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RESUMO GERAL

O presente estudo teve como objetivo produzir e caracterizar enzimas xilanoliticas e
xilo-oligossacarideos (XOs) obtidos a partir de substratos agroindustriais. Para tal, a tese foi
dividida em cinco artigos. No primeiro artigo, trés cepas de Aureobasidium pullulans foram
avaliadas quanto a producao conjunta de xilanase, f-xilosidase ¢ XOs em cultivo submerso,
utilizando xilana de madeira de faia como substrato. Além disso, o uso de substratos
agroindustriais com e sem pré-tratamento alcalino foi avaliado na producdo de xilanase. A
maior producdo de xilanase foi alcangada pela cepa A. pullulans CCT 1261 (74,9 U/mL),
apresentando também baixa secrecao de B-xilosidase (0,10 U/mL), além de XOs (1,68 mg/mL)
formados majoritariamente por xilobiose e xilotriose. O farelo de arroz nao tratado apresentou
alta quantidade de hemicelulose (29,6%) e baixo teor de lignina (12,2%), o que resultou em alta
producdo de xilanase (11,7 U/mL) quando utilizado como substrato. No segundo artigo, foi
realizada através de uma sequéncia de planejamento a maximizagdo da producdo de xilanase
por A. pullulans CCT 1261 utilizando farelo de arroz como substrato. A maxima producgdo da
enzima (82,2 U/mL) foi alcangcada com 3,6 g/L de (NH4)2SO4, 1,5 g/L de extrato de levedura e
61,9 g/L de farelo de arroz em pH 7,0 e 28 °C. O terceiro artigo compreendeu a caracterizagao
da enzima xilanase de 4. pullulans CCT 1261 na forma bruta e purificada por precipitagdo
fracionada com (NH4)2S0O4 (0-30%/30-60%), bem como sua aplica¢do na hidrolise da xilana de
faia para produgdo de XOs. A precipitacdo permitiu a purificagdo da xilanase em 6,8 vezes e
recuperagdo enzimatica de 69,4%. As xilanases bruta e purificada apresentaram temperatura e
pH o6timos de 50 °C e 4,5, respectivamente, ¢ maior estabilidade a 40 °C dentro da faixa
avaliada. Ainda, a enzima bruta apresentou menor valor da constante de Michaelis-Menten
(25 mg/mL) para substrato xilana de faia quando comparado a enzima purificada (50 mg/mL).
Os teores de XOs totais (7,7 mg/mL e 7,9 mg/mL) e as conversdes de xilana em XOs (25,7% e
26,5%) nao apresentaram diferenga significativa (p>0,05) pela aplicacdo das enzimas bruta e
purificada na hidrélise enzimadtica. Ainda, os hidrolisados foram compostos por xilobiose
(50,9% e 53,8%), xilotriose (30,9% e 32,8%) e XOs de maior grau de polimerizagdo (GP) (4,3%
e 3,7%). No quarto artigo, foi estudada a maximiza¢ao da produ¢ao de XOs pela variacao das
condig¢odes de hidrdlise de xilana de faia utilizando o extrato bruto de xilanase de 4. pullulans
CCT 1261. Altas concentracdes de XOs totais (10,1 mg/mL) e de XOs de baixo GP
(9,7 mg/mL), além de alto percentual de XOs (99,1%) no hidrolisado, foram obtidas a 6% (m/v)
de xilana de faia, 260 U/g de xilanase bruta, pH 6,0, 180 rpm (agitagao orbital), 40 °C em 24 h.
No quinto artigo, os XOs obtidos por hidrdlise enzimatica de xilana de faia (XFH) e de casca
de arroz (XAH) foram caracterizados em termos de teor e composicdo de XOs, enquanto que
XFH, XAH e XOs obtidos em cultivo submerso contendo xilana de faia (XFB) foram
caracterizados quanto a atividade antioxidante e atividade antibacteriana contra Escherichia
coli, Pseudomonas fluorescens e Lactobacillus fructivorans. Os maiores teores de XOs foram
observados em XFH (10,3 mg/mL) e XAH (2,0 mg/mL), os quais apresentaram maior contetido
de xilobiose e xilotriose em relacdo ao XFB. A maior atividade antioxidante foi observada por
XFB, seguido de XAH e XFH. Os hidrolisados ndo apresentaram atividade antibacteriana
contra as cepas testadas, sendo necessario estudos futuros frente a outras cepas bacterianas.

Palavras-chave: Biomassa lignoceluldsica. Cultivo microbiano. Hidrolise enzimatica.
Xilanases. Xilo-oligomeros. Atividade antioxidante.
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GENERAL ABSTRACT

PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF XYLANOLYTIC ENZYMES AND
XYLOOLIGOSACCHARIDES OBTAINED BY AGRICULTURAL SUBSTRATES

The aim of this study was to produce and characterize xylanolytic enzymes and xylooligosaccharides
(XOs) obtained by agricultural substrates. To achieve this goal, the thesis was divided into five articles. In
the first article, the production of xylanolytic enzymes and XOs by three Aureobasidium pullulans strains
was evaluated during submerged cultivation, as well as the use of untreated and alkali pretreated
agricultural substrates for xylanase production. The CCT 1261 strain showed the highest xylanase activity
(74.9 U/mL), low B-xylosidase production (0.10 U/mL) and XOs (1.68 mg/mL) comprised by xylobiose
and xylotriose. Untreated rice bran showed the highest amount of hemicellulose (29.6%) and a low lignin
content (12.2%), which implied in high xylanase activity (11.7 U/mL) when used as substrate. In the
second article, the xylanase production by 4. pullulans CCT 1261 was maximized using rice bran as xylan
source. Maximum xylanase production (82.2 U/mL) was obtained using 3.6 g/L of (NH4)2SOs4, 1.5 g/L of
yeast extract and 61.9 g/L of rice bran at initial pH 7.0 and 28 °C. The third article comprised the
characterization of the crude and purified xylanase of A. pullulans CCT 1261, and its application in the
hydrolysis of beechwood xylan to produce XOs. The fractional precipitation with (NH4)SO4
(0-30%/30-60%) allowed the xylanase purification in 6.8-fold, enzymatic recovery of 69.4% and decrease
in the activity of other enzymes (B-xylosidase, a-L-arabinofuranosidases, p-glucosidases and total
cellulases) present in the original extract. Crude and purified xylanase showed optimum temperature and
pH of 50 °C and 4.5, respectively, and higher stability at 40 °C within the evaluated range. Crude xylanase
showed a lower Michaelis-Menten constant (25 mg/mL) for beechwood xylan in comparison to the
purified enzyme (50 mg/mL). The total XOs levels (7.7 mg/mL and 7.9 mg/mL) and the conversions of
xylan to XOs (25.7% and 26.5%) not showed significant difference (p>0.05) by the application of crude
and purified extracts in the enzymatic hydrolysis. Besides that, the hydrolysates were composed by
xylobiose (50.9% and 53.8%), xylotriose (30.9% and 32.8%) and XOs with a higher degree of
polymerization (DP) (4.3% and 3.7%). In the fourth article, the XOs production was maximized by
studying the hydrolysis conditions of beechwood xylan using a crude xylanase extract of A. pullulans CCT
1261. The high concentrations of total XOs (10.1 mg/mL) and XOs with low DP (9.7 mg/mL), as well as
the high percentage of XOs (99.1%) in the hydrolysate, were obtained at 6% (w/v) beechwood xylan,
260 U/g of crude xylanase, pH 6.0, 180 rpm (orbital shaking), 40 ° C and 24 h. In the fifth article, the XOs
obtained by enzymatic hydrolysis of beechwood xylan (BXH) and of rice husk xylan (RXH) were
characterized in terms of XOs content and composition; BXH, RXH and XOs obtained in submerged
cultivation containing beechwood xylan (BXB) where evaluated for antioxidant activity and antibacterial
activity against the Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens and Lactobacillus fructivorans strains. The
highest contents of XOs were observed for BXH (10.3 mg/mL) and RXH (2.0 mg/mL), which were
comprised mainly of xylobiose and xylotriose in opposition to BXB. The highest antioxidant activity was
observed by BXB, followed by RXH and BXH. The hydrolysates did not exhibit antibacterial activity
against the three strains evaluated, however, future should be carried out with other bacterial species.

Keywords: Lignocellulosic biomass. Microbial cultivation. Enzymatic hydrolysis. Xylanases.
Xylooligomers. Antioxidant activity.
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1 INTRODUCAO GERAL

A biomassa lignoceluldsica ¢ a matéria-prima renovavel mais abundante e disponivel na
natureza (BHOWMICK; SARMAH; SEN, 2018; JONSSON; MARTIN, 2016), sendo composta
principalmente por celulose (30-50%), hemicelulose (20-30%) e lignina (10-25%) fortemente associadas
entre si (ISIKGOR; BECER, 2015; KUMAR; SHARMA, 2017). Anualmente, quantidades consideraveis
desta biomassa sao descartadas na natureza ou eliminadas por queima (SARKAR et al., 2012; TAHA et
al., 2016), causando impacto ambiental. No entanto, substratos lignocelulosicos podem ser utilizados de
modo mais racional na obtengdo de biocombustiveis (ALTHURI; GUJJALA; BANERJEE, 2017), filmes
biodegradaveis (PEREIRA et al., 2017), fibras (OLIVEIRA et al., 2017), acucares fermentesciveis
(ABAIDE et al., 2019a), prebidticos (AMORIM; SILVERIO; RODRIGUES, 2019), compostos
quimicos (VARANASI et al., 2013) e enzimas fibroliticas (SALOMAO et al., 2019).

Substratos agroindustriais como bagago de cana, sabugo de milho, palha, casca e farelo de
cereais, possuem a fragdo hemiceluldsica composta principalmente por xilana, heteropolissacarideo
formando por monomeros de xilose unidos por ligacdes glicosidicas -1,4, além de ramificagdes contendo
arabinose, galactose, manose, glicose e dcidos urdnicos. A complexidade estrutural da xilana requer que
enzimas com distintas especificidades € modos de agao atuem na sua desconstrugdo (GOWDHAMAN;
PONNUSAMLI, 2015; GULLON et al., 2010). Dentre as enzimas xilanoliticas atuantes na cadeia da
xilana, duas merecem destaque: a endo-1,4-B-xilanase (CE 3.2.1.8) e a B-xilosidase (CE 3.2.1.37). As
xilanases estdo envolvidas na quebra das ligacdes -1,4 e liberagdo de xilo-oligossacarideos (XOs) e
eventual xilose, enquanto as B-xilosidases atuam na extremidade ndo redutora da xilobiose ou de outros
XOs, resultando em xilose (BIELY; SINGH; PUCHART, 2016; SHALLOM; SHOHAM, 2003).

As xilanases t€m sido extensivamente estudadas devido as suas aplicagdes promissoras na
industria de papel e celulose (ADHYARU et al., 2017), ragdo animal (GHAYOUR-NAJAFABADI et
al., 2018), téxtil (ATY et al., 2018) e biocombustiveis (ASTOLFI et al., 2019). Na industria de alimentos,
as xilanases sdo importantes no melhoramento de processos e de caracteristicas tecnologicas e/ou
nutricionais, sendo aplicadas na extracdo e clarificacao de suco de frutas (SHAHRESTANI et al., 2016),
na elaboracdo de paes e biscoitos (LI et al., 2013; PASSARINHO et al., 2019), na extracdo de 6leo
(MARASABESSY etal., 2011) e na despolimerizagao de biomassa rica em xilana para produgio de XOs
(ANTOV; PORDEVIC, 2017; MAZLAN et al., 2019).

As xilanases sdo produzidas principalmente por fungos filamentosos (MARTINS et al.,
2018) e bactérias (KALLEL et al., 2016), os quais secretam concomitantemente celulases (ANG et al.,
2013) e B-xilosidases (TERRASAN et al., 2013) no meio extracelular, fato este inconveniente para

algumas aplicagOes industriais (por exemplo, no branqueamento de papel e na obtengao de oligbmeros,
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respectivamente). Por outro lado, diversas leveduras sdo capazes de secretar xilanases livres de celulases
(BANKEEREE et al., 2016) ¢ baixas quantidades de B-xilosidases (GAUTERIO et al., 2018; OTERO et
al., 2015), tomando-as promissoras para aplicagdo na producdo de XOs. A levedura Aureobasidium
pullulans tem sido reconhecida como potencial produtora de xilanases (MANITCHOTPISIT et al., 2009;
YEGIN etal., 2017) com baixa atividade de -xilosidase (CHRISTOV etal., 1997), até quando substratos
agroindustriais sdo utilizados no meio de cultivo (BANKEEREE et al., 2016; YEGIN, 2016; YEGIN et
al., 2017) em substituigao a xilana comercial.

Os XOs sdo oligomeros nao digeriveis formados por unidades de xilose conectadas por
ligacdes B-1,4 (FREITAS; CARMONA; BRIENZO, 2019). A estrutura dos XOs pode apresentar entre 2
a 10 mondmeros de xilose (IUPAC, 1982), bem como grupamentos laterais ligados a cadeia principal, os
quais sdo responsaveis pela existéncia de oligdbmeros ramificados (AACHARY; PRAPULLA, 2011). A
principal propriedade dos XOs estd relacionada ao seu efeito prebidtico e consequente promogao do
crescimento de bactérias benéficas ao intestino humano (CHAPLA; PANDIT; SHAH, 2012), podendo
ser aplicados na formulagdo de adogantes de baixa caloria (XIAO et al., 2013) e em alimentos com
alegacdo funcional (BRASIL, 1999; ESFA, 2018). Os XOs sdo atdxicos e nao carcinogénicos (SINGH;
BANERJEE; ARORA, 2015), e em baixas doses diarias (1,4 a 2,8 g/d) (FINEGOLD et al., 2014) sao
capazes de desempenhar atividades biologicas como melhorias no metabolismo lipidico (GUERREIRO;
OLIVA-TELES; ENES, 2015), estimulacdo a resposta imune (SUN et al., 2013), acdo antioxidante
(ZHOU et al., 2018), anti-inflamatoria (HANSEN et al., 2013) e antimicrobiana (YU et al., 2015).

Diferentes processos de obtengdo de XOs podem resultar em oligdmeros com distintas
estruturas e graus de polimerizacdo (GP) (AMORIM et al., 2018; SINGH et al., 2018), refletindo
diretamente em suas propriedades bioldgicas (SINGH; BANERJEE; ARORA, 2015). A auto-hidrolise
(SUREK; BUYUKKILECI, 2017), a hidrélise quimica (AKPINAR; ERDOGAN; BOSTANCI, 2009),
a hidrolise enzimatica (GUIDO; SILVEIRA; KALIL, 2019), o cultivo microbiano (AMORIM,;
SILVERIO; RODRIGUES, 2019), ou a combinagdo destas, sdo algumas das estratégias aplicadas na
produgao de XOs. Dentre estas, a hidrolise enzimatica se destaca devido a especificidade das enzimas, nao
formacao de produtos secundarios toxicos e/ou indesejaveis, operagao em condigdes brandas de reacdo e
baixa liberagao de monossacarideos (AACHARY; PRAPULLA, 2011; CHAPLA; PANDIT; SHAH,
2012). Diversos substratos agroindustriais t€m sido explorados como fonte de xilana para a producgo de
XOs (ANTOV; DPORPEVIC, 2017; KALLEL et al., 2015a; LIU et al., 2018; MAZLAN et al., 2019), o
que além de reduzir os custos de processo, explora o aspecto unico destes oligdmeros em serem obtidos a
partir da biomassa lignoceluldsica (MONIZ et al., 2016).

A produgdo de XOs por hidrélise enzimatica requer a extragao da xilana contida na porgao

hemicelulésica da biomassa vegetal (JONSSON; MARTIN, 2016), o que acrescenta mais uma etapa ao
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processo e encarece os custos de produgdo. Por outro lado, o uso da biomassa lignoceluldsica por micro-
organismos tém demostrado notdvel potencial para producdo de XOs, principalmente devido a
simplicidade do processo (AMORIM et al., 2019a). Poucos sdo os relatos na literatura que exploram a
producdo de XOs em cultivos microbianos, onde a obtengdo conjunta de oligdmeros e enzimas
xilanoliticas no meio fermentado (GAU"HERIO et al., 2018; MENEZES; ROSSI; AYUB, 2017;
PEREIRA et al., 2018), ou a otimizacao das condigdes de cultivo para a recuperagdo de XOs propriamente
dita (AMORIM; SILVERIO; RODRIGUES, 2019), sdo mencionadas.

Com base no exposto, a presente tese visa preencher algumas lacunas na literatura frente a
produgao de enzimas xilanoliticas por leveduras utilizando substratos agroindustriais como fonte de xilana.
A aplicacgdo adequada das xilanases na obtengao de XOs por hidrolise enzimatica requer o conhecimento
das suas propriedades bioquimicas e termoestabilidade, as quais também sdo exploradas neste trabalho. A
tese também aborda a obtencdo de XOs por diferentes estratégias e como estas podem impactar as
propriedades estruturais (composi¢do e GP) e biologicas dos oligdmeros, em especial na atividade

antioxidante e antimicrobiana.
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2  OBJETIVOS
2.1 OBIJETIVO GERAL

Produzir enzimas xilanoliticas e xilo-oligossacarideos (XOs) a partir de substratos

agroindustriais, e caracteriza-los a fim de conhecer suas propriedades para futuras aplicagdes.

2.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a produgdo conjunta de enzimas xilanoliticas e XOs, por trés cepas de A. pullulans
— CCT 7521, CCT 4154 ¢ CCT 1261 —, em cultivo submerso utilizando xilana de madeira
de faia como substrato;

e Avaliar a influéncia de pré-tratamento de substratos agroindustriais na producdo de
xilanases por A. pullulans;

e Maximizar a produgdo de xilanases por 4. pullulans em cultivo submerso utilizando
substrato agroindustrial como fonte de xilana;

e Purificar xilanases por precipitagdo fracionada com (NH4)2SO4 e caracterizar a enzima
bruta e purificada quanto as suas propriedades bioquimicas e termoestabilidade;

e Avaliar a aplicagdo de xilanase de A. pullulans, na sua forma bruta e purificada, na
producao de XOs a partir de xilana de madeira de faia;

e Maximizar a produ¢do de XOs em meio reacional contendo xilanase bruta de 4. pullulans
e xilana de madeira de faia;

e Caracterizar os hidrolisados contendo XOs — em termos de teor e composi¢do de XOs,

atividades antioxidante e antibacteriana — obtidos por diferentes estratégias de producao.



33



34

CAPITULO 11
REVISAO DA LITERATURA
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

3.1.1 Consideracgodes gerais

O termo genérico “lignocelulose” ¢ utilizado para descrever a biomassa oriunda de
plantas, a qual é considerada a matéria-prima renovavel mais abundante e amplamente
distribuida na natureza que abrange os materiais oriundos da agroindustria, culturas energéticas
(cultivadas para produgao de biocombustiveis, tais como capim-elefante), residuos urbanos e
florestais (JONSSON; MARTIN, 2016). A biomassa lignoceluldsica é composta por trés
polimeros associados entre si através de ligagdes covalentes ou ndo covalentes — celulose (30-
50%), hemicelulose (20-30%) e lignina (10-25%) —, e em menor quantidade por pectina,
proteinas, lipidios, cinzas e sais minerais (MAMMAN et al., 2008; SUN et al., 2016), conforme

exemplifica a Figura 1.

Figura 1 — Representacao da estrutura da biomassa lignocelulésica.

Biomassa vegetal

Celula vegetal
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Fonte: Adaptado de Isikgor e Becer (2015).

A celulose consiste num polissacarideo linear composto por monomeros de glicose
unidos por ligagdes glicosidicas B-1,4 com grau de polimerizagdo (GP) variando entre centenas
a mais de dez mil unidades, conforme a origem da biomassa (KLEMM et al., 2005). Cada

unidade monomeérica contém trés carbonos ligados a grupos hidroxilicos (OH), os quais sdo
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responsaveis por estabelecer ligacdes de hidrogénio intermoleculares (intra e intercadeias de
celulose), formando agregados de cadeias paralelas chamados de microfibrilas. Estes
agregados, por sua vez, resultam em regides desordenadas (amorfas) e ordenadas (cristalinas),
esta ultima responsavel pela rigidez e carater recalcitrante da celulose (HORN et al., 2012;
TRACHE et al., 2016).

A hemicelulose possui menor GP em relacdo a celulose (entre 80 e 200 unidades)
(PENG; SHE, 2014) e ¢ composta por pentoses (D-xilose, L-arabinose), hexoses (D-manose,
D-glicose, D-galactose) e acidos urdnicos (4-O-metil-D-glicuronico, D-glicurdnico e¢ D-
galacturonico). Em menor quantidade, outros agucares como L-ramnose e L-fucose também
compdem a estrutura da hemicelulose, enquanto os grupos hidroxilicos podem ser parcialmente
substituidos por grupos acetila (GIRIO et al., 2010). A hemicelulose se encontra ligada com
outros componentes da parede celular através de ligacdes covalentes, ligacdes de hidrogénio e
por interagdes idnicas e hidrofobicas (PENG et al., 2012; SUN et al., 2000).

As hemiceluloses mais relevantes sdo as xilanas e as glicomananas (GIRIO et al.,
2010). A xilana constitui cerca de 20 a 30% da biomassa de madeira dura e de plantas herbéceas,
e em alguns tecidos de cereais e gramineas, o seu teor pode representar até 50%. As xilanas
estdo disponiveis em grandes quantidades em madeira dura, residuos florestais, urbanos e da
agricultura, enquanto as glicomananas sdo os principais componentes da madeira mole (GIRIO
et al., 2010). A cadeia principal da xilana ¢ semelhante a da celulose, porém ao invés de
D-glicose ¢ composta basicamente por unidades de D-xilose unidas por ligagdes B-1,4. Com
base nos grupamentos laterais ligados a cadeia principal, as xilanas sdo classificadas como
arabinoxilanas, glicuroxilanas e glicuronoarabinoxilanas. Em geral, as glicuroxilanas e as
glicuronoarabinoxilanas estdo presentes em madeiras duras e materiais ndo lenhosos,
respectivamente, enquanto as arabinoxilanas compdem a parede celular de gramineas.
Homopolimeros de xilose, conhecidos como homoxilanas, somente ocorrem em algas marinhas
(GIRIO et al., 2010; PENG; SHE, 2014; ZABED et al., 2016).

A lignina, um dos mais recalcitrantes para biodegradacdo dentre os polimeros
naturais, compreende cerca de 15% de toda biomassa terrestre. Estruturalmente, a lignina ¢ um
polimero hidrofébico, amorfo e heterogéneo, formado pela polimerizagdo de trés componentes
fendlicos (alcool coniferilico, alcool sinapilico e 4lcool cumarico) em unidades de hidroxifenil,
guaiacil e siringil. Estas unidades, por sua vez, estdo conectadas por ligacdes cruzadas incluindo
B-O-4, a-O-4 e B—P. A lignina confere rigidez estrutural a planta, impermeabilidade e protecado
contra o ataque de patogenos, estresse oxidativo e degradacdo enzimadtica de polissacarideos

estruturais (MA et al., 2016; VANHOLME et al., 2010).
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A composicdo da biomassa lignoceluldsica depende tanto da sua origem (madeira
dura, madeira mole, graminea, substrato agroindustrial) quanto dos componentes individuais
de um mesmo organismo (caule, galhos, raizes, cascas, semente) (ANWAR; GULFRAZ;

IRSHAD, 2014; PENG et al., 2012), conforme mostra a Tabela 1.

