo e longos periodos de incubacédo
ndo favorecem a producdo. Ambos efluentes, &cido e alcalino, sdo capazes de induzir a
producdo de xilanase quando empregados, apesar de apresentarem eficiéncia diferente,
destacando-se o efluente alcalino (2)que mostrou ser capaz de induzir xilanase com maior

atividade especifica.
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