Tabela 1 — Composic¢do quimica de biomassas lignoceluldsicas.

Composiciao (%) Referéncia
Fonte Celulose Hemicelulose Lignina
Bagaco de cana 35,2 24,5 22,2 REZENDE et al. (2011)
Sabugo de milho 43,5 37,9 16,5 GUO et al. (2016)
Casca de arroz 34,0 28,0 18,0 GUPTA et al. (2016)
Casca de aveia 35,0 28,2 4,0 GOMEZ-TOVAR et al. (2012)
Casca de soja 35,4 17,2 2,3 YOO et al. (2011)
Engaco de uva 30,3 21,0 17,4 PROZIL et al. (2012)
Farelo de arroz 273 26,9 12,2 GAUTERIO et al. (2018)
Farelo de trigo 314 20,3 22,3 CANTERO et al. (2015)
. BEKALO; REINHARDT,
Pergaminho de café 46,1 27,8 34,2
(2010)
Pelicula prateada de BALLESTEROS; TEIXEIRA;
23,7 16,7 28,6
café MUSSATTO (2014)
Graminea
_ 32,2 26,0 18,4 AYOUB et al. (2013)
(Switchgrass)
Madeira (Spruce) 42.5 22.9 27,9 ISIKGOR; BECER (2015)
Madeira (Eucalipto) 54,1 18,4 21,5 ISIKGOR; BECER (2015)

Em geral, a madeira mole apresenta os teores mais elevados de lignina e maior
quantidade de manose na molécula da hemicelulose, em relagdo a madeira dura, gramineas e
substratos agroindustriais. A madeira dura apresenta hemicelulose mais heterogénea (isto €,
contendo xilana, manose, glicose e ramnose na cadeia principal) em relacdo as gramineas e
substratos agroindustriais, que possuem hemicelulose composta majoritariamente por xilose
(MATHEWS; PAWLAK; GRUNDEN, 2015; SEIDL; GOULART, 2016).

A biomassa lignocelulésica ¢ uma das matérias-primas mais promissoras a ser
utilizada como recurso natural e renovavel na obtencao de produtos de alto valor agregado como

bioetanol (SKIBA et al., 2017), biodiesel (PATEL et al., 2015), biogas (LATTIEFF, 2016),
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fibras (OLIVEIRA et al., 2017), filmes biodegradaveis (PEREIRA et al., 2017), actcares
fermentesciveis (ABAIDE et al., 2019a; SUBHEDAR; RAY; GOGATE, 2018), prebioticos
(AMORIM; SILVERIO; RODRIGUES, 2019), quimicos (VARANASI et al., 2013) e enzimas
fibroliticas (PEREIRA et al., 2018; SALOMAO et al., 2019).

3.1.2 Substratos lignoceluldsicos agroindustriais

Os subprodutos sdo materiais resultantes de um processo especifico cujo principal objetivo
ndo ¢ a sua produgdo (BRASIL, 2018a), isto &, sao obtidos incidentalmente ou como residuos a partir da
matéria-prima processada. Anualmente, grandes quantidades de subprodutos e residuos vegetais sao
geradas a partir da atividade agricola e processamento de produtos agricolas (BHOWMICK; SARMAH;
SEN, 2018; VAN DYK et al., 2013). Estes materiais incluem bagago de cana, sabugo de milho, palhas,
farelos e cascas de cereais (trigo, arroz, aveia, centeio), entre outros, € normalmente sdo descartados
inadequadamente na natureza ou eliminados por queima (ANWAR; GULFRAZ; IRSHAD, 2014;
TAHA et al., 2016).

Devido a sua composicao lignoceluldsica aliada a presenga de outros compostos bioativos,
os substratos agroindustriais podem ser utilizados na obtengdo de produtos de maior valor agregado
(IQBAL; KYAZZE; KESHAVARZ,2013), 0 que ndo apenas diminui o desperdicio € impacto ambiental,
como também proporciona rendimento adicional aos agricultores, promove a geracdo de empregos €
implementacdo de novas tecnologias (CHAPLA; PANDIT; SHAH, 2012). Segundo Palumbo,
Avellaneda e Lacasta (2015), as vantagens do uso destes substratos industrialmente incluem: sido
anualmente renovaveis; sao facilmente acessiveis; € ndo competem no uso de terra fértil com a producao
de alimentos. Adicionalmente, o uso sustentavel e inteligente de subprodutos da agroindustria fortalece o
desenvolvimento da economia circular (cujo elemento principal € o reciclo), fazendo com que o conceito
de “residuo” desapareca (LIGUORI; FARACO, 2016).

No Brasil, alguns dos substratos oriundos do processamento ou beneficiamento de produtos
agricolas incluem as cascas de soja, aveia, € ainda, a casca e o farelo de arroz, o pergaminho de café e o
engaco de uva. A casca de soja ¢ um subproduto do processamento do respectivo grao para a obtengao de
oleo e farelo, e que corresponde entre 5 a 8% do total de graos produzidos (MIELENZ; BARDSLEY;
WYMAN, 2009). A casca de aveia ¢ oriunda do processamento do respectivo cereal e equivale a 25 a
30% do seu peso (CHAUD et al., 2012). A casca e o farelo de arroz sdo geradas no beneficiamento do
grdo, e correspondem a 23% e 10%, respectivamente, do seu peso (ABAIDE et al., 2019b). O pergaminho
consiste na camada fina que envolve o grio do café (endocarpo) (MUSSATTO et al., 2011), sendo

removido durante o processamento do fruto por via seca, antes da etapa de torrefagio (BEKALO,;
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REINHARDT, 2010; MURTHY; MADHAVA NAIDU, 2012). Ja o engago corresponde ao esqueleto
responsavel pela sustentacdo das uvas em forma de cacho, sendo o principal residuo solido gerado no
processo de vinificagio (2 a 8% do material processado) (PANOUILLE et al., 2007; PING et al., 2011).

Conforme o ultimo relatorio do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA),
de 10 de janeiro de 2020, a produgdo mundial de arroz e soja devera ser de 496 e 338 milhdes de t,
respectivamente, para a safra de 2019/2020 (USDA, 2019). De acordo com a Companhia Nacional do
Abastecimento (CONAB), o Brasil esta entre os dez paises que mais produzem estas culturas, com uma
estimativa de 10,6 e 122,2 milhdes de t arroz e soja, nesta ordem, para safra de 2019/2020. A regiao Sul
se destaca na produgdo de arroz e soja, especialmente o estado do Rio Grande do Sul, o qual produziu até
omomento 7,4 e 18,6 milhdes de t, respectivamente, na safra de 2019/2020, representando 69,8% e 15,2%
da produc@o nacional destas culturas (CONAB, 2020). Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), o Brasil também ¢ considerado um dos maiores produtores mundiais de café, cuja
produgao foi de 3 milhdes de t na safra 2019. O Rio Grande do Sul destaca-se, ainda, na produgdo de uva
e aveia, contribuindo com 46% e 72% da safra nacional (IBGE, 2019).

Com base nos dados nacionais de produgao mencionados, a quantidade de cascas de aveia e
soja, casca e farelo de arroz, pergaminho de café e engaco de uva gerada durante o processamento das suas
respectivas matérias-primas corresponde a valores proximos a 13 milhdes de t por ano. Pensando no
melhor aproveitamento destes materiais, inimeras aplicacdes na area de bioprocessos ja foram estudadas,
em especial na produgdo de enzimas xilanoliticas e celuloliticas (ASTOLFI et al., 2019; CERDA et al.,
2017; GAUTERIO et al., 2018; MENEZES; ROSSI; AYUB, 2017), na obtencdo de agucares
fermentesciveis (ABAIDE et al., 2019a; YOO et al., 2011) e xilo-oligossacarideos (XOs) (KIRAN;
AKPINAR; BAKIR, 2013; RIVAS et al., 2013), e na produgdo de biocombustiveis (CORTIVO et al.,
2018; EGUES et al., 2013; WU et al., 2018b). Contudo, o maior desafio no uso destes substratos esta
relacionado a resisténcia da parede celular vegetal, causada pela complexidade da fragdo lignoceluldsica.
Por esta razao, os substratos podem ser submetidos a pré-tratamentos que permitem a separagao eficaz de

cada fragdo e o aumento da acessibilidade aos componentes individuais (KUMAR; SHARMA, 2017).

3.1.3 Pré-tratamento de substratos agroindustriais

Os pré-tratamentos envolvem métodos fisicos (moagem, irradiacdo gama, micro-ondas,
ultrassom) (AMINI; HARITOS; TANKSALE, 2018; LEITE et al., 2016; YIN; WANG, 2016), fisico-
quimicos (auto-hidrdlise, extrusao, CO» supercritico, explosdo a vapor) (BONFIGLIO et al., 2019;
ERTAS etal., 2014; WANG et al., 2020; YOO et al., 2011; ZHAO et al., 2019), quimicos (solucdo acida
ou alcalina, liquidos i6nicos, métodos oxidativos) (ALAYOUBI et al., 2020; MENEGOL et al., 2016;
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RABELO et al., 2014), bioldgicos (culturas fingicas especificas) (XIE et al., 2017), ou a combinagao
destes processos. Cada pré-tratamento tem um efeito especifico nas fragdes de celulose, hemicelulose e
lignina, e sua escolha dependera das caracteristicas do substrato e do seu uso final, dos custos operacionais
e do impacto ambiental causado pela estratégia adotada (BHUTTO et al., 2017).

A finalidade comum em aplicar pré-tratamentos aos substratos agroindustriais consiste em
modificar a area superficial da biomassa e abrir a sua estrutura (ISIKGOR; BECER, 2015). Em especial
na area de bioprocessos, onde muitas vezes as fragoes de interesse sao a hemicelulose e a celulose, o pré-
tratamento atua na degradacao da lignina, tornando as demais fragoes acessiveis aos processos posteriores
de hidrolise enzimatica e cultivo microbiano (BHATIA et al., 2020; KUMAR; SHARMA, 2017). Ainda,
o pré-tratamento ideal deve preservar os componentes de interesse e evitar a formagao de produtos toxicos
que possam inibir a agdo de enzimas hidroliticas e micro-organismos (AGBOR et al., 2011). Dentre os
pré-tratamentos aplicados aos substratos agroindustriais, 0 uso bem sucedido do tratamento alcalino, isto
¢, uso de hidréxido de sodio ou calcio, amonia, etc., ¢ mencionado em diversos estudos (BANDIKARI;
POONDLA; OBULAM, 2014; GOYAL et al., 2008; SINDHU et al., 2017), principalmente pela baixa
formacao de inibidores, operagdo em condigdes moderadas de temperatura e pressao, e remogao seletiva
da lignina sem degradar os demais carboidratos (KIM; LEE; KIM, 2016; SUN et al., 2016).

O tratamento alcalino promove o inchamento da biomassa vegetal, levando ao aumento da
porosidade e area superficial interna, diminui¢ao do GP de cada componente e reducao da cristalinidade
da celulose. Alcalis como o hidréxido de sodio atuam na clivagem das ligagdes éter e éster entre a lignina
e a hemicelulose, 0 que promove a solubilizagdo da lignina e exposi¢ao dos demais carboidratos presentes
na biomassa (AGBOR et al., 2011; SUN et al., 2016). Durante o tratamento alcalino com NaOH, o
reagente ¢ dissociado em fons hidroxido (OH) e sodio (Na*), fazendo com que a taxa da hidrolise aumente
conforme o aumento da concentragdo do alcali (KIM; LEE; KIM, 2016). De modo geral, o tratamento
alcalino ¢ mais efetivo em certos tipos de materiais como, por exemplo, substratos agroindustriais, uma
vez que estes ndo possuem teores elevados de lignina, ndo sendo necessario o uso de concentragdes
elevadas do reagente. No entanto, materiais como a madeira mole necessitam de condi¢des mais severas
de pré-tratamento, tornando-o mais proximo a um processo de cozimento em condigdes alcalinas
(GALBE; ZACCHI, 2012). O pré-tratamento de substratos agroindustriais, em especial aqueles que
utilizam NaOH em baixas concentragdes, tém colaborado na produc¢ao de enzimas como xilanases quando
biomassas pré-tratadas sdo utilizadas como substrato no meio de cultivo (BANDIKARI; POONDLA;
OBULAM, 2014; GAUTERIO et al., 2018).
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3.2 ENZIMAS XILANOLITICAS

A estrutura da hemicelulose (xilana) ¢ quimicamente complexa e sua completa degradagao
requer a atuagdo de um sistema multiplo de enzimas especificas com distintos modos de agdo (KUMAR;
DANGI; SHUKLA, 2018). As enzimas que compdem o sistema xilanolitico s3o as endo--1,4-xilanase
(CE. 3.2.1.8), B-xilosidase (C.E. 3.2.1.37), e enzimas auxiliares como a-arabinofuranosidases (C.E.
3.2.1.55), B-glicuronidases (C.E.3.1.1.139), acetil xilana esterase (C.E.3.1.1.72), p-coumaroil (C.E.
3.1.1.73) e feruloil esterase (C.E.3.1.1.73) (ALOKIKA; SINGH, 2019; ZABED et al., 2016).

As enzimas xilanoliticas podem ser divididas em dois grupos principais: aquelas que atuam
sobre o esqueleto de xilose, € as que atuam na remogao dos grupamentos laterais. Conforme a Figura 2, as
xilanases estdo envolvidas diretamente na quebra das ligagdes glicosidicas B-1,4 da cadeia principal da
xilana, liberando os XOs com baixo ou alto GP ¢ eventual xilose, dependendo da familia na qual a enzima
pertence e regiao de atuacdo no esqueleto polissacarideo (BIELY; SINGH; PUCHART, 2016); enquanto
as B-xilosidases atuam na extremidade ndo redutora da xilobiose ou de outros XOs, liberando xilose
(SHALLOM; SHOHAM, 2003). As enzimas auxiliares atuam na remogao dos substituintes laterais da
cadeia de xilana (ALOKIKA; SINGH, 2019; COLLINS; GERDAY; FELLER, 2005).

Figura 2— Estrutura esquematica da xilana e os sitios de ataque das enzimas xilanoliticas: (1)
endof-1,4-xilanases (2) a-L-arabinofuranosidases (3) glicuronidase (4) feruloil e p-coumaroil
esterases (5) acetil xilana esterase.
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Fonte: Chavez, Bull e Eyzaguirre (2006).

3.2.1 Xilanases

As xilanases sdao cientificamente conhecidas como endo-B-1,4-xilanase e varios
sinbnimos sao utilizados para descrevé-las, tais como p-xilanases, [-1,4-xilanases,

endoxilanases e B-1,4-xilana hidrolases (KUMAR; DANGI; SHUKLA, 2018). Estas enzimas
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sdo classificadas em seis familias de glicosil-hidrolases (GH) — GH5, GH7, GHS, GH10, GH11
e GH43 — as quais se diferem quando as propriedades fisico-quimicas, estrutura, modo de ac¢ao
e especificidade. Duas familias principais merecem destaque: GH10 e GH11. As xilanases da
familia GH10 nao sdo totalmente especificas para as xilanas, podendo atuar sobre outros
substratos, tais como aril-celobiosideos e alguns celo-oligossacarideos. Os membros desta
familia possuem massa molar acima de 30 kDa e ponto isoelétrico acido. Ja a familia GH11
consiste em xilanases “verdadeiras”, especificas para substratos contendo xilose e/ou longas
cadeias de XOs, e os produtos de sua acdo podem ser hidrolisados pelas enzimas da familia
GHI10. Os membros da familia GH11 possuem massa molar abaixo de 30 kDa e ponto
isoelétrico basico (COLLINS; GERDAY; FELLER, 2005).

Devido ao seu menor tamanho, as xilanases da familia GH11 conseguem acessar
mais facilmente a cadeia da xilana na matriz lignoceluldsica, hidrolisando-a mais
eficientemente quando comparado com as xilanases GH10 (JUTURU; WU, 2012). No entanto,
outros estudos demonstram que as xilanases GH10 sdo mais efetivas na hidrolise de biomassa
lignocelulosica pré-tratada quando atuam sinergicamente com celulases (HU; SADDLER,
2018). O modo de agdo das xilanases GH10 e GH11 em glicuroxilanas também se difere e esta
relacionado a aceitagdo e reconhecimento dos residuos laterais de acido metil glicurénico
(MeGlcA) na formacgao dos complexos enzima-substrato (BIELY; SINGH; PUCHART, 2016),

conforme mostra a Figura 3.

Figura 3 — Modos de a¢do das xilanases das familias GH10 e GH11 em glicuroxilanas.
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Fonte: Adaptado de Biely, Singh e Puchart (2016).

Com excecdo da extremidade redutora, as xilanases GH10 requerem dois residuos
de xilose consecutivos ndo substituidos para atuar na cadeia principal de xilana, e sdo capazes
de clivar a ligacao glicosidica adjacente ao residuo de xilose substituido por MeGlIcA. Por outro
lado, as xilanases GH11 requerem trés residuos de xilose ndo substituidos na cadeia polimérica,
clivando apenas a ligacao B-1,4 que antecede o residuo de xilose contendo MeGIcA. Devido a
isto, as xilanases GH10 geram mais xilose e XOs de menor GP comparado as xilanases GH11

(BIELY; SINGH; PUCHART, 2016). De modo semelhante, as xilanases GH10 sdo capazes de
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clivar a ligagdo B-1,4 proximas a xilose substituida por residuos de arabinose, enquanto as
xilanases GHI11 hidrolisam mais eficientemente as regides ndo substituidas na cadeia de
arabinoxilanas (KUMAR; MARIN-NAVARRO; SHUKLA, 2016).

As xilanases tém atraido interesse em pesquisas cientificas devido ao seu amplo
espectro de aplicagdo industrial. Essas enzimas tém sido utilizadas na industria de papel e
celulose, mais especificamente no branqueamento da polpa em substituicdo aos compostos
clorados toxicos (ex. ClO2, Cl, hipoclorito) (ADHYARU et al., 2017; BORUAH et al., 2016);
na industria de tecidos em etapas como desengomagem, biopurga (bioscouring) € biopolimento
das fibras téxteis (ATY et al., 2018; BATTAN et al., 2012); e na conversdao de biomassa
lignocelulésica em acgucares fermentesciveis e, consequentemente, na produgdo de
biocombustiveis (ASTOLFI et al., 2019; BOONCHUAY et al., 2018; ALMEIDA et al., 2014;
YANG et al., 2015b).

Na industria de alimentos, as xilanases apresentam importante papel no
melhoramento de processos e de caracteristica tecnoldgicas e/ou nutricionais, tais como:
extragao e clarificacdo de suco de frutas (ADIGUZEL et al., 2019; SILVA et al., 2019;
SHAHRESTANI et al., 2016); extracao de 6leo a partir de plantas (MARASABESSY et al.,
2011); fabricagdo de paes (LIU et al., 2017; PASSARINHO et al., 2019; YEGIN; ALTINEL;
TULUK, 2018) e biscoitos (LI et al., 2013), atuando na modificagdo das propriedades
reologicas da massa; e formulagdo de ragdes animais (GHAYOUR-NAJAFABADI et al., 2018;
VANDEPLAS et al., 2010), aumentando a sua digestibilidade e valor nutricional. Além disso,
as xilanases tém sido extensivamente estudadas para producdo de XOs por hidrélise enzimatica
de substratos agroindustriais (ANTOV; PORDEVIC, 2017; BIAN et al., 2013; LIU et al., 2018;
MAZLAN et al., 2019; NIETO-DOMINGUEZ et al., 2017; REDDY; KRISHNAN, 2016;
SUKRI; MIMI SAKINAH, 2018), a qual ¢ considerada a principal via de obtencdo destes

prebidticos comerciais.

3.2.2 Xilanases microbianas

As xilanases sdo de natureza generalizada e podem ser encontradas em bactérias,
fungos, algas, protozodarios, crusticeos, insetos ¢ sementes de plantas (RAJAGOPALAN;
SHANMUGAVELU; YANG, 2017; SUNNA; ANTRANIKIAN, 1997). No entanto, o interesse
em xilanases microbianas tem aumentando devido a capacidade destes organismos em produzir
altas quantidades da enzima em relagdo as fontes vegetais e animais, além de serem cultivados

sob processos controlados e possiveis de sofrerem manipulagao genética (UDAY et al., 2016).
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Em relagdo as xilanases microbianas, a produ¢do a partir de bactérias (IRFAN et al., 2016;
KALLEL etal., 2016) e fungos filamentosos (BORUAH et al., 2016; CARVALHO et al., 2017;
MARTINS et al.,, 2018) ¢ extensivamente estudada em comparagdao as de leveduras
(ANDRADE et al., 2015; DING; LI; HU, 2018; GAUTERIO et al., 2018; OTERO et al., 2015),
e pode ser realizada em cultivo em estado solido (DIAS et al., 2017) ou submerso (KHUSRO
et al., 2016). Além disso, as xilanases podem ser intra (menos frequente) (PEREZ-
RODRIGUEZ et al., 2019) ou extracelulares (BEDADE et al., 2017), sendo produzidas por
micro-organismos selvagem (MENEZES; ROSSI; AYUB, 2017) ou cepas microbianas
recombinantes (CAYETANO-CRUZ et al., 2016; CHANG et al., 2017).

Fungos dos géneros Aspergillus (ADHYARU et al., 2016), Trichoderma
(AJIJOLAKEWU et al., 2017), Thermomyces (KUMAR; CHHABRA; SHUKLA, 2017),
Penicillium (BORUAH et al., 2016) e Fusarium (ALMEIDA et al., 2014), bem como algumas
espécies termofilas (GOLUGURI et al., 2016; ZHAO et al., 2013), t€ém sido reportados como
produtores de xilanases. Os géneros Aspergillus ¢ Trichoderma sdo utilizados na produgao
comercial de xilanase e estudados com maior frequéncia quanto a producao desta, onde espécies
como Aspergillus tubingensis (ADHYARU; BHATT; MODI, 2015), Aspergillus fumigatus
(ANG et al., 2013), Aspergillus terreus (KAUSHIK; MALIK, 2016), Trichoderma stromaticum
(CARVALHO et al., 2017), Trichoderma reesei (ASTOLFI et al., 2019), Trichoderma viride
(IRFAN; NADEEM; SYED, 2014), entre outras, se mostraram potencialmente produtoras da
enzima até quando substratos agroindustriais foram utilizados no meio de cultivo.

A produgdo de xilanases bacterianas tem sido mencionada com frequéncia para os
géneros Bacillus e Streptomyces, incluindo as espécies Bacillus sp. (IRFAN et al., 2016;
PANWAR; SRIVASTAVA; KAPOOR, 2014), Bacillus mojavensis (KALLEL et al., 2016),
Bacillus mojavensis (KHUSRO et al., 2016), Bacillus pumilus (KAUR; BHARDWAJ;
SHARMA, 2016), Streptomyces sp. (ADIGUZEL; TUNCER, 2016; KUMAR et al., 2012;
ROSMINE et al., 2017), Streptomyces thermocarboxydus (CHI et al., 2013), Streptomyces
thermovulgaris (BOONCHUAY et al., 2016), Streptomyces violaceoruber (KHURANA et al.,
2007) e Streptomyces griseorubens (WU et al., 2018a). Além disso, estudos envolvendo a
secrecao de xilanases pelos géneros Geobacillus (BIBI et al., 2014), Paenibacillus (LIU et al.,
2018), Acetobacter e Cellulomonas (ANTHONY et al., 2016), também sdao mencionados na
literatura cientifica.

Fungos filamentosos apresentam a desvantagem de secretarem grandes quantidades
de xilanases em conjunto com celulases (ANG et al.,, 2013; REIS et al, 2013) e

B-xilosidases (TERRASAN et al., 2013) no meio extracelular, o que pode ser inconveniente em



46

algumas aplicacdes industriais. Por outro lado, diversas leveduras sdo capazes de secretar
xilanases livres de celulases (BANKEEREE et al., 2016; OTERO et al., 2015) e quantidades
baixas de B-xilosidases (CHRISTOV et al., 1997; GAUTERIO et al., 2018; OTERO et al.,
2015), tornando-se promissoras para aplicagdo na industria de papel e celulose e na producao
de XOs. Outra vantagem na utilizacdo de leveduras esté relacionada ao seu rapido crescimento
e capacidade de suportar a presenga de inibidores (CAVKA; JIINSSON, 2014). Estudos
mostram que leveduras associadas a decomposicao de madeira nos ecossistemas da Mata
Atlantica (MORALIS et al., 2013) ou a outros materiais lignocelulosicos (LARA et al., 2014),
sdo capazes de secretar xilanases. Além disso, espécies como Pichia stipits (DING; LI; HU,
2018; YANG et al., 2011), Cryptococcus flavescens (ANDRADE et al., 2015), Cryptococcus
laurentii (OTERO et al., 2015), Cryptococcus flavus (PARACHIN et al., 2009), Pseudozyma
hubeiensis (ADSUL; BASTAWDE; GOKHALE, 2009) e Aureobasidium pullulans (YEGIN et

al., 2017) s3o mencionadas como produtoras de xilanases.

3.2.3 Xilanases de Aureobasidium pullulans

Aureobasidium pullulans ¢ um fungo tipo levedura classificado como ascomiceto, da classe
Dothideales e subclasse Dothideaceae (GOSTINCAR et al., 2014). Com base na sua morfologia,
fisiologia nutricional e metabdlitos produzidos, trés principais subespécies de A. pullulans s3ao
mencionadas na literatura cientifica: 4. pullulans var. pullulans, A. pullulans var. aubasidani Yurlova e A.
pullulans var. melanogenum (HOOG; YURLOVA, 1994). Além disso, outras duas subespécies de A.
pullulans foram identificadas por Zalar et al. (2008) na regido Artica: A. pullulans var. subglaciale e A.
pullulans var. namibiae. A presenca de A. pullulans esta associada a diversos habitats terrestres e aquaticos
em ambientes tropicais, temperados e polares (GAUR et al., 2010).

Devido a sua caracteristica polimorfica, 4. pullulans apresenta morfologia distinta conforme
o seu ciclo de vida, isto €, varia de formas unicelulares (isto €, pequenas células elipticas tipicas de levedura,
blastosporos e clamidosporos) até filamentos alongados contendo septos e ramificagdes (CAMPBELL et
al., 2004; RAMOS; GARCIA-ACHA, 1975). As colonias de 4. pullulans podem apresentam coloragio
amarela, creme, rosa € marrom claro, tornando-se olivaceas ou negras devido a producdo de
clamidosporos na fase final de crescimento (CHI et al., 2009), sendo também caracterizado pela producao
de um pigmento escuro semelhante a melanina (HOOG; YURLOVA, 1994; LI et al., 2009). A sintese
deste pigmento nem sempre ¢ desejavel e € estimulada sob condi¢oes desfavoraveis para o crescimento

do micro-organismo (DESHPANDE; RALE; LYNCH, 1992).
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O micro-organismo A. pullulans ¢é reconhecido principalmente pela producdo do
polissacarideo pululana (AN et al., 2017, CHOUDHURY; BHATTACHARYYA; PRASAD, 2012;
SUGUMARAN et al,, 2013; TERAN HILARES et al,, 2017; WU et al., 2016), que possui certificagao
GRAS (Generally Recognized as Safe) (GRN 99, FDA, 2002), sendo também utilizado na produgao de
oligdmeros como fruto-oligossacarideos (CASTRO et al., 2017, DOMINGUEZ et al., 2012) e feruloil
oligossacarideos (YU; GU, 2014). Adicionalmente, diversos estudos mencionam a producdo de enzimas
por A. pullulans como lacases (LEATHERS et al., 2013), lipases (LEATHERS et al., 2013), glicosidases
(LEITE et al., 2008), amilases (LI et al., 2007a), esterases (LEMES et al., 2019) e xilanases
(BANKEEREE et al., 2016; GAUTERIO et al., 2018).

Estudos envolvendo a producao de enzimas xilanoliticas por diferentes cepas de A. pullulans
sdo mencionados na literatura, seja utilizando xilana comercial (YEGIN, 2017a) ou substratos
agroindustriais (BANKEEREE et al., 2016; NASR et al., 2013; YEGIN, 2016; YEGIN et al., 2017) no
meio de cultivo. Os primeiros relatos de xilanases de 4. pullulans mencionam a produgdo da enzima
(atividade entre 47 a 373 U/mL) por espécies isoladas de regides tropicais e conhecidas como “‘variantes
de cor”, utilizando xilana de aveia como substrato (LEATHERS, 1986). Posteriormente, outros estudos
demonstraram que a producdo de xilanases por A. pullulans ¢ induzida por xilose e xilana
(DOBBERSTEIN; EMEIS, 1989), e que a enzima pode ser produzida quando substratos agroindustriais
(ex. farelo de trigo, palha e casca de arroz) sdo utilizados (KARNI; DEOPURKAR; RALE, 1993). Cepas
de A. pullulans também foram mencionadas como produtoras de xilanases livres de celulases
(LEATHERS, 1986) e com baixa producao de B-xilosidase (CHRISTOV et al., 1997). Além disso, a
purificacdo de xilanases de A. pullulans apos a producdo em cultivo submerso (OHTA et al., 2001;
TANAKA; MUGURUMA; OHTA, 2006), a especificidade enziméatica a diferentes substratos
(CHRISTOV etal., 1999), caracterizacao (MYBURGH; PRIOR; KILIAN, 1991) e a aplicagdo da enzima
na hidrolise de xilana (CHRISTOV et al., 1997) também sdo relatados na literatura cientifica.

Estudos taxondmicos de 4. pullulans demonstram que a produgdo de xilanase varia
conforme a espécie, principalmente entre as cepas “variantes de cor” e as tipicamente pigmentadas
(MANITCHOTPISIT et al., 2009). Yegin (2017a) avaliou a secregdo de xilanase por trés cepas de
A. pullulans — DMS 2404, NRRL Y-2311-1 e NRRL Y12, 974 — e otimizou a produgdo da enzima
utilizando xilana comercial como substrato. A cepa Y-2311-1 se mostrou a maior produtora da xilanase,
alcancando a atividade maxima de 252,8 U/mL ap6s a definigdo das condigdes adequadas de cultivo.
Posteriormente, Yegin et al. (2017) substituiram a xilana comercial por substratos agroindustriais na
produgdo de xilanase por A. pullulans Y-2311-1. O uso de farelo de trigo como fonte de carbono se
mostrou o substrato mais promissor para a produgdo da enzima, alcan¢ando a atividade enzimatica de

67,4 U/mL. A partir da definicao das melhores condi¢des de cultivo, a atividade de xilanase aumentou
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para 85,2 U/mL. Em outro estudo realizado por Yegin (2016), a producdo de xilanase por 4. pullulans
Y-2311-1 utilizando haste de alcachofra como substrato alcangou o valor maximo de 66,5 U/mL, seis
vezes superior ao obtido nas condigdes iniciais de cultivo (10,5 U/mL).

Apos o isolamento da cepa A. pullulans SNO90 a partir de Capsicum annum, Nasr et al.
(2013) avaliaram a produgdo de xilanase utilizando xilana comercial e substratos agroindustriais (farelo de
trigo e de arroz, bagaco de cana) como fontes de carbono. A atividade enzimatica de xilanase alcancou o
valor maximo de 2,73 U/mL, o qual foi similar quando farelo de trigo foi usado em substituigao a xilana.
Bankeeree et al. (2016) otimizaram a producao de xilanase por A. pullulans CBS 125684 utilizando
sabugo de milho como substrato, e alcangaram o valor méaximo de 8,7 U/mL, resultado este 2,1 vezes

superior a atividade obtida nas condi¢des iniciais de cultivo.

3.2.4 Aspectos de producio de xilanases microbianas

A sintese de xilanases por bactérias e fungos ¢ induzida pela presenga de xilana no
meio de cultivo, onde fragmentos de baixa massa molar do polissacarideo desempenham um
papel chave na regulacdo génica e expressdo da enzima. Estes fragmentos, que incluem xilose,
xilobiose e demais XOs, sdo liberados a partir da clivagem da xilana pela a¢do de pequenas
quantidades de xilanases constitutivas. Apos a sua liberacdo, os fragmentos entram em contato
com o mecanismo regulador da célula microbiana, induzindo a secrecdo de xilanases
extracelulares. As enzimas secretadas, por sua vez, irdo hidrolisar a xilana em novos
fragmentos, os quais serdo transportados facilmente para o interior da célula e novamente
estimular o processo de inducdo. Este mecanismo de indugdo, todavia, ¢ influenciado nao
apenas pela fonte de carbono presente no meio, mas também pela disponibilidade de
precursores da sintese proteica (KULKARNI; SHENDYE; RAO, 1999; UDAY et al., 2016).

Na producdo de xilanases microbianas, a selecdo da cepa selvagem ¢ um dos
critérios mais importantes, pois espera-se que 0 micro-organismo seja capaz de secretar a
enzima com alta atividade, além de nao produzir toxinas ou outros produtos indesejaveis. Os
principais desafios relacionados ao uso de cepas selvagens incluem a disponibilidade de
linhagens microbianas potencialmente produtoras de xilanases, além da ampla aplicacdo do
biocatalisador produzido em processos industriais ou em larga escala (UDAY et al., 2016).
Além disso, parametros fisicos como pH, temperatura, agitagdo/aeracao, volume do in6culo,
tempo de incubagdo e concentragdo de nutrientes (fonte de carbono, nitrogénio, elementos
tracos, vitaminas), aliado a umidade, atividade de agua e tamanho de particula do substrato,

influenciam o crescimento microbiano e producao de xilanases (WALIA et al., 2017).
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O tipo de cultivo (estado s6lido ou submerso) também influencia no crescimento
microbiano e producdo de xilanases, e sua escolha depende do tipo de micro-organismo
utilizado (BHARDWAJ; KUMAR; VERMA, 2019). Frequentemente, a producao de xilanases
por bactérias e leveduras ¢ realizada em cultivo submerso (CS), enquanto fungos filamentos
sdo cultivados em estado sélido (CES). O CES apresenta vantagens na produgdo de enzimas
como alta produtividade volumétrica, baixo custo operacional e de capital de investimento
(WALIA et al., 2017); no entanto, o CES ¢ dificilmente adotado na produgdo em larga escala
devido a incapacidade de padronizar processos e a reprodutibilidade limitada dos resultados
(RAVINDRAN; JAISWAL, 2016). J& a produgdo de xilanases por CS apresenta vantagens
como melhor controle das condi¢des de cultivo, facil separagdo da biomassa do meio liquido,
mistura apropriada dos componentes do meio (devido a alta quantidade de agua livre), aeragao
uniforme e possibilidade de aumento para escala industrial (BAGEWADI; MULLA;
NINNEKAR, 2018). Ainda, a estratégia de CS ¢ responsavel por 90% da xilanase total
produzida mundialmente (UDAY et al., 2016).

Um dos principais obstaculo na aplicag@o industrial de xilanases microbianas ¢ o
seu alto custo de produgdo, o qual esta relacionado principalmente a fonte de carbono. A xilana
pura apresenta custo elevado, nao sendo possivel o seu fornecimento a nivel industrial para
producdo em massa da enzima (KALLEL et al., 2016). Assim, substratos agroindustriais ricos
em xilana podem ser utilizados como fonte de carbono para o crescimento microbiano e
consequente producdo de xilanases (MARTINS et al., 2018). Com base nisso, estudos tém sido
realizados substituindo a xilana comercial por residuos ou subprodutos agricolas no meio de
cultivo, conforme exemplifica a Tabela 2. Substratos como farelo de trigo, sabugo de milho,
dreche cervejeira, broto de malte, farelo de aveia, haste de alcachofra, polpa de beterraba,
semente de azeitona, haste de algodao e casca de aveld, na concentragdo de 1% (m/v), foram
utilizados na producdo de xilanases por 4. pullulans Y-2311-1, cuja atividade enzimatica variou
entre 0,51 a 67,4 U/mL (YEGIN et al., 2017). Em estudo realizado por Bankeeree et al. (2014),
xilanases foram produzidas por 4. pullulans CBS 135684 em meio contendo 1% (m/v) de germe
de trigo, farelo de trigo ou sabugo de milho como fonte de xilana. A produgdo da enzima variou
entre 2,6 a 4,1 U/mL conforme o substrato utilizado.

Considerando que a composicao do meio e as condi¢des de cultivo influenciam a
secrecao de xilanases por micro-organismos (WALIA et al., 2017), a otimizagdo destes fatores
¢ essencial para que se atinja a maxima producdo enzimatica, permitindo também minimizar os
custos energéticos de produgdo e a quantidade de nutrientes ndo utilizados pela espécie

microbiana (UDAY et al., 2016). A maximiza¢do da producao de xilanases pode ser atingida
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através de planejamentos experimentais em sequéncia, os quais permitem avaliar a influéncia

de diversos parametros simultaneamente utilizando niimero limitado de experimentos

(BAGEWADI; MULLA; NINNEKAR, 2018; DESAI IYER, 2017).

Tabela 2 — Producao de xilanases microbianas em cultivo submerso utilizando substratos

agroindustriais como fonte de xilana.

Micro-organismo Substrato Atividade (U/mL) Referéncia
Casca de MARTINS et al.
Aspergillus flavus ‘ 61,2
maracuja (2018)
Aspergillus )
Residuo de soja 13,9 CUNHA et al. (2018)
foetidus
Aspergillus ni Sabugo de milh 110,4 PESALIVER
spergillus niger abugo de milho ,
pers & 8 (2017)
Aureobasidium Haste de
66,5 YEGIN (2016)
pullulans alcachofra
Aureobasidium ) BANKEEREE et al.
Sabugo de milho 10,1
pullulans (2016)
Bacillus ) KALLEL et al.
Farelo de trigo 41,9
mojavensis (2016)
Bacillus subtilis e YARDIMCI,
Kluyveromyces Cascas de avela 49,1 CEKMECELIOGLU
marxianus (2018)
Cryptococcus ANDRADE et al.
Bagago de cana 8,3
flavescens (2015)
Fusarium ) ALMEIDA et al.
Palha de milho 114
verticillioides (2014)
BAJAJ; SHARMA;
Penicillium sp. Farelo de arroz 21,8
SHARMA (2011)
S Palha de tri 505.1 KUMAR et al.
treptomyces sp. alha ae trigo 5
promy P g (2012)
KUMAR;
Thermomyces ‘
Farelo de trigo 119,9 CHHABRA;
lanuginosus
SHUKLA (2017)
Thielaviopsis
Palha de arroz 59,6 RANI et al. (2014)

basicola
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Diferentes abordagens estatisticas (Delineamento Composto Central, Box-
Behnken, Plackett-Burman, entre outros) tém sido empregadas com sucesso na maximizag¢ao
da producdo de xilanase (ANDRADE et al., 2015; ANTHONY et al., 2016; CUNHA et al.,
2018; DESAIL IYER, 2017; KALLEL et al., 2016; KHURANA et al., 2007; KUMAR et al.,
2012; LEE, 2018; LONG et al., 2017; MARTINS et al., 2018; SHARMA; BAJAJ, 2018;
YARDIMCI; CEKMECELIOGLU, 2018; YEGIN, 2016), principalmente quando substratos

agricolas sdo utilizados no meio de cultivo.

3.2.5 Purificacio de xilanases microbianas

Conforme a aplicacdo final das xilanases, etapas de purifica¢do sdo necessarias para
obtencdo de extratos enzimaticos mais puros. Para tal, técnicas como cromatografia de troca
ionica, ultrafiltracdo, sistema aquoso bifasico e precipitagdo salina t€ém sido utilizadas na
purificagio de xilanases microbianas (BHARDWAI et al., 2019; KOCABAS; GUDER;
OZBEN, 2015). Dentre estas, a precipitacdo com sal é extensivamente empregada isoladamente
(ARCHANA; AMIT; DHARM, 2017) ou na primeira etapa (CHEN et al., 2019; DING; LI;
HU, 2018) de purificagdo parcial de xilanases.

A precipitacdo pela adicdo de sais neutros ¢ um dos métodos mais utilizados no
fracionamento de proteinas de origem microbiana. A adi¢cdo de sais em altas concentracdes —
também chamado de salting out — reduz a disponibilidade de 4gua ao redor da proteina, devido
a hidratacdo dos ions adicionados. Por consequéncia, ocorre a exposi¢do dos residuos
hidrofobicos da proteina, o que aumenta a interacdo entre estes e resulta na formagao de
agregados proteicos (precipitados). Os sais empregados podem estabilizar as proteinas contra a
desnaturacdo, protedlise ou contaminagdo bacteriana, sendo empregado com maior frequéncia
o citrato de sodio, sulfato de sodio e sulfato de amodnio (ROE, 2001; SCHMIDELL et al., 2001).
As vantagens da precipitacdo como método de concentragado e purificagdo de proteinas incluem
a facilidade de operacdo em grande escala, o uso de processo continuo e de equipamentos
relativamente simples, e a grande variedade de agentes precipitantes que podem ser aplicados
(PESSOA-JR; KILIKIAN, 2005; ROE, 2001).

O sal mais utilizado na precipitagdo de xilanases € o sulfato de amoénio ((NH4)2SO4)
(ARCHANA; AMIT; DHARM, 2017, BHARDWAI et al., 2019; DING; LI; HU, 2018;
GOLUGURI et al., 2016; PAL; KHANUM, 2011), sendo este aplicado na faixa entre 20 a 90%
de saturagdo em unico (WU et al., 2018a; ZHANG et al., 2012) ou em dois estagios (CHAPLA;
PANDIT; SHAH, 2012; CHEN et al., 2019). No caso da precipitacao direta, a saturagdo
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empregada compreende os valores entre 50 a 80% (BHARDWAJ et al., 2019; NINAWE;
KAPOOR; KUHAD, 2008; SEEMAKRAM et al., 2016; ZHANG et al., 2012); enquanto na
precipitacdo fracionada, as saturagdes nas faixas de 20-60% (DING; LI; HU, 2018), 30-60%
(GOLUGURI et al., 2016), 30-65% (PAL; KHANUM, 2011), 40-60% (CHEN et al., 2019),
30-70% (CHAPLA; PANDIT; SHAH, 2012) e 50-80% (BANKEEREE et al., 2014) ja foram
utilizadas na purifica¢do de xilanases.

Com relacdo a purificagdo de xilanases de leveduras, Ding, Li e Hu (2018)
utilizaram a precipitagdo fracionada com (NH4)>SO4 (20-60%) na purifica¢do de xilanase de P.
stipitis, possibilitando a purificagdo da enzima em 11,7 vezes e recuperacdo de 88,2%. Na
obtencdo de xilanases purificadas de A. pullulans, Bankeeree et al. (2014) empregaram
(NH4)2SO4 como agente precipitante (50-80%), e alcangaram fator de purificacdo (FP) e
recuperagdo enzimatica (REC) de 1,8 vezes e 50,3%, respectivamente. Andrade (2014) utilizou
a precipitagdo direta com (NH4)2SO4 (70%) na purificacdo de xilanases de C. flavescens,

obtendo FP e REC iguais a 7,5 vezes ¢ 42,2%, respectivamente.

3.2.6 Caracterizac¢ao de xilanases microbianas

A aplicagdo eficiente de xilanases brutas ou purificadas requer o conhecimento das
suas propriedades bioquimicas e termodinamicas, em especial seu pH e temperatura 6timos de
atuacdo, especificidade pelo substrato e estabilidade térmica, os quais sdo fundamentais para o
entendimento do comportamento enzimatico e determina¢do das condigdes adequadas de
trabalho (ATY et al., 2018; ASTOLFI et al.,, 2019). Em geral, as xilanases fungicas e
bacterianas apresentam temperatura otima entre 45 e 60 °C (ADIGUZEL; TUNCER, 2016;
AJIJOLAKEWU et al., 2017; ASTOLFI et al., 2019; SILVA; TERRASAN; CARMONA,
2015; KAUSHIK; MALIK, 2016; LIU et al., 2018), exceto para algumas espécies termofilicas
cujo o 6timo ¢ observado entre 70 e 80 °C (ANAND; KUMAR; SATYANARAYANA, 2013;
BANKEEREE et al., 2014; LOPES et al., 2011; MAALEJ et al., 2009).

Além disso, xilanases de fungos filamentosos e leveduras apresentam atividade
6tima em pH 4cido (entre 4 e 6) (ARCHANA; AMIT; DHARM, 2017; BEDADE et al., 2017;
LIAO et al., 2012; YEGIN, 2016), enquanto xilanases de bactérias se mostram mais ativas em
valores de pH neutro ao alcalino (BAJAJ; MANHAS, 2012; KAUR; BHARDWAJ; SHARMA,
2016; PRADEEP et al., 2013). A Tabela 3 apresenta as propriedades bioquimicas de xilanases

produzidas por diversas espécies microbianas.
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Tabela 3 — Propriedades bioquimicas de xilanases de diferentes espécies microbianas.

Extrato de T 6tima pH Km*
Micro-organismo Referéncia
xilanase °O) otimo  (mg/mL)
Aspergillus sp Bruto 60 4,8 1,9 DAS; RAY (2016)
Aureobasidium '
Purificado 50 4,0 19,4! YEGIN (2017b)
pullulans
PANWAR;
Bacillus sp. Purificado 55 6,0 <0,1% SRIVASTAVA
(2014)
Cryptococcus
Bruto 80 4,8 1,372 LOPES etal. (2011)
flavescens
Penicillium SOUZA et al.
Bruto 60 3,0 84,11
roquefortie (2018)
Paenibacillus )
Purificado 60 6,5 2,0! LIU et al. (2018)
barengoltzii
, DING; LI; HU
Picha stipitis Purificado 50 6,0 45!
(2018)
Rhynchophorus . MOHAMED et al.
Purificado 40 5,5 11,8!
ferrugineus (2018)
, 5 ADIGUZEL;
Streptomyces sp. Purificado 60 6 2,4
TUNCER (2016)
Thielaviopsis ) GOLUGURI et al.
Purificado 60 5,5 1,4%
basicola (2016)
SILVA;
Trichoderma
Purificado 50 5,5 10,7° TERRASAN;
inhamatum
CARMONA (2015)
Trichoderma '
Purificado 60 5,0 20? ATY et al. (2018)
longibrachiatum
Trichoderma . CARVALHO et al.
Purificado 59,5 47 9,5!
stromaticum (2017)

'Substrato xilana de madeira de faia; >Substrato xilana de madeira de bétula.

Xilanases de mesmo género microbiano se diferem quanto a afinidade por

determinado substrato (por exemplo, xilana de madeira de faia ou de bétula) (ATY et al., 2018;
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SILVA; TERRASAN; CARMONA, 2015; KNOB et al., 2013; SOUZA et al., 2018). Além
disso, a mesma xilanase pode apresentar afinidades distintas conforme o substrato de reacdo
(BHARDWAJ et al., 2019; CHEN et al., 2019; GHOSH; SUTRADHAR; BAISHYA, 2019;
SHENG et al., 2014). A literatura menciona que a cinética das reagdes catalisadas por xilanases
seguem o modelo proposto por Michaelis-Menten (CAYETANO-CRUZ et al., 2016; SILVA;
TERRASAN; CARMONA, 2015; MOHAMED et al., 2018), onde os parametros cinéticos Km
(constante de Michaelis-Menten) ¢ Vmax (velocidade maxima de reagdo) sao utilizados para
compreender a afinidade da enzima por xilanas de diferentes origens.

A desnaturagdo térmica de enzimas envolve a perda das suas estruturas secundaria,
terciaria e quaternaria (caso presente) sem a quebra de ligagdes covalentes (DANIEL; DINES;
PETACH, 1996). A termoestabilidade compreende a estabilidade térmica e cinética de enzimas,
e consiste na capacidade destas em resistir ao desdobramento de sua estrutura na auséncia de
substrato (USTOK; TARI; HARSA, 2010). Enquanto a estabilidade termodinadmica esta
associada a resisténcia ao desdobramento reversivel da estrutura proteica, a estabilidade cinética
estd relacionada a resisténcia a desnaturacdo irreversivel (POLIZZI et al., 2007). O
conhecimento dos parametros termodinamicos (Eq, AG", AH" e AS”) e cinéticos (kq, ti2, D € 2)
de desnaturagdo térmica permitem a compreensdo da relagcdo entre a estabilidade da enzima e
sua estrutura (SANT’ANNA et al., 2010), bem como do provavel mecanismo de desnaturagao,
o qual ¢ de grande importancia em processos enzimaticos (YEGIN; GOKSUNGUR;
FERNANDEZ-LAHORE, 2012) que utilizam altas temperaturas.

A termoestabilidade de xilanases depende de varias for¢as moleculares como
ligacdes de hidrogénio, interagdes eletrostaticas e hidrofobicas, pontes dissulfeto, entre outras,
as quais podem promover uma estrutura conformacional proteica com maior eficiéncia de
empacotamento, menor entropia do desdobramento, liberagdo da tensdo conformacional e
estabilidade das a-hélices (BAJAJ; MANHAS, 2012). Xilanases podem apresentar valores de
entalpia (AH") positivos ou negativos, indicando que o processo de inativacio enzimatica ¢
endo ou exotérmico, respectivamente, a pressao constante (PAL; KHANUM, 2011); do mesmo
modo, valores negativos de entropia (AS") demonstram a ocorréncia do desdobramento da
proteina em estrutura mais desordenada (BANKEEREE et al., 2014; ROBLEDO et al., 2014),
enquanto valores positivos indicam a agregacao entre as cadeias proteicas (YEGIN, 2017b).

O aumento na energia livre de Gibbs — AG", a qual mede a espontaneidade do
processo de desnaturagdo enzimdtica — conforme a temperatura sugere maior estabilidade
térmica a enzima (ATY et al., 2018; ZHOU et al., 2015). Por outro lado, a diminui¢do do AG™

demonstra que a enzima ¢ sensivel a desnaturagao com a elevagao da temperatura (ANDRADE,



55

2014). Valores negativos de AG indicam que o processo de desnaturagdo € exergdnico, isto &,
energeticamente favoravel e com liberagdo de energia (LOPES; VALERI, PESSOA-JUNIOR,
2013), enquanto valores positivos sugerem que o processo ¢ endergdnico e de menor
espontaneidade (PAL; KHANUM, 2011).

Os principais parametros cinéticos de estabilidade térmica compreendem a
constante de desnaturagdo térmica (kg) e meia vida (ti2), cujo valores costumam variar
consideravelmente entre as xilanases microbianas. A ti2—tempo em que a atividade enzimatica
atinge 50% do seu valor inicial — diminui conforme a elevagdo de temperatura, o que reflete no
aumento nos valores de kq (ATY et al., 2018; BANKEEREE et al., 2014; FANG et al., 2007,
ROBLEDO et al., 2014; YEGIN, 2017b). Algumas xilanases microbianas apresentam
diminui¢do brusca da ti» quando submetidas ao pequeno incremento de temperatura
(ANDRADE, 2014), enquanto outras se mostram menos sensiveis ¢ demonstram queda menos
acentuada na t12 (PAL; KHANUM, 2011),

Para fins industriais, a desnaturagdo térmica de enzimas ¢ comumente expressa em
termos de valor D (tempo de reducao decimal) e z (intervalo de temperatura requerido para
reduzir o valor D em um ciclo logaritmico). Assim como a ti.2, os valores de D diminuem com
o incremento da temperatura (PAL; KHANUM, 2011). Adicionalmente, valores baixos de z
estdo associados a sensibilidade da enzima ao incremento da temperatura (BARRETT;

GRANDISON; LEWIS, 1999).

3.3  XILO-OLIGOSSACARIDEOS

3.3.1 Estrutura e propriedades biologicas

Os XOs sdo oligossacarideos contendo entre duas a dez unidades de xilose unidas por
ligagdes B-1,4 (IUPAC, 1982) (Figura 4). Estes oligbmeros sao produzidos a partir da hidrdlise da xilana,
principal polissacarideo presente na fragdo hemicelulésica da parede vegetal (GIRIO et al., 2010).
Conforme o grau de substituicdo da xilana, os XOs podem apresentar em sua estrutura grupamentos
laterais como a-D-glicopiranosil 4cido urénico ou seu derivado, grupos acetila e residuos de
arabinofuranosil, os quais sdo responsaveis pela existéncia de XOs ramificados (AACHARY;
PRAPULLA, 2011). Os XOs estao presentes em brotos de bambu, frutas, vegetais € mel, mas nao em
quantidades suficientes para exibir efeito prebidtico (SAMANTA et al.,, 2015), o que justifica a
necessidade de sua producdo em escala industrial (AMORIM et al., 2019a).

Os XOs sao atoxicos e nao carcinogénicos (SINGH; BANERJEE; ARORA, 2015), e

estudos tém demonstrado que estes sdo capazes de exercer seus efeitos benéficos mesmo em baixas doses
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diarias (isto €, dose minima entre 1,4 a 2,8 g/d) (FINEGOLD et al., 2014). Além disso, os XOs possuem
certificagdo GRAS (Generally Recognized as Safe) para uso em alimentos (GRN 458, FDA, 2013), sabor
doce (SAMANTA et al., 2015), prego competitivo em relagdo a outros prebidticos (AMORIM et al.,
2019a), sendo os Unicos oligossacarideos no mercado produzidos a partir de biomassa lignocelulosica
(MONIZ et al., 2016). Devido a estas caracteristicas, os XOs t€m sido aplicados na formulagdo de
alimentos (AYYAPPAN et al., 2016; FERRAO et al., 2018) e em ra¢des animais (ABASUBONG et al.,
2018). Na América do Norte e na Europa, a aplicacdo dos XOs ¢ regulamentada pela Food and Drug
Administration (GRN 458, FDA, 2013; GRN 816, FDA, 2019) e pela European Food Safety Authority
(EFSA, 2018), respectivamente, as quais salientam a seguridade dos oligdmeros. No Brasil, no entanto,

os XOs ainda ndo possuem legislagdo especifica que regulamente a sua utilizagao.

Figura 4 — Estrutura esquematica da xilose e dos xilo-oligossacarideos.

HO o
HO OH X1 = Xilose
H
HO oH
HO o f‘
HO (o] . .
\m\w X2 = Xilobiose
OH

HO OH . .
"o o ~ X3 = Xilotriose
- o] .
HO o o on X4 = Xilotetrose
2 Ho ~ J Xs = Xilopentose
H H X

6 = Xilohexose
X7 = Xiloheptose

Fonte: Adaptado de Carvalho et al. (2013).

Os XOs se mostram mais promissores industrialmente frente a outros oligdmeros
como fruto-oligossacarideos (FOs) e galacto-oligossacarideos (GOs), devido a sua estabilidade
sob temperaturas elevadas e pH acido, fato este fortemente relacionado a sua estrutura
(COURTIN et al., 2009; WANG et al., 2009). Courtin et al. (2009) demonstraram que 67% e
60% das ligagdes B-2,1 dos FOs foram clivadas nos valores de pH 2,0 e 3,0, respectivamente,
ap6s 60 min a 100 °C; enquanto 21% e 9% das ligacdes glicosidicas dos XOs foram hidrolisadas
nos valores de pH 2,0 e 3,0, nesta ordem. No estudo de Wang et al. (2009), 3% e 25% dos XOs
e FOs foram degradados, respectivamente, no processo de pasteurizagao (60 a 100 °C e pH 2,0,
por 30 min); enquanto que na esterilizacao (121 °C e pH 2,0 por 50 min), apenas 16% dos XOs
sofreram degradacao, sendo os FOS completamente degradados. A estabilidade térmica e ao
pH acido sao fatores fundamentais para posterior aplicacdo dos XOs em produtos alimenticios,

uma vez que a maioria dos processos de preservacdo de alimentos utilizam temperaturas
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elevadas e acidez, os quais podem levar a degradagdo dos agucares, afetando as caracteristicas
do produto final.

Os XOs sao considerados oligomeros nao digeriveis devido a capacidade em atravessarem
o trato gastrointestinal superior sem seres degradados (CARVALHO et al., 2013). Devido a isto, a
principal propriedade dos XOs esta relacionada ao seu efeito prebidtico, estimulando o crescimento da
microflora benéfica ao intestino humano e inibindo o desenvolvimento de micro-organismos patogé€nicos
e/ou deteriorantes (AMORIM et al., 2020; NIETO-DOMINGUEZ et al., 2017; SAJIB et al., 2018). A
microflora intestinal utiliza os XOs para sua multiplicagdo e produgao de 4cidos graxos de cadeia curta
(AGCCQ), gases (hidrogénio e COy), lactato, entre outros metabolitos (TOPPING; CLIFTON, 2001). Os
AGCC, em especial o propionato, o acetato e o butirato, além de outros compostos como o lactato, sdo
essenciais para o bom funcionamento do intestino, podendo influenciar positivamente outros locais
distantes do 6rgdo (GIBSON et al., 2017).

O efeito prebidtico dos XOs estd fortemente relacionado com a estrutura ¢ o GP destes
oligdmeros: XOs de baixo GP (GP<S5) produzem acetato e butirato possuem forte efeito bifidogénico,
enquanto XOs de alto GP (GP>5) resultam na diminui¢do acentuada de AGCC (SINGH; BANERJEE;
ARORA, 2015); e XOs com GP entre 2 e 3 apresentam cinética de utilizacdo mais rapida do que XOs
com GP de 4 a 5 (GULLON et al., 2008). Além disso, o grau de substituigio dos XOs pode afetar a
fermentacao dos XOs por bactérias bifidogénicas e lactobacilos, onde estudos demonstraram que espécies
como Bifidobacterium adolescentes sao capazes de utilizar XOs lineares ou contendo ramificagdes de
arabinose, enquanto Lactobacillus brevis fermenta apenas XOs ndo substituidos (FALCK et al., 2013).
Em outro estudo, XOs lineares ou XOs contendo ramificagcdes de arabinose foram fermentados mais
rapidamente por inoculo fecal do que XOs de estrutura mais complexa, isto €, contendo acetilagdes ou
grupamentos de dcido metil glicuronico (KABEL etal., 2002). Tratando-se de outras atividades biologicas
dos XOs, Valls et al. (2018) demonstraram que a atividade antioxidante destes oligbmeros aumenta com
o seu GP e presenca de ramificagdes de 4cido metil glicuronico.

Nos ultimos anos, os efeito prebidticos de XOs obtidos de sabugo de milho (BOONCHUAY
et al., 2014; CHAPLA; PANDIT; SHAH, 2012), palha de trigo (FARYAR et al., 2014), palha de alho
(KALLEL et al., 2015a), palha de milho (BURUIANA et al., 2017), dreche cervejeira (AMORIM et al.,
2020; SAJIB et al., 2018) e bagaco de cana (REDDY; KRISHNAN, 2016) foram demonstrados. No
entanto, outras propriedades bioldgicas sdo atribuidas aos XOs, a saber: prevengao do desenvolvimento
de diabetes (YANG et al., 2015a), neurotoxicidade (KRISHNA et al., 2015) e cancer do colon
(AACHARY et al., 2015); melhoria no metabolismo lipidico (GUERREIRO; OLIVA-TELES; ENES,
2015); estimulacdo a resposta imune (SUN et al., 2013); acdo antioxidante (VALLS et al., 2018; ZHOU
etal., 2018), anti-inflamatéria (HANSEN et al., 2013) e antimicrobiana (YU et al., 2015). Com base nestas
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propriedades, os XOs podem ser aplicados na formulagdo de adogantes de baixa caloria (XIAO et al.,
2013) e em alimentos com alegagdo funcional (BRASIL, 1999; ESFA, 2018).

3.3.2 Producao de xilo-oligossacarideos

Atualmente, diferentes processos de obtengdo de XOs tém sido desenvolvidos a fim de
atender as necessidades do mercado. No entanto, a producgao de XOs ainda ¢ mais dispendiosa comparada
a de outros prebidticos comerciais. Avancos recentes t€m sido realizados no desenvolvimento de
processos ecologicos e mais eficientes, principalmente utilizando materiais abundantes, renovaveis e de
baixo custo como fonte de xilana, e aplicando estratégias integradas de producao, as quais posteriormente
podem ser incluidas no processo de economia circular (AMORIM et al., 2019a).

Segundo Vazquez et al. (2000), trés abordagens distintas podem ser descritas para a produgao
de XOs a partir de biomassa lignocelulosica: (a) Hidrolise enzimatica de materiais lignocelulosicos
contendo xilanas nativas; (b) Fracionamento quimico do material lignocelul6sico para isolar ou solubilizar
axilana, seguido de hidrolise enzimatica do polissacarideo em XOs; (c) Degradacao hidrolitica do material
lignocelulésico em XOs, através do uso de vapor, dgua e/ou solugdes diluidas de acidos ou alcalis. Ja
Samanta et al. (2015) mencionam que, ap6s a extracao da xilana contida na biomassa lignocelul6sica, os
XOs podem ser obtidos por hidrolise quimica, enzimatica ou a combinacao destes processos. Ainda, os
autores mencionam que a biomassa rica em xilana pode ser submetida a auto-hidrolise para a obtencao
direta dos oligdbmeros (Figura 5). Mais recentemente, a degradagao do material lignoceluldsico por micro-
organismos tém demostrado notavel potencial para produgdo de XOs, principalmente devido a
simplicidade do processo (AMORIM et al., 2019a). Cabe lembrar que diferentes estratégias de producado
de XOs resultam em oligdmeros com distintas estruturas e graus de polimerizacdo (GP) (AMORIM et al.,
2018; REDDY; KRISHNAN, 2016; SINGH et al., 2018), o que reflete em suas propriedades bioldgicas
(SINGH; BANERJEE; ARORA, 2015). As vantagens e desvantagens de cada estratégia de producao de
XOs sdo apresentadas na Figura 6.

A auto-hidrolise consiste no tratamento hidrotérmico da biomassa lignoceluldsica
com agua quente ou vapor em reatores em batelada com controle de temperatura (entre 150 e
220 °C). Em condicdes de temperatura elevadas, a cadeia de xilana € progressivamente
quebrada em por¢des menores sob a influéncia dos ions hidrogénio, os quais atuam como
catalisadores na quebra das ligagdes glicosidicas e dos grupos acetila, resultando na liberagao
dos XOs na fase liquida. O tratamento por auto-hidrélise ¢ considerado simples e de baixo
custo, além disso nao utiliza agentes quimicos prejudiciais ao meio ambiente (CHEN et al.,

2014; SAMALA; SRINIVASAN; YADAV, 2015).
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Figura 5 — Estratégias de produ¢do de XOs a partir de materiais lignoceluldsicos.
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Por outro lado, a auto-hidrolise resulta em XOs de maior cadeia (GP > 6) (LI et al.,
2018; SUREK; BUYUKKILECI, 2017) comparado aos obtidos por hidrolise enzimatica
(2<GP<6) (REDDY; KRISHNAN, 2016; SINGH et al., 2018). Os hidrolisados obtidos pela
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auto-hidrélise contém grande numero de compostos toxicos (5-hidroximetil furfural e furfural)
e outros indesejaveis, tais como lignina solivel, monossacarideos, acido acético, compostos
fenolicos e cinzas, sendo necessario realizar longas etapas de purificagcao. Como alternativa, os
XOs podem ser produzidos por hidrdlise enzimatica de xilanas extraidas de biomassa
lignocelulosica (AKPINAR et al., 2010; ALVIRA et al., 2010). A hidrélise enzimatica ¢
preferida na industria de alimentos devido aos problemas associados a auto-hidrolise
(AACHARY; PRAPULLA, 2009).

Na hidroélise enzimatica, a complexidade estrutural da xilana faz com que enzimas
com diferentes especificidades e modos de atuagdo realizem a degradacdo deste agucar
(GOWDHAMAN; PONNUSAMI, 2015). Dentre as enzimas xilanoliticas, duas merecem
destaque: endoxilanase e exo-xilanase (B-xilosidases), onde a primeira estd envolvida na
hidrolise das ligagdes glicosidicas B-1,4 e liberacdo de XOs e eventual xilose, enquanto a
segunda atua na extremidade ndo redutora da xilobiose ou outros XOs, liberando xilose
(SHALLOM; SHOHAM, 2003; SHENG et al., 2014). Assim, extratos xilanoliticos com baixa
atividade de exo-xilanases sdo desejados, pois atenuam a producdo de xilose e aumentam o
rendimento em oligomeros. Além de inibir a atividade de xilanases, a xilose ndo deve estar
presente em hidrolisados prebiodticos, pois ndo promove o crescimento da microflora intestinal
benéfica (FARYAR et al., 2014; REDDY; KRISHNAN, 2016). Somando-se a isso, a hidrolise
enzimatica pode ocorrer na presenga de enzimas auxiliares (a-arabinofuranosidases, B-
glicuronidases, acetil xilana esterase, p-coumaroil e feruloil esterases), que atuam na remog¢ao
de grupamentos laterais da cadeia da xilanas ramificadas (ALOKIKA; SINGH, 2019).

A hidrdlise enzimética, além de ndo resultar em produtos secundarios indesejaveis
e ser operada em condi¢des amenas de temperatura e pressao, conta com a especificidade das
enzimas ¢ maiores rendimentos em XOs devido a menor liberagdo de monossacarideos
(AACHARY; PRAPULLA, 2011; CHAPLA; PANDIT; SHAH, 2012; YANG et al., 2011).
Contudo, o uso eficiente das enzimas depende das varidveis do processo, tais como temperatura,
pH, tempo de reacdo, intensidade de agitacdo, concentragdo de enzima e substrato, além da
presenca de outras espécies quimicas que podem inibir ou acelerar as taxas de reag@o. Para que
a hidrolise enzimatica seja conduzida de modo eficiente, a otimizacdo das condi¢des reacionais
deve ser realizada (AZELEE et al., 2016; BRIENZO; CARVALHO; MILAGRES, 2010). A
producdo de XOs por hidrolise enzimatica sob diferentes condi¢cdes e substratos de reacdo €

apresentada na Tabela 4.
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Tabela 4 — Produgio de XOs por hidrélise enzimatica de materiais lignocelulosicos.

Fonte de Fonte de Condicoes de XOs Rendimento
Referéncia
xilana enzima reacio (g/L) (%)
2,6% substrato BRIENZO;
Bagago  Thermomyces
60 U/g, pH 5,8 37,1 CARVALHO;
de cana lanuginosus
5,0, 50°C MILAGRES, (2010)
2% substrato,
Bagaco
Pichia stipits 25 U/g, pH 5,3 31,8 BIAN et al. (2013)
de cana
5,4,50°C
2% substrato, NIETO-
Bétula Talaromyces .
. 0,05U/g,pH 5,9 28,8 DOMINGUEZ et al.
(madeira)  amestolkiae
4,6, 50 °C (2017)
6% substrato,
Cascade  Thermomyces
133 U/g, pH 5,7 9,5 GUIDO (2016)
arroz lanuginosus
5,5, 60 °C
Cascas de 2% substrato,
Trichoderma
noz de 10 U/g, pH 7,0 35,2 SINGH et al. (2018)
viridea
areca 4,0, 50 °C
_ 3% substrato,
Faia Thermomyces GUIDO; SILVEIRA;
. 200 U/g, pH 9,2 30,6
(madeira)  lanuginosus KALIL (2019)
5,3,50°C
Populus 2% substrato,
tomentosa  Pichia stipits 25 U/g, pH 3,9 36,8 YANG et al. (2011)
(madeira) 5,4,50 °C
2% substrato,
Sabugo Aspergillus CHAPLA; PANDIT;
. 20 U/g, pH 6,7 33,5
de milho foetidus SHAH (2012)
5,3,45°C
Palmaria 1% substrato,
Aspergillus YAMAMOTO et al.
sp. (alga 54 U/g, pH 3,5 35
niger (2019)
vermelha) 4,5,50°C

A produgao de XOs por hidrolise enzimatica tem sido realizada a partir da aplicagdo de

extratos brutos (BIAN et al., 2013) e purificados (NIETO-DOMINGUEZ et al., 2017) de

xilanase obtidos a partir do cultivo utilizando micro-organismos selvagens (REDDY;
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KRISHNAN, 2016) ou cepas recombinantes (LIU et al., 2018), ou de preparados enzimaticos
comerciais (ANTOV; DPORDEVIC, 2017; GUIDO; SILVEIRA; KALIL, 2019). Além disso,
estudos envolvendo a producao de XOs pela a¢do conjunta de xilanases e enzimas auxiliares
(por exemplo, arabinofuranosidases e feruloil esterases) (AVILA et al., 2020; GOLDBECK et
al., 2016; PEREIRA et al., 2018) também sao reportados na literatura. Materiais como sabugo
de milho (CHAPLA; PANDIT; SHAH, 2012; LIU et al., 2018), palha de trigo (ANTOV;
DORPEVIC, 2017), palha de alho (KALLEL et al., 2015a), palha de arroz (MAZLAN et al.,
2019), farelo de trigo (WANG et al., 2009), bagago de cana (BIAN et al., 2013), entre outros,
tém sido empregados como fonte de xilana para a produgdo de XOs por hidrolise enzimatica.

Conforme exposto anteriormente, a produgdo de XOs por hidrolise enzimatica
requer o pré-tratamento da biomassa vegetal a fim de extrair a sua por¢do hemiceluldsica
(xilana) (JONSSON; MARTIN, 2016), o que acrescenta mais uma etapa ao processo e encarece
os custos de producdo. Sendo assim, o uso de micro-organismos na desconstru¢ao da biomassa
lignoceluldsica surge como alternativa promissora para produgdo de XOs, pois possibilita a
obtenc¢ado de oligdmeros em uma tnica etapa e conta com a especificidade do aparato enziméatico
secretado no meio extracelular (AMORIM; SILVERIO; RODRIGUES, 2019). O cultivo direto
permite a producao de hidrolisados contendo grande quantidade de XOs e baixo teor de xilose,
devido a preferéncia dos micro-organismos por acgucares prontamente disponiveis, que sao
primeiramente consumidos antes da degradacdo dos XOs (AMORIM et al., 2019a). Alguns
estudos mencionam a producdo conjunta de XOs e enzimas xilanoliticas no meio de cultivo
(GAUTERIO etal., 2018; MENEZES; ROSSI; AYUB, 2017; PEREIRA et al., 2018), visando
a posterior separagao dos biocompostos produzidos; enquanto outros estao voltados a obtengao
de XOs propriamente dita (AMORIM et al., 2019b).

O uso de biomassas como farinheta de trigo (REQUE et al., 2019) e dreche
cervejeira (AMORIM; SILVERIO; RODRIGUES, 2019) no meio de cultivo, além de
ferramentas da engenharia genética para melhoramento de espécies microbianas (AMORIM et
al., 2018), fazem com que a obteng¢dao de XOs por cultivo microbiano se destaque juntamente
aos processos de hidrolise frente as demais tecnologias empregadas para este fim. Amorim,
Silvério e Rodrigues (2019) avaliaram o potencial de producao de XOs por duas espécies de
Trichoderma a partir de 13 residuos lignocelulosicos da agroindustria. Apos a selecao da
espécie e do substrato, a produgdo de XOs em cultivo submerso foi otimizada. Sob as condi¢des
6timas de cultivo (pH 7,0 , 30 °C, 20 g/L de substrato no meio, 3 dias), a produgdo de XOs
utilizando Trichoderma reesei e dreche cervejeira alcancou o valor de 38 mg/g (mg xilose

equivalente/g substrato). Em estudo posterior, Amorim et al. (2019b) otimizaram a produgao
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de XOs por Bacillus subtilis 3610 geneticamente modificado (isto €, contendo o gene xyn2 de
T. reesei) em meio contendo xilana de madeira de faia. O maximo rendimento de produgao (306
mg XOs/g xilana) foi obtido em cultivo submerso conduzido a pH 6,0, 42,5 °C e concentragao

de xilana de 2,5 g/L com acréscimo até 5 g/l em 3 h de fermentagao.

3.4 CONSIDERACOES FINAIS

Diversos estudos voltados a produgdo de enzimas xilanoliticas por micro-organismos
sdo mencionados na literatura cientifica. Contudo, o uso de leveduras para este fim ainda € pouco
explorado, principalmente quanto a aplicabilidade de substratos agroindustriais como fonte de
xilana no meio de cultivo. Os estudos envolvendo a maximizagdao da producdo de xilanases por
leveduras utilizando substratos de baixo custo ¢ de grande valia, permitindo obter a enzima de modo
mais viavel e economico para posterior aplicagdes, particularmente na obtengdo de XOs.

Os XOs tém recebido grande atencdo por parte da comunidade cientifica devido aos
inimeros beneficios a saude humana. Diversos trabalhos abordam a produgao de XOs por hidrolise
enzimatica, no entanto, ainda sdo poucos os que exploram a maximiza¢ao da sua producao. Logo,
faz-se necessario o conhecimento aprofundado dos principais parametros que influenciam a
producdo de XOs, a fim de obter hidrolisados com caracteristicas interessantes para futuras
aplicagdes. Além disso, a obtengdo de XOs por cultivo submerso ainda ¢ pouco explorada, mas tem
apresentado resultados promissores quanto a produg¢do de oligdbmeros em unica etapa. Avaliar a
producdo de XOs por mais de uma estratégia permite o conhecimento sobre qual a m
abordagem a ser empregada, em termos de rendimento e composi¢do dos oligdmeros, para
posterior uso industrial.

Intimeras sdo as propriedades biologicas dos XOs, no entanto, sdo escassos os estudos
sobre a estrutura, atividade antioxidante e antimicrobiana de oligdmeros obtidos por diferentes
estratégias. Tratando-se dos XOs obtidos por hidrolise de xilanas utilizando xilanases de leveduras,
bem como dos XOs produzidos em cultivo submerso, a avaliagdo das suas propriedades estruturais

e biologicas contribui para o conhecimento aprofundado neste nicho cientifico.
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CAPITULO III
DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO
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DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

As atividades desta tese foram desenvolvidas, em sua maioria, no Laboratorio de
Microbiologia de Biosseparagdes pertencente a Escola de Quimica e Alimentos da Universidade Federal
do Rio Grande. As atividades antioxidantes e antimicrobianas mencionadas no Artigo 5 foram
desenvolvidas no Laboratorio de Fermentagdes do Centro de Engenharia Biologica da Universidade do

Minho (Portugal). A presente tese foi dividida em cinco artigos intitulados como:

Artigo 1: Produgdo de enzimas xilanoliticas e xilo-oligossacarideos por Aureobasidium pullulans em
cultivo submerso;

Artigo 2: Maximizagao da producao de xilanases por Aureobasidium pullulans utilizando farelo de arroz
como fonte de xilana;

Artigo 3: Caracterizagdo do extrato de xilanase bruto e parcialmente purificado de Aureobasidium
pullulans e aplicagdo na produgao de xilo-oligossacarideos;

Artigo 4: Maximizac¢do da produgdo de xilo-oligossacarideos utilizando xilanase bruta de Aureobasidium
pullulans;

Artigo S: Caracterizacdo de hidrolisados contendo xilo-oligossacarideos obtidos por diferentes estratégias

de produgao.
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ARTIGO 1:
PRODUCAO DE ENZIMAS XILANOLITICAS E XILO-OLIGOSSACARIDEOS POR
Aureobasidium pullulans EM CULTIVO SUBMERSO

GAUTERIO, G. V.; VIEIRA, M. C.; GONCALVES, L. G. G.; HUBNER, T.; SANZO, A. V.
L.; KALIL, S. J. Production of xylanolytic enzymes and xylooligosaccharides by
Aureobasidium pullulans CCT 1261 in submerged cultivation. Industrial Crops and
Products, v. 125, p. 335-345, 2018.
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RESUMO

As xilanases sdo enzimas produzidas majoritariamente por micro-organismos € capazes de converter a
biomassa lignoceluldsica em produtos de maior valor agregado de interesse biotecnoldgico, tais como os
xilo-oligossacarideos (XOs). Embora a producdo de xilanases a partir de biomassa vegetal seja
comumente estudada, existem poucos relatos que investigam a produgdo simultanea de enzimas
xilanoliticas € XOs por espécies microbianas. No presente estudo, foi avaliada a produgao conjunta de
enzimas xilanoliticas e XOs por trés cepas de Aureobasidium pullulans (CCT 7521, CCT 4154 e CCT
1261) em cultivo submerso. Ainda, foi verificado o uso de substratos agroindustriais (casca e farelo de
arroz, casca de soja, casca de aveia, pergaminho de café e engaco de uva) com e sem pré-tratamento
alcalino como fonte de xilana para a produgao de xilanases. A cepa CCT 1261 apresentou a maior
atividade enzimatica (74,9 U/mL) e especifica (158,7 U/mg) de xilanases, produtividade (P, 1,25 U/mL.h),
velocidade méxima especifica de crescimento (pimax, 0,18 h!) e concentragio maxima de biomassa (Xmax,
4,1 g/L), além de baixa atividade de B-xilosidase (0,10 U/mL). A produgdo maxima de XOs pela cepa
CCT 1261 foi verificada nas primeiras 12 h de cultivo (1,68 mg/mL), sendo estes oligdmeros compostos
principalmente por xilobiose (0,72 mg/mL) e xilotriose (0,70 mg/mL). Dentre os substratos agroindustriais
avaliados, o farelo de arroz sem pré-tratamento apresentou a maior quantidade de hemicelulose (29,6%) e
baixo teor de lignina (12,2%), o que resultou em alta produgao de xilanase (11,7 U/mL) quando utilizado
como substrato no cultivo submerso. Isto indica que as xilanases podem ser produzidas por A. pullulans
de modo mais econdmico utilizando um material do beneficiamento de arroz, sob condi¢oes de cultivo
submersos que podem ser futuramente maximizadas.

Palavras-chave: Farelo de arroz. Levedura. Oligossacarideos. Substratos agroindustriais. Xilanases.
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1 INTRODUCAO

A biomassa lignoceluldsica ¢ um dos materiais renovaveis mais abundante e amplamente
distribuidos na natureza, sendo compreendida pelos subprodutos oriundos da agroindustria, culturas
energéticas, residuos urbanos e florestais JONSSON; MARTIN, 2016). Existem intimeros substratos
lignocelulésicos potencialmente utilizaveis na obten¢do de produtos de alto valor agregado tais como
biodiesel (PATEL et al., 2015), bioetanol (ALTHURI; GUJJALA; BANERIJEE, 2017), biogas
(LATTIEFF, 2016), filmes biodegradaveis (PEREIRA et al., 2017), xilitol (ABDUL MANAF et al.,
2018), xilo-oligossacarideos (CHANG et al., 2017) e enzimas (KHANAHMADI et al., 2018). Materiais
como madeiras, bagaco de cana, sabugo de milho, torta de malte, palha, casca e farelo de cereais, entre
outros, possuem a fracdo hemiceluldsica constituida principalmente por xilana, heteropolissacarideo
formado por subunidades de xilose conectadas por ligagdes -1,4 e cadeias laterais de arabinose, galactose,
manose, glicose e 4cidos urdnicos (GOWDHAMAN; PONNUSAMI, 2015; GULLON etal,, 2010).

Devido a complexidade estrutural da xilana, a transformagao da biomassa vegetal requer que
um sistema de enzimas com distintas especificidades e modos de agdo atue na quebra da cadeia deste
polissacarideco (GOWDHAMAN; PONNUSAMI, 2015). Duas enzimas pertencentes ao complexo
xilanolitico merecem destaque: a endo-1,4-B-xilanase (CE 3.2.1.8) e a B-xilosidase (CE 3.2.1.37). As
xilanases estdo envolvidas diretamente na quebra das ligagdes glicosidicas -1,4 e liberacdo de XOs e
eventual xilose, enquanto B-xilosidases atuam na extremidade ndo redutora da xilobiose ou de outros XOs,
resultando em xilose (BIELY; SINGH; PUCHART, 2016; SHALLOM; SHOHAM, 2003; SHENG et
al., 2014). As xilanases sdo utilizadas na industria de papel e celulose em substituicdo aos compostos
clorados toxicos (BORUAH et al., 2016); na industria de panificagdo, em especial no melhoramento das
propriedades reologicas da massa, e consequentemente, na qualidade dos paes (YEGIN; ALTINEL;
TULUK, 2018); na indistria de bebidas, principalmente na extragdo e clarificacdo de sucos
(SHAHRESTANI et al., 2016); na formulagdo de ragdes animais, aumentando a sua digestibilidade e
valor nutricional (VANDEPLAS et al., 2010); entre outras.

Dentre as aplicacdes alimenticias, as xilanases tém sido extensivamente
empregadas como biocatalisadores na producdo de XOs a partir de materiais lignocelulosicos
(ANTOV; PORDPEVIC, 2017; CHANG et al., 2017; KALLEL et al., 2015a; REDDY;
KRISHNAN, 2016), uma vez que as reagdes envolvidas contam com a especificidade
enzimatica, ocorrem em condi¢des moderadas de temperatura e pressdo, € ndo formam
compostos indesejaveis ou toxicos (CHAPLA; PANDIT; SHAH, 2012; YANG et al., 2011).
Os XOs sdo oligomeros ndo digeriveis contendo entre duas a dez unidades de xilose unidas por

ligacdes B-1,4 (IUPAC, 1982). Diversos estudos demonstram que os XOs exibem efeito
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prebidtico devido a sua capacidade em estimular seletivamente o crescimento da microbiota do
colon (KALLEL et al.,, 2015a; LIN et al., 2016), melhoram o metabolismo lipidico
(GUERREIRO; OLIVA-TELES; ENES, 2015) e a estimulagao da resposta imune (SUN et al.,
2013), além de apresentarem acao antioxidante (ANTOV; DORDEVIC, 2017; VALLS et al.,
2018), antimicrobiana (YU et al., 2015) e anti-inflamatéria (HANSEN et al., 2013). Os XOs
possuem certificacio GRAS (Generally Recognized as Safe) para uso em alimentos (GRN 458,
FDA, 2013) e se mostram industrialmente promissores devido a estabilidade sob altas
temperaturas e pH acido (WANG et al., 2009), além de serem os unicos oligdmeros no mercado
obtidos a partir da biomassa vegetal (MONIZ et al., 2016).

Fungos filamentosos (AHMED et al., 2016) e bactérias (IRFAN et al., 2016)
produzem altos niveis de xilanases no meio extracelular, porém algumas espécies também
secretam celulases (ANG et al., 2013; REIS et al., 2013) e B-xilosidases (TERRASAN et al.,
2013), as quais sdo indesejaveis para algumas aplicacdes industriais. As B-xilosidases, por
exemplo, sdo responsaveis pelo acimulo de xilose e possivel inibi¢ao da atividade das xilanases
(VAZQUEZ et al., 2002). Por outro lado, diversas leveduras secretam xilanases livre de
celulases (BANKEEREE et al.,, 2016; OTERO et al., 2015) e baixas quantidades de
B-xilosidases (CHRISTOV et al., 1997; OTERO et al., 2015), o que implica na ndo formagao
de xilose residual, obtendo-se de extratos extracelulares mais homogéneos e maiores
rendimentos em XOs quando aplicadas para este fim.

A levedura Aureobasidium pullulans tem sido reconhecida como produtora de
diversas enzimas (LEATHERS et al., 2013; LEMES et al., 2019; RICH et al., 2013), incluindo
xilanases (LEATHERS et al., 2013; YEGIN et al., 2017) com baixa atividade de B-xilosidases
(CHRISTOV et al., 1997), até quando substratos agricolas sao utilizados como fonte de xilana
(BANKEEREE et al., 2016; LEITE et al., 2007; YEGIN, 2016; YEGIN et al., 2017). Além
disso, estudos demonstram que A. pullulans também produz o exopolissacarideo pululana (AN
et al., 2017), fruto-oligossacarideos (DOMINGUEZ et al., 2012) e feruloil oligossacarideos
(YU; GU, 2014). Embora a produgdo de xilanases por leveduras seja comumente estudada,
existem poucos relatos que investigam a producao conjunta de enzimas xilanoliticas e XOs por
espécies microbianas, ndo sendo encontrados relatos que mencionem a produgdo de XOs por
A. pullulans durante o cultivo submerso. Diante deste cenario, o presente estudo teve como
objetivo avaliar a producao de enzimas xilanoliticas e XOs por trés cepas de A. pullulans, bem

como o uso de substratos lignoceluldsicos como fonte de xilana para a produgdo de xilanases.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL

As cepas Aureobasidium pullulans CCT 7521, Aureobasidium pullulans CCT 4154 ¢
Aureobasidium pullulans var. melanigenum CCT 1261 foram adquiridas da Colegao de Culturas Tropical
da Fundagdo André Tosello (Campinas, Brasil), e foram originalmente isoladas de suplementos militares
deteriorados (CCT 7521), solo (CCT 4154) e madeira (CCT 1261). Os substratos agroindustriais — farelo
e casca de arroz, casca de soja e de aveia, engago de uva e pergaminho do café — foram cedidos gentilmente
por industrias de beneficiamento e processamento da regiao Sul do Rio Grande do Sul.

A xilana de madeira de faia, o substrato sintético p-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo (pNPX),
e os padrdes de xilose, arabinose, glicose e celobiose foram obtidos da Sigma-Aldrich (San Luis, Estados
Unidos). A acetonitrila grau HPLC foi obtida da J. 7. Baker (Avantors, Bridgewater Township, Estados
Unidos). Os padrdes de XOs (xilobiose, xilotriose, xilotetralose e xilopentose) foram adquiridos da
Megazyme (Bray, Irlanda). As colunas cromatograficas para andlise de XOs (Aminex HPX-42A,
dimensdo 300 mm x 7,8 mm) e de monossacarideos (Zorbax Carbohydrates, dimensdo 250 mm X
4,6 mm) foram adquiridas da Bio-Rad Laboratories (Hercules, Estados Unidos) e da Agilent (Santa Clara,

Estados Unidos), respectivamente. Todos os demais reagentes utilizados foram de grau analitico.

2.2 PREPARO DOS SUBSTRATOS AGROINDUSTRIAIS

Os substratos foram secos em estufa (50 °C por 24 h) e submetidos a reducdo de
tamanho e peneiramento, até a obten¢ao de particulas menores que 0,5 mm (farelo e casca de
arroz, casca de aveia e engago de uva) ou 1,18 mm (casca de soja e pergaminho de café). Apos,
os substratos foram armazenados em sacos de polietileno a -18 °C até sua utilizagao.

O pré-tratamento dos substratos (10%, m/v) consistiu em submeté-los a solucao de
hidroxido de sodio (NaOH) 2% (m/v) (SINDHU et al., 2017) e posterior autoclavagem (121 °C
por 30 min) da mistura (GOYAL et al., 2008). Em seguida, o residuo solido foi lavado com
agua destilada até a neutralizagao, recuperado por filtracdo a vacuo em membrana Whatman n°
1 (Milipore, Burlington, Estados Unidos) e distribuido em placas de Petri de modo a formar
uma camada fina e homogénea, onde foi seco em estufa (50 °C por 24 h). Apos a secagem, o

residuo foi retirado das placas e triturado em moedor de bancada até a obtencao de um p¢ fino.
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2.3 CARACTERIZACAO DOS SUBSTRATOS AGROINDUSTRIAIS

A composi¢ao proximal dos substratos agroindustriais sem pré-tratamento foi
realizada conforme a metodologia descrita pela AOAC (2000), a saber: umidade (n° 935.29),
proteinas (n°® 920.87), lipidios (n® 920.85) e cinzas (923.03). Os carboidratos totais foram
estimados por diferenga.

Para determinar o conteudo de hemicelulose, celulose e lignina, os substratos foram
submetidos a hidrélise 4cida utilizando acido sulfurico (H2SO4) 72% (m/m) na proporcao 1:10
(m/v), mantidos em banho termostatico a 30 °C com agitacdo vigorosa (bastio de vidro) durante
1 h. Em etapa pos-hidrdlise, o acido foi diluido a 4% (m/m) pela adigdo de agua deionizada, e
o contetdo foi autoclavado a 121 °C por 1 h (SLUITER et al., 2008). O hidrolisado 4cido foi
filtrado em membrana Whatman n°® 1 (Milipore, Burlington, Estados Unidos) previamente
tarada, sendo o conteudo retido (lignina insolivel) seco em estufa a 80 °C até massa constante.
O teor de lignina soluvel no filtrado foi determinado conforme Goldschmid (1971), pela leitura
da absorvancia em espectrofotdmetro da amostra previamente diluida, nos comprimentos de
onda 215 nm e 280 nm, e calculado conforme a Equacdo 1. O teor de lignina insoluvel foi
calculado conforme a Equacdo 2. A lignina total foi obtida pela soma dos teores de lignina

soluvel e insoluvel.

((4,538 X Ayys5)- Aggo) X FD
300 XMiamOStra

Teor de lignina soluvel (%) = X100 (1)

famo stra

Teor de lignina insoluvel (%) =— X100 (2)

amostra

Onde M; e My sdo as massas inicial e final do residuo solido, respectivamente; FD
¢ o fator de diluicdo; e Azi5 € Azgo sdao as absorvancias obtidas nos comprimentos de onda de
215 nm e 280 nm, respectivamente.

Os agucares contidos no filtrado foram quantificados por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) conforme o item 2.6.3. As concentragdes de glicose, arabinose, xilose
e celobiose foram determinadas a partir de curvas de calibragdo previamente construidas dos
respectivos agtcares. O teor de hemicelulose (xilose + arabinose) e celulose (glicose +
celobiose) dos substratos foram calculados conforme as Equacdes 3 e 4, respectivamente,

considerando os fatores de correcdo para pentoses (0,88), hexoses (0,90) e celobiose (0,95).
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Canidr0= Cx X CRanidro (3)

1
Canidro x Vﬁltrado X m

M;

Teor de hemicelulose ou celulose (%) =

(4)

Onde Cx ¢ a concentragao dos monossacarideos e dissacarideo (mg/mL), CRanidro €
o fator de conversdo para os agucares, Canidro € @ concentragcdo de hemicelulose ou de celulose
corrigida (mg/mL), Viiwado € 0 volume de filtrado (86,73 mL) e M; a massa inicial do substrato.
As caracteristicas microestruturais dos substratos foram observadas em
microscopio eletronico de varredura (JSM-6610LV, Jeol, Akishima, Japdao) a partir do
recobrimento das amostras com ouro (Sputter coater, Denton Vaccun, Moorestown, Estados

Unidos), voltagem de 15 kV e magnificacdo de 1500x.

2.4 PRODUCAO DE ENZIMAS XILANOLITICAS E XILO-OLIGOSSACARIDEOS

2.4.1 Manutencio do micro-organismo e preparo de pré-indculo e inéculo

Para a manutencao das cepas de 4. pullulans foram realizados repiques periddicos para tubos
contendo 4gar batata dextrose inclinado, sendo estes mantidos a 24 °C em estufa por 72 h. O meio de pré-
indculo e indeulo foi composto (g/L) por xilose (10), base nitrogenada de levedura (6,7) suplementada
com sulfato de amonio (NH4)2SOs) (5), asparagina (2) e fosfato de potassio (KH2POa) (5) (CHRISTOV
et al., 1997). O meio isento de xilose foi esterilizado em autoclave (121 °C por 15 min) e adicionado de
uma solucdo concentrada de xilose previamente esterilizada por filtragio em membrana de acetato de
celulose (Milipore, Burlington, Estados Unidos) de 0,22 pum.

O pré-indeulo foi preparado através da transferéncia da massa celular (algada) da superficie
do &gar para tubos contendo meio estéril (5 mL), os quais foram incubados em estufa a 28 °C por 24 h.
Para o preparo do inoculo, o volume do pré-indculo (5 mL) foi vertido para frascos Erlenmeyer de 250

mL contendo 0 mesmo meio (45 mL), sendo mantidos a 28 °C e agitagdo orbital (150 rpm) por 24 h.
2.4.2 Selecdo dalevedura para producio de enzimas xilanoliticas e xilo-oligossacarideos
Trés cepas de A. pullulans foram avaliadas quanto a producdo de enzimas

xilanoliticas e XOs. Os cultivos submersos foram realizados em frascos Erlenmeyer aletados

de 500 mL contendo meio estéril (150 mL) composto por (g/L) xilana de madeira de faia (10),
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extrato de levedura (1), KH2PO4 (5) e (NH4)2SO4 (2) em pH 5,0 (YEGIN, 2017a). Os meios
foram esterilizados em autoclave (121 °C, 15 min). Os frascos foram inoculados com 2 % (v/v)
de indculo com densidade 6tica (DO) de 0,8 a 620 nm (SUGUMARAN et al., 2013), sendo
mantidos a 28 °C sob agitagao orbital (150 rpm) por 96 h. Amostras (5 mL) foram coletadas
assepticamente a cada 12 h e centrifugadas (21.380 x g, 4°C, 10 min). O sobrenadante livre de
células foi analisado quanto ao contetido de XOs (item 2.6.3), atividade enzimatica (endo-3-
1,4-xilanase e B-xilosidase) (item 2.6.1), concentragao de proteinas soliveis (item 2.6.2) e pH
(item 2.6.2). O sedimento da centrifugacao foi utilizado para a determinacao de biomassa (item
2.6.2). Os cultivos foram realizados em triplicata. Ainda, um ensaio controle foi conduzido

substituindo o volume de inoculo (2%, v/v) por meio estéril.

2.4.3 Selecao do substrato agroindustrial para a producio de xilanases

Os substratos agroindustriais com e sem pré-tratamento foram utilizados como
fonte de xilana para a producdo de xilanases pela cepa A. pullulans CCT 1261 em cultivo
submerso. Os cultivos foram conduzidos em frascos Erlenmeyer aletados conforme descrito no
item 2.4.2, substituindo a xilana de faia pelo substrato agroindustrial (10 g/L) no meio de
cultivo. Os fracos foram mantidos a 28 °C e sob agitacdo orbital (150 rpm) durante 96 h
(substratos nao tratados) ou 240 h (substratos pré-tratados). Amostras (5 mL) foram coletadas
assepticamente a cada 24 h e centrifugadas (21.380 x g, 4°C, 10 min). O sobrenadante livre de
células foi analisado quanto a atividade de endo-f-1,4-xilanase (item 2.6.1), concentragdo de

proteinas soltveis (item 2.6.2) e pH (item 2.6.2). Os cultivos foram realizados em triplicata.

2.5 DETERMINACAO DOS PARAMETROS CINETICOS DE CULTIVO

Os parametros cinéticos foram determinados a partir da curva de crescimento de
cada uma das cepas de A. pullulans (Apéndice 1). Os valores de biomassa (X) e a regressao
exponencial foram utilizados para calcular a velocidade maxima especifica de crescimento
(imax, h!) durante a fase logaritmica (BAILEY; OLLIS, 1986). A méixima concentra¢io de
biomassa foi designada como Xmax (g/L). A produtividade (P) no ponto de maxima produgao
de xilanase foi calculada conforme a Equacdo 5, onde A ¢ a atividade de xilanase (U/mL) no

tempo t; (h), enquanto Ay ¢ a atividade de xilanase (U/mL) no tempo inicial de cultivo (to).
Ae - Ay
tr -1y

P:

)
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2.6 DETERMINACOES ANALITICAS

2.6.1 Atividade enzimatica de endo-fB-1,4-xilanase e de B-xilosidase

A atividade enzimatica de endo-p-1,4-xilanase foi determinada conforme Bailey,
Biely e Poutanen (1992) utilizando como substrato a xilana de madeira de faia 1% (m/v)
praparada em tampao citrato de soédio 50 mmol/L pH 5,3. A mistura reacional, composta por
0,9 mL de substrato e 0,1 mL de extrato enzimatico, foi incubada a 50 °C por 5 min. Apés, a
reacdo foi interrompida pela adicdo de 1,0 mL de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). A
quantificagdo dos agucares redutores liberados a partir da xilana foi realizada conforme Miller
(1959), correlacionando com a curva padrao de xilose a 540 nm (Apéndice 1). Uma unidade
(U) de atividade enzimaética foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1
umol de xilose por minuto, sob as condi¢des descritas do ensaio.

A atividade enzimatica de B-xilosidase foi determinada conforme Tan, Mayers e
Saddler (1987) utilizando como substrato o p-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo (pNPX) 0,2%
(m/v) preparado em tampao acetato de sodio 50 mmol/L pH 4,8. A mistura reacional, composta
por 0,8 mL de substrato e 0,2 mL do extrato enzimatico, foi incubada a 50 °C por 30 min. Apds,
areacdo foi interrompida pela adicdo de 2 mL de carbonato de sodio 10% (m/v). O p-nitrofenol
(pNP) liberado pela agdo da B-xilosidase foi quantificado a 410 nm, correlacionando com sua
curva padrao (Apéndice 1). Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a
quantidade de enzima que libera 1 umol de pNP por minuto, sob as condi¢des de ensaio.

A atividade especifica (U/mg) foi determinada como a razdo entre a atividade

enzimatica (U/mL) e o teor de proteinas soltveis (mg/mL).

2.6.2 Biomassa, pH e proteinas soluveis

A concentragdo de biomassa (g/L) foi estimada pela medida da densidade Optica a
620 nm e conversdo a biomassa seca a partir da curva de calibracdo (Apéndice 1). Para a
construcdo da curva, a biomassa foi separada do meio de cultivo por centrifugagdo (4757 x g,
30 min, 4 °C), lavada e ressuspendida em dgua destilada para leitura da absorvancia. A biomassa
seca foi obtida pela lavagem das células com agua destilada e secagem a 105 °C até massa
constante (GALIOTOU-PANAYOTOU; KALANTZI; AGGELIS, 1998).

A concentracao de proteina solivel foi determinada conforme Lowry et al. (1951), utilizando
albumina de soro bovino como padrio (Apéndice 1). A determinacdo do pH foi realizada em

potenciometro digital de acordo com a AOAC n° 972.44 (AOAC, 2000).
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2.6.3 Analises de carboidratos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Os sobrenadantes livre de células oriundo dos cultivos microbianos (item 2.4.2), bem como
as fracdes liquidas obtidas da hidrdlise acida (item 2.3), foram filtrados em membrana de fluoreto de
polivinilideno de 0,22 pm (Milipore, Burlington, Estados Unidos) e analisados em cromatografo liquido
(Prominence®, Shimadzu, Quioto, Japao) equipado com detector de indice de refracao (RID-10A), injetor
automatico (SIL-20AHT) e forno de colunas (CTO-20A). Em ambas as analises por CLAE, o controle
do equipamento e aquisi¢ao dos dados foi feito pelo software LC Solution®.

Na quantificagdo de XOs, aliquotas de 20 pL da amostra foram injetadas e eluidas a
0,4 mL/min utilizando 4gua ultrapura como fase movel (Milli-Q, Milipore, Burlington, Estados Unidos)
da coluna Aminex HPX-42A. A coluna foi utilizada a 50 °C e o tempo de corrida foi de 40 min. A
identificagdo dos oligdmeros foi realizada pelos tempos de retengdo, enquanto as concentragdes de XOs e
xilose foram determinadas pelas curvas de calibragdo construidas com o pool de padroes (1 a 10 mg/mL).

Na quantificagdo de monossacarideos (glicose, xilose, arabinose) e dissacarideos (celobiose),
aliquotas de 20 puL da amostra foram injetadas e eluidas a 0,7 mL/min utilizando uma mistura composta
por acetonitrila e agua ultrapura na proporgao 65:35 (v/v), respectivamente, como fase movel da coluna
Zorbax Carbohydrates. A coluna foi utilizada a 30 °C e o tempo de corrida foi de 20 min. A identificagdo
dos acucares foi realizada a partir dos seus tempos de retencao, € os seus teores foram determinados atraveés

das curvas de calibragdo construidas com o pool dos padroes (0,1 a 18 mg/mL).

2.7 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Os ensaios realizados com réplicas e Unico fator foram submetidos ao teste ¢ ou
Andlise de Variancia Univaridvel (One-way ANOVA) seguido da comparagao post-hoc Tukey,
ao nivel de 5% de significancia (p<0,05). Em todas as analises estatisticas, os pressupostos de
normalidade, independéncia e homocedasticidade dos residuos foram previamente verificados.
O software utilizado para o tratamento estatistico dos dados foi o Statistica 5.0 (Statsoft Inc.,

Tulsa, Estados Unidos).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 PRODUCAO DE ENZIMAS XILANOLITICAS E XILO-OLIGOSSACARIDEOS

A Figura la e a Tabela 1 apresentam a cinética de producao de xilanases e os valores
de atividade enzimatica para as trés cepas de 4. pullulans, respectivamente. Dentre as cepas em
estudo, a CCT 1261 apresentou a maior atividade de xilanase (74,9 U/mL, Tabela 1), a qual foi
alcancada em 60 h e permaneceu constante até¢ 96 h de cultivo (Figura 1a). Ja as cepas CCT
7521 (2,6 U/mL) e CCT 4154 (3,4 U/mL) alcangaram a maxima atividade de xilanase (Tabela
1) em 36 h de cultivo. Para 0 mesmo tempo de cultivo (36 h), a cepa CCT 1261 ja havia
produzido xilanases com atividade de 47,2 = 1,1 U/mL. A producao de xilanase alcangada por
CCT 7521 e CCT 4154 foi similar a reportada por Nasr et al. (2013) para a cepa A. pullulans
SN090, a qual apresentou atividade enzimatica maxima de 2,7 U/mL em 48 h de cultivo. Em
contraste, a produgdo de xilanase por CCT 1251 foi similar a de algumas espécies de A.
pullulans isoladas por Manitchotpisit et al. (2009), as quais foram capazes de secretar altos
niveis da enzima (45,4 a 152,4 U/mL).

Yegin (2017a) observou que a cinética de producdo de xilanase variou entre as
quatro cepas de A. pullulans (DMS 2404, NRRL Y-2311-1, P56 e NRRL Y12, 974) cultivadas
em meio contendo xilana de faia. Enquanto a cepa NRRL Y-2311-1 apresentou a méaxima
atividade de xilanase (~ 140 U/mL) em 96 h, as cepas NRRL Y12, 974 (~ 40 U/mL) e DMS
2404 (~ 15 U/mL) alcangaram o valor méximo de atividade em 48 h, sendo esta constante até
o término do cultivo (168 h). Estudos taxondmicos demonstram que cepas de A. pullulans
isoladas de regides tropicais e subtropicais, também conhecidas como ““variantes de cor”, sao
produtoras promitentes de xilanases quando comparadas as cepas tipicamente pigmentadas,
indicando que a produgdo de xilanases pela levedura varia entre as diferentes espécies
(LEATHERS, 1986; MANITCHOTPISIT et al., 2009). Além disso, a produ¢ado de xilanase por
A. pullulans CCT 1261 (74,9 U/mL) foi superior aos niveis alcan¢ados por alguns fungos
filamentosos e leveduras cultivados em meio contendo xilana de faia, tais como Penicillium
oxalicum (70,0 U/mL) (LIAO et al., 2012), Penicillium janczewskii (30,4 U/mL) (TERRASAN
etal., 2010), Penicillium glabrum (25,4 U/mL) (KNOB et al., 2013), Thermomyces lanuginosus
(62,7 U/mL) (KHUCHAROENPHAISAN; TOKUYAMA; KITPREECHAVANICH, 2010),
Thielaviopsis basicola (~ 45 U/mL) (RANI et al., 2014), Cryptococcus sp. (11,3 U/mL)
(LOPES et al., 2011) e Cryptococcus laurentii (2,7 U/mL) (OTERO et al., 2015).
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Figura 1 — Acompanhamento da atividade (a) de endo-fB-1,4-xilanases, (b) B-xilosidase, (c)
pH e (d) biomassa durante o cultivo de trés cepas de 4. pullulans.

~ |@ (b)
2 80 0.20
=) &)
Q g0,16
g 60 2
E 3
% $0,12
T 40 ke
& =
—é & 0,08
(o]
g E 0,04
& <
z 0 0,00
0 12 24 36 48 60 72 84 96 0 12 24 36 48 60 72 84 96
Tempo (h) Tempo (h)
c (d)
4() )
=
2
©
w2
2 EN
g
2
ml 2
0 0
0 12 24 36 48 60 72 84 96 0 12 24 36 48 060 72 84 96
Tempo (h) Tempo (h)
©
0,8
Q
£06
&
E
E
204
E
<
£
02
g
[y
0,0
0 12 24 36 48 60 72 8 9%
Tempo (h)

Média + desvio padrdo (n = 3). Legenda: o CCT 7521, ¢ CCT 4154 ¢ m CCT1261.



82

Uma vez que a concentragdo de proteinas diminuiu durante o cultivo das trés cepas
de A. pullulans (Figura le), a atividade especifica aumentou conforme o incremento ou a
constancia nos valores de atividade enzimatica de xilanase. As maximas atividades especificas
para CCT 7521 e CCT 4154 foram obtidas no ponto de maxima atividade de xilanases (Tabela
1) e diminuiram ao longo do cultivo devido a redug@o da producdo da enzima. Por outro lado,
a CCT 1261 apresentou a maior atividade especifica (Tabela 1) comparada as demais cepas em
estudo, e seu valor manteve-se constante até as 96 h de cultivo. A cepa CCT 1261 também
apresentou a maior produtividade (P) (Tabela 1) em termos de xilanase, o que € importante para
futuras aplicagdes industriais. Em 36 h de cultivo, a cepa CCT 1261 alcangou P de 1,33 +
0,33 U/mL.h, a qual foi 19 e 14 vezes superior as obtidas por CCT 7521 (0,07 £+ < 0,01 U/mL.h)
e CCT 4154 (0,09 =< 0,01 U/mL.h), respectivamente.

Tabela 1 — Atividades enzimaticas de xilanase (MX) e B-xilosidase (MBX), atividade
especifica de xilanase (AEX), produtividade enzimatica (P) e parametros cinéticos de
producdo obtidos durante o cultivo de cepas de A. pullulans em meio contendo xilana de faia.

MX AEX P Xmax Mmax

Cepa MBX (U/mL)

(U/mL) (U/mg) (U/mL.h) (g/L) (hh
CCT 2,6+0,1° 5,6 + 0,4° 0,07£<0,01° 0,07 +<0,01° 3,3+0,2° 0,12+£0,01°
7521 (36 h) (36 h) (36 h) (48 h) (60h)
CCT 34+02° 9,5+0,9° 0,09 +<0,01> 0,19+<0,01* 2,9+0,1° 0,17+0,01°
4154 (36 h) (36 h) (36 h) (96 h) (24 h)
CCT 749+0,8 158,7<=10,7* 1,25+0,012 0,19+0,01* 4,1 £0,2° 0,18 £0,01°
1261 (60 h) (60 h) (60 h) (48 h) (60 h)

Meédia + desvio padrio (n = 3). Letras mintisculas iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca
estatistica entre as médias ao nivel de 5% de significancia pelo teste Tukey (p>0,05).

A baixa producdo de B-xilosidase foi observada para todas as cepas investigadas
(Tabela 1). Conforme exposto na Figura 1b, a atividade de B-xilosidase aumentou ligeiramente
durante o cultivo microbiano. Diversos estudos demonstram que cepas de A. pullulans
produzem B-xilosidases intra (BANKEEREE et al., 2018; CHRISTOV et al., 1999; HAY ASHI
etal., 2001; OHTA et al., 2010) ou extracelulares (CHRISTOV et al., 1997, DOBBERSTEIN;
EMEIS, 1991), no entanto, o presente estudo avaliou apenas a produg¢do da enzima
extracelularmente. Além disso, as atividades de B-xilosidase apresentadas por CCT 4154 ¢ CCT
1261 foram similares a reportada por Christov et al. (1997) para a enzima extracelular (0,20
U/mL) de A. pullulans NRRL Y-2311-1. Embora as trés cepas tenham apresentado baixos

niveis de PB-xilosidase, a relacdo B-xilosidase/xilanase foi menor para CCT 1261. Extratos



83

enzimaticos com baixa relagdo B-xilosidase/xilanase sdo preferiveis para a sintese de XOs, pois
atenuam a producio de xilose que pode inibir a atividade de xilanase (VAZQUEZ et al., 2002)
e resultar em misturas de XOs impuras ¢ com baixas propriedades prebioticas (ESCARNOT;
AGUEDO; PAQUOT, 2012). Com base nos niveis de xilanase e B-xilosidase observados neste
estudo, a cepa CCT 1261 se mostrou a mais indicada para posterior aplicagcdo na producao de
XOs por reagdes de hidrolise.

Conforme mostra a Figura lc, as cepas de 4. pullulans apresentaram diferentes
perfis de crescimento celular. As cepas CCT 7521 e CCT 4154 alcangcaram Xmax em 60 h e
24 h (Tabela 1), respectivamente, a qual permaneceu constante até 96 h de cultivo. Além disso,
ambas as cepas secretaram mais xilanases durante a fase de crescimento exponencial, e
consequentemente, o pico de atividade maxima ndo coincidiu com o pico de producdo méaxima
de biomassa. Em contraste, a cepa CCT 1261 apresentou Xmax € maxima atividade de xilanase
em 60 h, e valores constantes foram observados para ambos até as 96 h de cultivo. Leathers
(1986) menciona que a cepa A. pullulans Y-2567 tipicamente pigmentada secreta xilanases
apenas durante o seu crescimento exponencial em meio contendo xilana, enquanto a cepa
variante de cor Y-2311-1 produz xilanases a uma taxa constante até um dia apds a fase
estacionaria. Comportamento andlogo de crescimento celular foi reportado por Li et al.
(2007b) durante a produgdo de glicoamilases por A. pullulans N13d. Os autores observaram
que as maiores produgdes da enzima foram alcancadas quando o crescimento celular atingiu a
fase estacionaria. Ainda, Priem et al. (1991) mencionam a existéncia de uma conexao estrita
entre o crescimento celular e a produgao de xilanases por A. pullulans CBS 58475, onde tanto
a producao de biomassa quanto a da enzima aumentaram até as 30 h de cultivo e permaneceram
constantes durante a fase estacionaria.

A Tabela 1 também mostra que valores similares de pmax foram obtidos para todas
as cepas investigadas, os quais foram superiores ao observado durante o crescimento de
A. pullulans CBS 58475 em meio contendo xilose/glicose para a producdao de xilanases
(0,097 1/h) (PRIEM; DOBBERSTEIN; EMEIS, 1991), ¢ de 4. pullulans 201253 em meio
contendo sacarose para a produgdo de pululana (AN et al., 2017). Armando et al. (2014) relatam
que baixos valores de ptmax indicam que o crescimento celular e a produgdo enzimatica estdo
relacionados, a fim de degradar o substrato presente no meio de cultura. Ainda, os valores de
Umax Obtidos no presente estudo foram similares aos de Otero et al. (2015) para Cryptococcus
laurentii (0,13 h™') durante a produgdo de xilanase em meio contendo xilana de faia.

Em relacdo ao pH (Figura 1d), todas as cepas apresentaram diminui¢do no seu valor

inicial (5,0) até 3,7 em 24 h de cultivo. A partir deste ponto, o pH aumentou para CCT 7521 e
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CCT 4154, alcancando os valores maximos de 5,7 e 5,6, respectivamente, em 96 h de cultivo.
Yegin et al. (2017) observaram comportamento semelhante durante a producao de xilanases por
A. pullulans Y-2311-1, onde o pH diminuiu do valor inicial (4,6) para 3,8 em 24 h conforme o
aumento na producao da enzima, e voltou aumentar ao longo do cultivo. Os autores mencionam
que a diminui¢do do pH ocorre devido ao rapido consumo de carboidratos soluveis facilmente
metabolizaveis, resultando na sintese de metabdlitos acidos. Por outro lado, a cepa CCT 1261
apresentou menor variagao do pH apos 24 h, o qual se manteve entre 3,5 (36 h) € 3,9 (84 h), e
alcancou o valor méximo de 4,1 ao término do cultivo (96 h). Uma vez que a cepa CCT 1261
apresentou maior atividade de xilanase, ¢ esperado que mais carboidratos soluveis facilmente
metabolizaveis estejam disponiveis no meio de cultura para serem consumidos pelo micro-
organismo. Conforme estes carboidratos sdo consumidos, mais metabolitos acidos sdo gerados
no meio extracelular, e consequentemente, o pH do meio permanece baixo.

A Tabela 2 apresenta os resultados referentes a produgdo de XOs pelas trés cepas
de A. pullulans em meio contendo xilana de faia. Todas as cepas apresentaram contetido de
XOs significativamente superior ao obtido no ensaio controle (sem adi¢do da levedura). A
producdo de XOs em maiores concentragdes para todas as cepas foi observada em 12 h de
cultivo. A presenca de xilose (1,65 mg/mL), xilobiose (0,13 mg/mL) e xilotriose (0,07 mg/mL)
apos 24 h de cultivo, bem como de xilose ap6s 36 h (0,57 mg/mL), 48 h (0,08 mg/mL), 60 h
(0,06 mg/mL) e 72 h (0,07 mg/mL), foi observada para a cepa CCT 7521. Xilobiose (0,05
mg/mL), xilotriose (0,05 mg/mL) e xilose (0,07 mg/mL) foram quantificadas em 24 h de cultivo
para a cepa CCT 4154. De modo similar, a presenga de xilotriose (0,06 mg/mL) e xilose (0,34
mg/mL) foi constatada em 24 h de cultivo para a cepa CCT 1261. A presenca de XOs e xilose
em 36, 48, 60, 72, 84 ¢ 96 h de cultivo para as cepas CCT 4154 e CCT 1261 nao foi observada.

As cepas CCT 1261 e CCT 4154 apresentaram menor contetido de XOs as 12 h de
cultivo comparado a CCT 7521 (Tabela 2). Além disso, estas cepas apresentaram maior
atividade da xilanase e concentra¢ao de biomassa em relagdo a CCT 7521 em 24 h de cultivo.
Com base nisso, ¢ possivel supor que A. pullulans utilize os oligossacarideos produzidos como
fonte de carbono para seu crescimento e para a produ¢do de xilanase. Especialmente no caso de
CCT 1261, que se destacou devido a alta atividade da xilanase e a concentragdo de biomassa, a
auséncia de XOs nas ultimas horas de cultivo foi observada. Comportamento similar foi
relatado por Menezes et al. (2017) durante a producdo de xilanases e XOs por Aspergillus
brasiliensis BLf] em cultivo em estado s6lido. Os autores perceberam que a maior concentragao

de XOs ocorreu em 48 h e que apenas a xilose foi detectada ao final do cultivo (216 h).
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Tabela 2 — Producao de XOs pelas trés cepas de A. pullulans em 12 h de cultivo em meio
contendo xilana de faia.

Acucar Tr Concentracio (mg/mL)
Controle 12 h
CCT CCT CCT
7521 4154 1261
Xilose (X1)  26,3-26,9 0,23+0,01° 0,31+0,03° 0,66+0,04* 0,67+ 0,03°
Xilobiose (X2)  23,6-24,2  0,10£0,02¢  1,04+£0,03* 080+0,03°  072+0,01°
Xilotriose (X3)  21,5-22,1 0,10£<0,01¢ 0,57+0,03®> 0,35+£0,03° 0,70 = 0,02?
Xilotetraose (X4) 19,8-20,3 0,07+<0,01°> 0,09+0,01° 0,07+0,01° 0,18 +0,02°
Xilopentose (X5) 18,5-18,9 nd 0,10+ 0,01*° 0,09 +<0,01* 0,09 +<0,01*
XOs totais
0,27+0,02¢  1,80+0,05* 1,31+0,04 1,68=+0,02°
(X2-X5)
XOs totais (mg/g xilana) 27 +2¢ 180 + 5% 131 +4° 168 + 2°

Média =+ desvio padrdo (n = 3). Letras mintsculas iguais na mesma linha indicam que ndo ha diferenga estatistica
entre as médias ao nivel de 5% de significancia pelo teste Tukey (p>0,05). nd — Nao detectado; T — Tempo de
retengao.

Conforme mostra a Tabela 2, os XOs produzidos pelas cepas de 4. pullulans foram
majoritariamente compostos por xilobiose e xilotriose. Como mencionado por Van Craeyveld
et al. (2008), o efeito prebiotico da XOs varia de acordo com o grau de polimerizagdo (GP) dos
oligobmeros. XOs com GP igual ou inferior a cinco unidades induzem o crescimento de
bifidobactérias importantes para a manutengao da microflora intestinal saudavel; enquanto XOs
com cadeias longas ndo estimulam o desenvolvimento da microbiota benéfica. Assim, XOs com
GP entre 2 e 5 sdo desejaveis para aplicacdes alimentares com alegagdo prebidtica. Embora a
comparagao desses resultados seja dificil devido a auséncia de relatos sobre a producao de XOs
por A. pullulans, a concentracao de XOs obtida neste estudo se mostrou promissora. Além disso,
uma vez que a cepa CCT 1261 produziu altos niveis de xilanase com baixa atividade de
B-xilosidase, o extrato livre de células obtido no cultivo submerso pode ser aplicado na sintese

de XOs por reagdes de hidrolise.
3.2 CARACTERIZACAO DOS SUBSTRATOS AGROINDUSTRIAIS
Devido a recalcitrancia de alguns substratos agroindustriais, pré-tratamentos sao

aplicados para modificar a estrutura organizacional de matrizes complexas e expor as fragdes

lignoceluldsicas, facilitando assim o acesso microbiano. Dentre os tratamentos aplicados aos
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materiais lignocelulésicos, o uso de agentes alcalinos se destaca devido a eficiéncia na remocao
de lignina sem afetar os demais carboidratos presentes na biomassa. Neste estudo, a escolha do
agente alcalino e sua respectiva concentracio — NaOH 2 % (m/v) — foram baseadas nos
resultados obtidos em trabalhos anteriores (BANDIKARI; POONDLA; OBULAM, 2014;
GOYAL etal., 2008; SINDHU et al., 2017) frente a produgdo de xilanases microbianas a partir
de substratos agroindustriais pré-tratados.

A composig¢ao proximal e o contetido lignoceluldsico dos substratos agricolas estdo
apresentados na Tabela 3 e na Tabela 4, respectivamente. Os valores obtidos neste estudo estao
de acordo com outros autores (BALLESTEROS; TEIXEIRA; MUSSATTO, 2014; BEKALO;
REINHARDT, 2010; DIAZ et al., 2014; HICKERT et al., 2013; KUPSKI et al., 2015;
MENEZES; ROSSI; AYUB, 2017; MUSSATTO et al., 2011; SPIGNO; PIZZORNO;
FAVERI, 2008), e algumas variacdes sdo aceitaveis devido a metodologia utilizada e as
caracteristicas do substrato (por exemplo, tipo de cultivar, maturidade na colheita, sazonalidade

e condi¢des climaticas durante o cultivo da espécie agricola).

Tabela 3 — Composic¢do proximal dos substratos agroindustriais.
Substratos Umidade Lipidios! Proteina'>  Cinzas' Carboidratos!

agroindustrial (%) (%) (%) (%) (%)
Farelo de arroz 9,4+02° 224+03* 14,0+04% 12,6+<0,1> 44,6+0,1
Casca de arroz 10,7+0,1* 1,7+<0,1¢ 50+0,3 16,5+<0,1* 66,0+0,2
Casca de soja 8,7+0,1° 24+<0,1° 12,3+1,4* 53+< 0,1° 71,4+ 1,4
Engaco de uva 72+£0,1° 1,6+<0,19 3,603 81+<0,1° 79,5+03
Pergaminho de café ~ 4,7+0,1" 3,8+<0,1® 63+0,3° 96+< 0,14 75,6 £0,3
Casca de aveia 82+0,2¢ 0,6+<0,1° 3,3+<0,1¢ 42+<0,1" 839+<0,1

Meédia + desvio padrdo (n = 3). Letras diferentes na mesma coluna indicam que ha diferenga estatistica ao nivel
de 5% de significancia pelo teste Tukey (p<0,05). 'Base seca. 2Fator de conversao de proteina: 5,96 (Farelo e
casca de arroz); 5,71 (casca de soja); 6,25 (engago de uva e pergaminho de café); 5,83 (Casca de aveia) (FOOD
AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 1986)

Dentre os substratos avaliados neste estudo, o farelo de arroz apresentou a maior
quantidade de lipidios (22,4%), proteinas (14,0%) e hemicelulose (29,6%) e baixo teor de
lignina (12,2%), o que o torna uma fonte potencial de xilana para a produ¢do de xilanases. Altos
niveis de proteinas também foram observados na casca de soja (12,3%), as quais também

apresentaram o menor teor de lignina (5,1%). O engaco de uva, o pergaminho do café e as

cascas de arroz e aveia apresentaram os menores teores em termos de lipidios e proteinas. Além
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disso, a alta quantidade de lignina (entre 22,1 a 33,5%) torna estes substratos mais recalcitrantes

para posterior produ¢do de xilanases.

Tabela 4 — Composi¢do lignoceluldsica de substratos agroindustriais.

Substratos agroindustriais Hemicelulose1 Celulosel Ligninal
(%) (“o) (%)

Farelo de arroz Nao tratado 29,6 + 2,6a 27,3 + 2,3a 12,2 + 0,8b
Pré-tratado 184+ 14 286+14 194+12"

Casca de arroz Naio tratado 14,1 + 0,9b 28,3 + 0,9b 33,5+ 1,0a
Prétratado  225+09° 384405 187402

Casca de soja Nao tratado 16,1 + 0,5a 29,5+ 0,9b 51+ O,Ia
Pré-tratado 16,9 +0,4" 50,5+0,8 51+0,1"

Engaco de uva Nao tratado 17,4 + 0,8b 23,4+ 1,2b 32,1 + 0,3a
Pré-tratado 212404 348+06 22517

Pergaminho do café Nao tratado 12,6 + 0,1b 20,2 + 0,8b 31,5+ 0,5a
Prétratado  187+02"  43,1+08" 264405

Casca de aveia Nao tratado 272+ 0,6b 22,7+ O,Ib 22,1 + 0,4a
Pré-tratado 37,2439 46,0 +44 68+ 0,2b

Meédia + desvio padrdo (n = 3). Letras iguais entre cada substrato (ndo tratado e pré-tratado) na mesma coluna
indicam que n#o ha diferenca estatistica ao nivel de 5% de significancia pelo teste ¢ (p>0,05). 'Base seca.

Ap0s o pré-tratamento alcalino, a composigao lignoceluldsica de todos os substratos
mudou consideravelmente. Os niveis de lignina de casca de arroz, casca de aveia, engaco de
uva e pergaminho de café reduziram entre 1,2 a 3,3 vezes, enquanto o contetido de lignina na
casca da soja nao diminuiu apos o pré-tratamento. O teor de hemicelulose e celulose da casca
de arroz, casca de aveia, engaco de uva e pergaminho de café aumentou entre 1,2, e 1,6 vezes
e 1,3 e 2,1 vezes, respectivamente, apds o pré-tratamento alcalino. Embora nao tenham sido
observadas alteragdes nos niveis de hemicelulose para a casca de soja apds o pré-tratamento, o
teor de celulose aumentou em 1,7 vezes. Por outro lado, o pré-tratamento alcalino do farelo de
arroz implicou no aumento da lignina e na reducao da hemicelulose em 1,6 vezes, e nenhuma
modificacdo consideravel no teor de celulose. Kim, Lee ¢ Kim (2016) mencionam que o

pré-tratamento alcalino cliva as ligagdes éter e éster entre lignina e hemicelulose, o que leva a



88

dissolu¢do da lignina, alteragdo no GP dos componentes da biomassa lignocelulosica e
mudangas nas propriedades fisicas (ou seja, aumento da area superficial interna, porosidade e
cristalinidade). No entanto, o grau de modificacdo na biomassa lignoceluldsica varia entre os
diferentes substratos.

Para elucidar as mudangas estruturais que ocorreram apds o pré-tratamento alcalino,
a Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) dos substratos foi realizada, conforme mostra a
Figura 2. Substratos agricolas nao tratados apresentaram estrutura composta por fibrilas rigidas
e bem ordenadas, enquanto os substratos pré-tratados com NaOH mostraram uma estrutura

rompida, desigual e desordenada.

Figura 2 — Microscopia eletronica de varredura (MEV) dos substratos agroindustriais nao
tratados e pre-tratados com NaOH 2% (m/v).
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Figura 2 — Microscopia eletronica de varredura (MEV) dos substratos agroindustriais ndo
tratados e pré-tratados com NaOH 2% (m/v) (continuagao).
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Legenda: Farelo de arroz nao tratado (G) e pré-tratado (H); Pergaminho de café ndo tratado (I) e pré-tratado (J);
Casca de aveia ndo tratada (K) e pré-tratada (L).

3.3 USO DE SUBSTRATOS AGROINDUSTRIAIS NA PRODUCAO DE XILANASES

A produgdo industrial de xilanases microbianas ¢ limitada pelo elevado custo dos
substratos necessarios as espécies microbianas. No entanto, a produg¢do econdmica de xilanase
em grandes quantidades pode ser parcialmente alcangada a partir do uso de substratos agricolas
como fontes de xilana. A Figura 3 mostra a produgdo de xilanase durante o cultivo de
A. pullulans CCT 1261 em substratos agroindustriais nao tratados (a) e pré-tratados com NaOH
(c). Os cultivos submersos com substratos pré-tratados foram realizados além de 96 h, devido
as modificacdes que o agente alcalino causa na biomassa lignocelulosica, o que poderia

modificar a cinética da produ¢do de enzimas.
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Figura 3 — Atividade de xilanase e pH durante o cultivo de 4. pullulans CCT 1261 em meio
com substratos agroindustriais ndo tratados (a,b) e pré-tratados (c,d) com NaOH 2% (m/v).
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O farelo de arroz nao tratado se destacou na producdo de xilanase em relacdo aos
demais substratos avaliados para este fim, sendo observada atividade enzimatica de 11,7 £
0,1 U/mL e P de 0,24 £ < 0,01 U/mL.h em 48 h de cultivo, € comportamento estdvel quanto a
producdo da enzima apés este periodo (Figura 3a). Quando o pré-tratamento alcalino foi
aplicado ao farelo de arroz, a produgdo de xilanases diminuiu consideravelmente (Figura 3c),
sendo observada atividade enzimatica de 5,7 £ < 0,1 U/mL e P de 0,04 £ < 0,01 U/mL.h em

144 h de cultivo. As atividades de xilanase e P para farelo de arroz apresentaram diferenca
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significativa pelo teste ¢ (p<0,05), concluindo assim que o uso deste substrato sem tratamento
prévio colaborou para maior producdo da enzima. Este resultado ¢ benéfico pensando na
obten¢do da enzima em larga escala, pois dispensa o uso de etapas de pré-tratamento do
substrato, tornando o processo de producdo enzimatica mais sustentdvel e energicamente
favoravel. Conforme mostra a Tabela 4, o teor de hemicelulose diminuiu e o de lignina
aumentou apds o tratamento alcalino, o que pode ter contribuido para a diminui¢do da producao
enzimatica. Aliado a isto, a microscopia eletronica (Figura 2) mostrou que o tratamento alcalino
modificou a estrutura do farelo de arroz. Apesar dos altos niveis de producao de xilanase obtidos
com o uso de farelo de arroz ndo tratado, a atividade especifica apresentada pelo farelo de arroz
pré-tratado (19,3 = 0,4 U/mg, 144h) foi maior que a apresentada pelo uso do substrato nao
tratado (14,5 = 0,5 U/mg, 48 h) devido a remoc¢do consideravel de proteinas durante o pré-
tratamento alcalino (dados nao mostrados).

Conforme o estudo realizado por Li et al. (2000), a levedura A. pullulans prefere
xilanas com cadeias longas e ¢ eficaz na hidrolise de substituintes, uma vez que altas
quantidades de xilanase foram alcancados sob essa condi¢do. A xilana presente no farelo de
arroz possui estrutura altamente substituida, sendo composta por unidades de xilose ligadas em
B-1,4 na cadeia principal e residuos de arabinose, acetil e acido glicuronico (PALANIAPPAN
et al., 2017), o que torna este substrato favoravel para a producao de xilanase. Além disso,
varios estudos tém demonstrado que o farelo de trigo, cuja estrutura hemiceluldsica também ¢
altamente substituida, como potencial indutor da produ¢do microbiana de xilanases (KALLEL
etal., 2016; KHANAHMADI et al., 2018; YEGIN; ALTINEL; TULUK, 2018). Curiosamente,
estudos demonstraram que a produgdo de xilanases também diminuiu quando o farelo de trigo
foi pré-tratado com agentes alcalinos (DAS; RAY, 2016).

Bajaj, Sharma e Sharma (2011) observaram semelhangas na produ¢do de xilanases
por Penicillium sp. quando farelo de trigo (21,8 U/mL) e farelo de arroz (20,6 U/mL) foram
utilizados como substratos. Da mesma forma, Kavya e Padmavathi (2009) constataram
producao equivalente de xilanase (~ 10 U/mL) por Aspergillus niger utilizando ambos os
farelos como substratos. No presente estudo, cabe mencionar que a menor producao de xilanase
por A. pullulans em meio contendo farelo de arroz (11,7 U/mL) era esperada, quando
comparado a enzima produzida em meio contendo xilana de faia (74,9 U/mL). Isto porque o
farelo de arroz contém apenas 29,6% de hemicelulose, o que implica em menos xilana
disponivel para a producdo da enzima.

De modo semelhante, a casca de soja ndo tratada apresentou maior atividade de

xilanase (2,1 £<0,1 U/mL) e P (0,04 £< 0,01 U/mL.h) comparada a casca de soja pré-tratada
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(0,3+<0,1 UmL e <0,01 U/mL.h), ambas alcangcadas em 48 h de cultivo e estatisticamente
diferentes pelo teste ¢ (p < 0,05). As atividades especificas para casca de soja ndo tratada e pré-
tratada foram de 4,3 £ 0,2 U/mg (48 h) e 2,5 = 0,3 U/mg (48 h), respectivamente. Apesar de
nao ter sido observadas modificagdes nos teores de hemicelulose e lignina para a casca de soja
(Tabela 4), o teor de celulose aumentou apés o pré-tratamento, o que pode ter resultado na
menor produ¢do da enzima para a casca de soja pré-tratada. A modificagdo estrutural da casca
de soja, apos o pré-tratamento alcalino, ¢ evidenciada na Figura 2.

Em contraste, o pré-tratamento alcalino da casca de aveia aumentou a produgado de
xilanase em 4,1 vezes (Figura 3c). Os valores de atividade enzimatica e P para o substrato nao
tratado (2,6 £ <0,1 U/mL ¢ 0,05+ < 0,01 U/mL.h) e pré-tratado (10,9 + 0,8 U/mL ¢ 0,15+ 0,01
U/mL.h), obtidas em 48 h e 72 h, respectivamente, apresentaram diferenca estatistica pelo teste
t (p<0,05). Da mesma forma, o pré-tratamento alcalino da casca de arroz favoreceu a produgao
da enzima (Figura 3c), uma vez que as atividades enzimaticas e P foram significativamente
(p<0,05, teste #) maiores para o substrato pré-tratado (2,9 = 0,2 U/mL e 0,06 = < 0,01 U/mL.h)
em relagao ao ndo tratado (1,3 = 0,1 U/mL e 0,03 + < 0,01 U/mL.h), ambos alcangados em
48 h de cultivo. O pergaminho do café pré-tratado também apresentou aumento significativo
(p<0,05, teste ¢) na atividade de xilanase (1,5 =< 0,1 U/mL, 48 h) e de P (0,06 <0,01 U/mL.h,
48 h) comparado ao substrato ndo tratado (0,7 =< 0,1 U/mL ¢ 0,03 £<0,01 U/mL.h, 24 h).

Valores irrisérios de atividade enzimadtica e P foram observados quando o engaco
de uva ndo tratado foi utilizado em cultivo submerso. No entanto, o engago de uva pré-tratado
apresentou maxima atividade de xilanase (1,0 £ < 0,1 U/mL) e P (0,01 £ < 0,01 U/mL.h) em
72 h de cultivo. Para todos os quatro substratos mencionados, o teor de hemicelulose aumentou
e o de lignina diminuiu apods o pré-tratamento (Tabela 4), o que pode ter contribuido para o
aumento nos niveis de produgdo de xilanase. A microscopia (Figura 2) destes substratos
também mostra que o pré-tratamento causou modifica¢des na estrutura lignoceluldsica. Devido
a remocao de proteinas apoOs o pré-tratamento (verificada pela quantificagao do teor de proteina
soluveis), todos os seguintes substratos pré-tratados apresentaram atividades especificas
superiores comparadas a obtida com o substrato ndo tratado: casca de arroz (3,2 + 0,4 U/mg a
16,0 = 0,9 U/mg); casca de aveia (5,9 £ 0,1 U/mg a 60,4 + 4,5 U/mg); pergaminho de café
(0,8 £<0,1 U/mg a 7,5 = 0,3 U/mg); e engago de uva (0,3 +<0,1 U/mga 5,5 +<0,1 U/mg).

Segundo Haltrich et al. (1996), o pré-tratamento de substratos lignoceluldsicos para
producdo de xilanases pode ser visto como um equilibrio entre as vantagens de aumentar a
acessibilidade da biomassa e as desvantagens de modificar uma biomassa facilmente

degradavel. O primeiro caso anteciparia o crescimento do organismo e, assim, aumentaria
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producdo enzimadtica; enquanto o segundo reduziria a produgdo de enzimas devido ao rapido
consumo da fonte de carbono e liberagdo simultanea de agucares monoméricos, 0s quais
levariam a repressao na sintese enzimatica de certos organismos. No caso especifico do
tratamento alcalino, Das e Ray (2016) mencionam que este aumenta o acesso a hemicelulose
pela remocdo da lignina. Por outro lado, se a biomassa se torna facilmente degraddvel, ha um
rapido consumo de substrato, o que leva a repressao metabolica da producdo enzimatica.

A Figura 3 também mostra o comportamento do pH durante o cultivo de
A. pullulans utilizando substratos sem (b) e com (d) pré-tratamento alcalino. Em oposi¢ao a
todos os substratos avaliados, o pH diminuiu no ponto de maior producdo de xilanase (48 h) e
permaneceu constante até 96 h durante o crescimento da levedura em farelo de arroz nao
tratado. Ja nos ensaios utilizando casca de aveia pré-tratada, os valores de pH diminuiram apos
o aumento acentuado da producao de xilanase entre 24 ¢ 48 h. Para o farelo de arroz pré-tratado,
o pH diminuiu entre 48 h e 72 h de cultivo a medida que a atividade enzimatica aumentava.
Como mencionado anteriormente, a queda de pH esta relacionada a alta produgdo de xilanase
por A. pullulans CCT 1261.

Neste estudo, a producdo de xilanase variou conforme o substrato agroindustrial
(com ou sem pré-tratamento) utilizado no meio de cultura. O farelo de arroz nao tratado mostrou
composi¢do rica em termos de lipidios, proteinas e hemicelulose, o que resultou em altos niveis
de atividade da xilanase. O baixo nivel de lignina presente no farelo de arroz o torna um
substrato pouco resistente e de facil acesso ao micro-organismo. Por outro lado, quando o farelo
de arroz foi pré-tratado com solugdo alcalina, os niveis de hemicelulose diminuiram e os niveis
de lignina aumentaram, resultando em baixa producao de xilanase comparado ao uso do farelo
de arroz ndo tratado como substrato. O pré-tratamento alcalino de cascas de aveia e de arroz,
engacgo de uva e pergaminho de café, resultou em maior producao da enzima quando comparado
aos substratos ndo tratados, devido a menor recalcitrancia dos substratos pré-tratados. O pré-
tratamento em casca de soja ndo modificou o teor de hemicelulose e lignina, mas aumentou os
niveis de celulose, o que pode ter afetado a produgdo da enzima.

Sendo assim, a produc¢do de xilanase por A. pullulans CCT 1261 pode ser alcancada
de maneira mais econdmica utilizando farelo de arroz ndo tratado como fonte de xilana. A
atividade de xilanase alcancada neste estudo foi semelhante a reportada em outros estudos
(BAJAJ; SHARMA; SHARMA, 2011; KAVYA; PADMAVATHI, 2009); no entanto, a
producdo destas enzimas pode ser melhorada em ensaios posteriores de otimizagdo das

condi¢des de cultivo.
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4 CONCLUSAO

Enzimas xilanoliticas e XOs foram produzidos simultaneamente por trés cepas de
A. pullulans em cultivo submerso. A cepa CCT 1261 apresentou a maior producao de xilanase
(74,9 U/mL), apresentando atividade enzimatica maxima em 60 h de cultivo, e menor relagido
B-xilosidase/endo-B-1,4-xilanases. A cepa também se destacou quanto ao crescimento celular
(4,1 g/L), velocidade méaxima especifica de crescimento (0,18 h'!) e produtividade maxima em
termos de xilanase (1,25 U/mL.h). Os XOs produzidos por CCT 1261 alcancaram a maxima
concentragao nas primeiras 12 h de cultivo (1,68 mg/mL), e foram compostos majoritariamente
por xilobiose (0,72 mg/mL) e xilotriose (0,70 mg/mL).

O pré-tratamento alcalino causou mudangas estruturais consideraveis nos substratos
agricolas, que variaram entre as diferentes biomassas utilizadas e influenciaram os niveis de
producdo xilanase. O farelo de arroz nao tratado apresentou a maior quantidade de hemicelulose
(29,6%) e baixo teor de lignina (12,2%), o que implicou na maior produgdo de xilanase
(11,7 U/mL) quando utilizado como substrato no meio de cultivo. A producdo de xilanase por
A. pullulans pode ser realizada de modo mais econdmico a partir do uso de um material do
beneficiamento do arroz como fonte de xilana, podendo a produgdo ser melhorada em ensaios

posteriores de otimizagdo das condi¢des de cultivo.
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RESUMO

As xilanases sdo enzimas que catalisam a hidrolise das ligacdes -1,4 glicosidicas da xilana,
principal componente da fracdo hemicelulésica da biomassa vegetal, sendo que producdo de
xilanases em cultivos microbianos ¢ a principal via de obtencao destas enzimas em quantidades
satisfatorias para posteriores aplicagdes. A composicdo do meio e as condi¢des de cultivo
exercem papel crucial na secrecdo de xilanases por micro-organismos, ¢ de modo a tornar a
producdo mais econdmica, substratos agroindustriais ricos em xilana podem ser utilizados
como indutores da produgdo enzimatica. O objetivo deste estudo foi maximizar a produgao de
xilanase por Aureobasidium pullulans CCT 1261 em cultivo submerso utilizando farelo de
arroz como fonte de xilana. Para tal, dois delineamentos experimentais, além de experimentos
univariaveis adicionais, foram realizados. A composi¢cdo do meio ¢ as condi¢des de cultivo
foram avaliadas por Delineamento Fatorial Fracionario 2°2 (DFF), enquanto o Delineamento
Composto Central (DCC) 2? foi utilizado para modelar e maximizar a produg¢io de xilanase.
Sequencialmente, o modelo foi validado e cultivos adicionais foram realizados como estratégia
para melhorar a producdo de xilanase. A producdo maxima de xilanase (82,2 U/mL) foi obtida
utilizando 61,9 g/L de farelo de arroz. 3,6 g/L de (NH4)2SO4, 1,5 g/L de extrato de levedura,
pH inicial igual a 7,0 e 28 °C. Apos os delineamentos experimentais e cultivos adicionais, a
atividade da xilanase foi aumentada em sete vezes em relacdo a obtida nas condicdes iniciais
de cultivo. Além disso, o estudo permitiu o uso sustentavel de um material do beneficiamento
do arroz, contribuindo tanto para a mitigacdo do impacto ambiental causado pelo seu descarte
inadequado na natureza quanto a reducao parcial dos custos de producao de xilanase.

Palavras-chave: Biomassa lignocelulosica. Cultivo submerso Delineamento experimental.
Hemicelulase. Levedura.
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1 INTRODUCAO

As xilanases sao hemicelulases capazes de hidrolisar as ligagdes glicosidicas -1,4
na estrutura da xilana, resultando em diferentes xilo-oligobmeros (XOs) de cadeia curta e
eventual xilose (COLLINS; GERDAY; FELLER, 2005; SHENG et al., 2014). Esta capacidade
torna as xilanases aplicaveis em diversos segmentos industriais, que incluem a conversao de
biomassa lignocelulosica para a producao de biocombustiveis (ASTOLFI et al., 2019) e XOs
(AMORIM; SILVERIO; RODRIGUES, 2019; LIU et al., 2018; MAZLAN et al., 2019), o
branqueamento de celulose kraft na industria de papel (ADHYARU et al., 2017), ¢ a
desengomagem, biopurga e biopolimento de fibras no setor té€xtil (ATY et al., 2018). Na
industria de alimentos e de ragdes, as xilanases t€ém sido utilizadas no melhoramento das
caracteristicas tecnoldgicas em processos de panificagdo e de producdo de bebidas (LIU et al.,
2017; SHAHRESTANI et al., 2016; WANG et al.,, 2016), bem como no aumento da
digestibilidade e valor nutricional de ragdes animais (GHAYOUR-NAJAFABADI et al., 2018).

Xilanases extracelulares podem ser produzidas por uma variedade de organismos
incluindo bactérias (KALLEL et al., 2016), fungos filamentosos (MARTINS et al., 2018) e
leveduras (ANDRADE et al., 2015) em cultivo submerso (YARDIMCI; CEKMECELIOGLU,
2018) ou em estado solido (DIAS et al., 2017). No entanto, o uso industrial de xilanases
microbianas ¢ limitado pelo alto custo da xilana comercial (ATY et al., 2018). Como alternativa,
subprodutos e residuos agricolas, tais como sabugo de milho (DESAI; IYER, 2017), farelo de
trigo (YEGIN et al., 2017), palha de arroz (RANI et al., 2014), bagaco de cana (ANDRADE et
al., 2015), cascas de avela (YARDIMCI; CEKMECELIOGLU, 2018), residuo de soja
(CUNHA et al., 2018) e biomassa de sorgo (DIAS et al., 2017), tém sido explorados como
substratos ricos em xilana para a produgao de xilanase.

O arroz (Oryza sativa L.) é uma das culturas mais produzidas mundialmente, cuja
producao esta estimada em 498,4 milhdes de toneladas para a safra 2019/2020. O Brasil € o
maior produtor de arroz entre os paises ndo asidticos e sua producdo esta estimada em
7,1 milhdes de t para 0 mesmo periodo (USDA, 2019). O farelo de arroz, um material oriundo
do beneficiamento de arroz, compreende 10% do peso do grio (ABAIDE et al., 2019b) e
contém cerca de 28% de hemicelulose (xilana) (GUPTE; MADAMWAR, 1997), caracteristica
que o torna uma fonte em potencial, e ainda, de baixo custo para a producao de xilanases.
Devido a grande quantidade de farelo resultante da moagem dos graos (8-12%) (PODE, 2016)
e a sua aplicacdo limitada, novas estratégias devem ser desenvolvidas para o aproveitamento

racional deste material, por exemplo, o seu uso como substrato em cultivos microbianos.
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Entre os micro-organismos produtores de xilanase destaca-se a levedura
Aureobasidium pullulans, a qual permite o alcance de niveis elevados de producao da enzima
até quando substratos agricolas sao utilizados no meio de cultura (BANKEEREE et al., 2016;
YEGIN, 2016; YEGIN et al, 2017). Estudos anteriores realizados com a cepa
A. pullulans CCT 1261 demonstraram sua capacidade em produzir xilanases a partir do uso do
farelo de arroz como fonte de xilana (GAUTERIO et al., 2018). De modo a maximizar a
producao da enzima utilizando um substrato de baixo custo e abundantemente disponivel na
natureza, a selecao das demais condigdes de cultivo (isto €, outros nutrientes do meio de cultura
e parametros fisicos) se faz necessaria (WALIA et al., 2017).

A maximizagdo da producdo de xilanase tem sido realizada através de
delineamentos experimentais (CUNHA et al., 2018; LEE, 2018; LONG et al., 2017; SHARMA;;
BAJAJ, 2018), pois possibilitam a andlise de diversos parametros simultaneamente a partir de
um numero limitado de ensaios (DESAI; IYER, 2017). Enquanto os Delinecamentos Fatoriais
Fracionarios (DFF) sdo adequados para a selecao das variaveis de maior impacto na resposta
em estudo (GUNST; MASON, 2009; RODRIGUES; IEMMA, 2012), o Delineamento
Composto Central (DCC) permite que os dados experimentais sejam ajustados a um modelo
matematico através da técnica dos minimos quadrados (BEZERRA et al., 2008).

Neste contexto, o objetivo do presente estudo foi maximizar a produgdo de xilanase
por A. pullulans CCT 1261 em cultivo submerso utilizando farelo de arroz como fonte de xilana.
Para tal, a composi¢io do meio e as condigdes de cultivo foram avaliadas por um DFF 252,
Posteriormente, um DCC 2* foi utilizado para modelar e maximizar a produgdo da enzima a
partir das variaveis selecionadas no delineamento fraciondrio. Apds a validagdo do modelo,

cultivos adicionais foram realizados como estratégia para aumentar a producao da enzima.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL

O micro-organismo A. pullulans CCT 1261 foi adquirido a partir da Colec@o de Culturas
Tropical da Funda¢do André Tosello (Campinas, Brasil). O farelo de arroz foi cedido gentilmente por
industria de beneficiamento de arroz da regido Sul do Rio Grande do Sul. O preparo do farelo consistiu na
secagem em estufa (50 °C, 24 h) e peneiramento (tamanho de particula menor que 0,5 mm), sendo
armazenado em sacos de polietileno a -18 °C até sua utilizagdo. A xilana de madeira de faia foi adquirida

da Sigma-Aldrich (San Luis, Estados Unidos). Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico.
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2.2 PRODUCAO DE XILANASES EM CULTIVO SUBMERSO

2.2.1 Manutenc¢io do micro-organismo e preparo de pré-inoculo e inoculo

A manutencao da cepa de A. pullulans CCT 1261 foi realizada através de repiques periodicos
para tubos contendo dgar batata dextrose inclinado, os quais foram mantidos a 24 °C em estufa por 72 h.
O meio de pré-indculo e indculo foi composto (g/L) por xilose (10), base nitrogenada de levedura (6,7)
suplementada com sulfato de amonio (NH4)SOys) (5), asparagina (2) e fosfato de potassio (KH2POy) (5)
(CHRISTOV et al., 1997). O meio isento de xilose foi esterilizado em autoclave (121 °C por 15 min) e
adicionado de uma solucdo concentrada de xilose previamente esterilizada por filtragdo em membrana de
acetato de celulose (Milipore, Burlington, Estados Unidos) de 0,22 um.

O preparo do pré-indculo consistiu na transferéncia da massa celular (algada) da superficie
do 4gar para tubos contendo meio estéril (5 mL). Os tubos foram incubados em estufa a 28 °C por 24 h.
O in6culo foi preparado a partir da transferéncia do volume do pré-indculo (5 mL) para frascos Erlenmeyer
de 250 mL contendo o mesmo meio estéril (45 mL), os quais foram mantidos a 28 °C e agita¢do orbital

(150 rpm) por 24 h.

2.2.2 Cultivo submerso

Os cultivos submersos foram conduzidos em frascos Erlenmeyer aletados de
500 mL contendo meio previamente esterilizado em autoclave (121 °C, 15 min). Os frascos
foram inoculados com 2% (v/v) de ino6culo com densidade 6tica (DO) de 0,8 a 620 nm
(SUGUMARAN et al., 2013), e mantidos sob agitacao orbital (150 rpm) por 96 h ou 120 h.
Amostras (5 mL) foram coletadas assepticamente a cada 24 h e centrifugadas (21.380 x g, 4°C,
10 min). O sobrenadante livre de células foi analisado quanto a atividade de endo-f-1,4-xilanase

(item 2.3.1), concentracdo de proteinas soluveis (item 2.3.2) e pH (item 2.3.2).

2.2.3 Planejamento experimental

Os efeitos do pH inicial, da temperatura e das concentragdes de farelo de arroz,
extrato de levedura, (NH4)2SO4 e KH2PO4 na producdo de xilanase foram avaliados através do
DFF 22 com trés pontos centrais, resultando em 19 ensaios. As seis varidveis independentes e
seus respectivos intervalos (Tabela 1) foram selecionados conforme a literatura como possiveis
fatores que afetariam a produgdo de xilanase. Os efeitos principais foram estimados avaliando-

se a diferenca no desempenho do processo, passando do nivel mais baixo (-1) para o mais alto
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(+1) de cada variavel. Em cada ensaio, a varidvel resposta do delineamento fracionario foi a

atividade da xilanase (U/mL) em 96 h de cultivo.

Tabela 1 — Valores reais e codificados utilizados nos delineamentos fatoriais.
Delineamento Nivel Xi Xa(g/L) X3(g/L) X4(°C) Xs(g/L) X (g/L)

DFF -1 3 10 0,5 24 0 0
0 5 30 1,0 28 2,5 2,5
-1 7 50 1,5 32 5,0 5,0

DCC -1 - 38,1 - 21,6 3,6 -
0 - 50,0 - 24,0 6,0 -
1 - 61,9 - 26,4 8,4 -

Legenda: Xi: pH inicial; X2: Farelo de arroz; Xs: Extrato de levedura; X4: Temperatura; Xs: (NH4)2SOs; Xe6: KH2PO4

Logo apés, um DCC 2% com quatro repeticdes no ponto central foi realizado a partir
das variaveis selecionadas do delineamento fracionario, totalizando 12 ensaios. A concentragao
de extrato de levedura e o pH inicial do cultivo foram fixados em 1,5 g/L e 7,0, respectivamente,
e os cultivos foram realizados sem a adi¢gdo de KH>POs. O intervalo de cada variavel
independente (Tabela 1) foi selecionado de acordo com a literatura e com efeitos principais do
DFF. Em todos os ensaios, a variavel resposta do DCC foi a atividade da xilanase (U/mL) em
72 h de cultivo. Os dados experimentais obtidos no DCC foram ajustados a um modelo de

primeira ordem conforme a Equacao 1:
y = .80 + Zf: 1ﬁixi + ZIfSiSj,Bijxixj + € (1)

onde y ¢ a variavel dependente (resposta) a ser modelada, x sdo as varidveis independentes (fatores) e 3
sdo os coeficientes da regressao do modelo (RODRIGUES; IEMMA, 2012). A partir do modelo preditivo,
as curvas de contorno foram construidas para ilustrar os efeitos individuais e de interac@o sobre a variavel
dependente. Os desvios relativos entre os valores reais e preditos da variavel resposta foram calculados

pela Equacao 2:

RO - RP
X

RD (0)="5g—

100 2)
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onde RO e RP sdo os valores observados e preditos da variavel resposta, respectivamente. A
validagdo do modelo consistiu na realizacdo da producdo enzimatica em quadruplicata nas
melhores condi¢des previstas pelas curvas de contorno.

ApoOs os delineamentos experimentais, alguns cultivos adicionais foram realizados
com o intuito de aumentar a producao de xilanases, sendo conduzidos nas condic¢des a seguir:
a 28 °C e a 30 °C, mantendo as concentragdes de farelo de arroz e (NH4)2SO4 em 61,9 g/L e
3,6 g/L, respectivamente; ¢ a 28 °C, 61,9 g/LL de farelo de arroz e 2 g/ de (NH4)2SO4. Os

cultivos submersos foram realizados em triplicata por 120 h.

2.3 DETERMINACOES ANALITICAS
2.3.1 Atividade de endo-f-1,4-xilanase

A atividade de endo-B-1,4-xilanase foi determinada pela incubagdo (50 °C, 5 min)
de 0,9 mL de xilana de faia 1% (m/v) preparada em tampao citrato de s6dio 50 mmol/L pH 5,3,
e 0,1 de extrato enzimatico (BAILEY; BIELY; POUTANEN, 1992). Apds, a reagdo foi
interrompida pela adi¢do de 1,0 mL de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). Os actcares redutores
liberados pela hidrolise da xilana foram quantificados conforme Miller (1959), correlacionando
com a curva padrao de xilose a 540 nm (Apéndice 1). Uma unidade (U) de atividade enzimatica
foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol de xilose, sob as
condig¢des do ensaio.

A atividade especifica (U/mg) foi determinada como a razdo entre a atividade
enzimatica (U/mL) e o teor de proteinas soluveis (mg/mL). A produtividade enzimatica (P) foi
calculada conforme a Equacdo 3, onde A; ¢ a atividade de xilanase (U/mL) no tempo t; (h),

enquanto Ao ¢ a atividade de xilanase (U/mL) no tempo inicial de cultivo (to).

A - Ay
te -1

)

2.3.2 Proteinas soluveis e pH

A concentragdo de proteina soluvel foi determinada segundo Lowry et al. (1951) utilizando
albumina de soro bovino como padrio (Apéndice 1). A determinacdo do pH foi realizada em

potenciometro digital de acordo com a AOAC n° 972.44 (AOAC, 2000).
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2.4 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Para a anélise estatistica do DFF, os efeitos principais e a significancia das variaveis
independentes (fatores) sobre a atividade da xilanase foram analisados sob os niveis de
significancia de 10% (p <0,1) e 15% (p <0,15); enquanto na avaliagdo do DCC, os efeitos
principais e interativos, bem como os termos significativos, foram estimados a 5% de
significancia (p<0,05). Posteriormente, os dados do DCC foram submetidos a Andlise de
Variancia (ANOVA) fatorial a p<0,05 com o intuito de avaliar a preditividade do modelo de
primeira ordem. O ajuste do modelo foi expresso pelo coeficiente de determinacio R? e pelo R?
ajustado. As andlises estatisticas do DFF e do DCC, bem como as curvas de contorno, foram
realizadas no software Protimiza Experimental Design (Protimiza, Campinas, Brasil).

Para a analise estatistica dos ensaios adicionais com réplicas e Unico fator, os dados
foram submetidos a ANOVA univariavel (One-way ANOVA) seguido da comparagao post-hoc
Tukey, ao nivel de 5% de significancia (p<0,05), utilizando o software Statistica 5.0 (Statsoft
Inc., Tulsa, Estados Unidos). Em todas as analises estatisticas, os pressupostos de normalidade,

independéncia e homocedasticidade dos residuos foram previamente verificados.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 SELECAO DE VARIAVEIS ATRAVES DO DELINEAMENTO FRACIONARIO

Os delineamentos fracionarios sdo aplicados para fins de triagem e permitem a
distinguir os fatores significativos dos nao significativos no estagio inicial da experimentagao
(GUNST; MASON, 2009; MANDENIUS; BRUNDIN, 2008). Neste sentido, o DFF 2% foi
utilizado para selecionar os principais fatores que influenciam na produ¢do de xilanase. A
Tabela 2 apresenta os valores reais e codificados para o DFF 2% ¢ as atividades de xilanase em
96 h de cultivo. A cinética da producao de xilanase, o comportamento do pH e o conteudo de
proteinas soluveis durante o cultivo submerso sdo ilustrados na Figura 1.

De acordo com a Tabela 2, a producdo de xilanase variou de <0,01 (ensaio 14) a
39,2 U/mL (ensaio 8). Esta ampla variacao na atividade enzimatica sugere que a composicao
do meio e as condigdes de cultura exercem influéncia na producdo de xilanase. A
reprodutibilidade dos ensaios foi verificada pelo baixo coeficiente de variagdo (5,4%) nos
pontos centrais (ensaios 17 a 19). A maior producdo de xilanase foi alcangada no ensaio 8
(39,2 U/mL), o que resultou em uma produtividade enzimatica (P) de 0,41 U/mL.h em 96 h de

cultivo. No ensaio 8, a produgdo de xilanase aumentou gradualmente até 72 h e permaneceu
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praticamente constante até 96 h de cultivo (Figura 1a). Além disso, o pH diminuiu do seu valor
inicial (7,0) apds a producao expressiva de xilanase (ou seja, entre 24 h e 48 h), alcancando o
valor de 4,1 em 96 h de cultivo (Figura 1c). O ensaio 2 e os ensaios 17-19 (pontos centrais)
apresentaram cinética de producgdo de xilanase e diminui¢ao do pH semelhantes ao observado
no ensaio 8. Ainda, estudos anteriores apresentaram cinética similar de produgdo de xilanase e
queda do pH durante o cultivo de A. pullulans CCT 1261 em meio contendo farelo de arroz
(GAUTERIO et al., 2018). Conforme mencionado por Yegin et al. (2017), a queda no valor do

pH do meio de cultivo pode ser explicada pelo réapido consumo de carboidratos soluveis

facilmente metabolizaveis, resultando na sintese de metabdlitos acidos.

Tabela 2 — Valores reais e codificados (em parénteses) para o DFF 252 e atividade de
xilanase (varidvel resposta) em 96 h de cultivo.

Ensaio Xi X2(gl) Xs(gLl) X4(°C) Xs(g/L) Xo(g/L) AX(U/mL)
1 1@3)  -1(10)  -1(0,5) -1(24)  -1(0) -1 (0) 3,0
2 1(7)  -1(10)  -1(0,5) -1(24) 105 -1 (0) 7,3
3 13)  1(50) -1(05) -1(24)  1(5) 1(5) 7,9
4 1(7)  1(50) -1(0,5) -1(24)  -1(0) 1 (5) 1,0
5 1@ <1100 1(L5)  -124) 15 1(5) 2,9
6 1(7)  -1(10)  1(1,5 -1Q4  -1(0) 1(5) 0,7
7 13) 1(50) 1(L,5) -1(24) -1(0) -1 (0) 6,3
8 1(7)  1650)  1(1,5 -124 1) -1 (0) 39,2
9 13 -1(10)  -1(0,5)  1(32)  -1(0) 1 (5) 0,8
10 1(7)  -1(10) -1(05 132  1(5 1(5) 0,9
11 -1(3) 1(50) -1(0,5 1(32) 1(5 -1 (0) 5,1
12 1(7)  1(50) -1(0,5) 1(32)  -1(0) -1 (0) 1,2
13 -1(3) -1(10) 1(,5 132 1) -1 (0) 3,3
14 1(7)  -1(10)  1(1,5 132  -1(0) -1 (0) <0,01
15  -1(3) 1(50) 1(15) 1(32) -1(0) 1(5) 5.8
16 1(7)  1(50) 1(L5) 132 1(5 1(5) 1,3
17 0(5  0(30) 0() 028 0(25  0(2.5) 9,8
18 0(5  0(30) 0() 028 025 0(2.5 9,3
19 035  0(30) 0(1) 0(28) 0(25 025 10,6

Legenda: Xi: pH inicial; X»: Farelo de arroz; X3: Extrato de levedura; X4: Temperatura; Xs: (NH4)2SO4;
X6:KH2PO4; AX: Atividade de xilanase.
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Figura 1 — Cinética de produgdo de xilanase (a,b), comportamento do pH (c) e contetido de
proteinas soltuveis (d) durante o cultivo de 4. pullulans CCT 1261 nas condi¢des dos ensaios
do DFF 262,
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No ensaio 14, nenhuma atividade enzimatica foi detectada em 96 h de cultivo.
Além disso, a producdo de enzimas permaneceu na faixa de 0,4 a 0,1 U/mL entre 24 he 72 h
(Figura 1b), respectivamente. Neste ensaio, o pH aumentou do seu valor inicial (7,0) para 8,0
em 96 h de cultivo, o que pode indicar a ndo ocorréncia da hidrdlise da xilana e baixa produgdo
da enzima. Os ensaios 7, 11, 13 e 15 apresentaram produgdo crescente de xilanase até 96 h de
cultivo, no entanto, a atividade enzimatica foi baixa (Figura 1b). Nos ensaios 7 ¢ 11, o pH
diminuiu levemente entre 48 e 96 h, enquanto nos ensaios 15 e 13 o pH permaneceu
praticamente constante até¢ o final do cultivo (Figura 1c). Em oposicdo, os ensaios 3 ¢ 9
mostraram um aumento na produ¢do de xilanase até 72 h e uma diminui¢do posterior em 96 h

de cultivo (Figura 1a).
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Conforme a Figura 1d, a concentragdo de proteina diminuiu em todos os ensaios,
provavelmente devido ao seu consumo pela levedura. Ainda, o contetido inicial de proteina
variou conforme a concentragdo de farelo de arroz no meio de cultura. A maior atividade
especifica (15,9 U/mg em 72 h de cultivo) foi obtida no ensaio 8, que também apresentou a
maior producdo de xilanase. Embora o experimento 2 tenha apresentado menor produ¢do da
enzima comparado a obtida nos pontos centrais, este apresentou maior atividade especifica
(12,2 U/mg) em 72 h de cultivo, a qual pode ser atribuida a baixa concentragdo de farelo de
arroz. A atividade especifica nos pontos centrais foi de 6,3 £ 0,2 U/mg.

Durante a selecdo de variaveis em planejamentos faciondrios, ¢ mais adequado
aceitar valores de p acima de 0,05 do que nao selecionar algum fator importante para o processo
(RODRIGUES; IEMMA, 2012), especialmente na area de bioprocessos como exemplificado
por alguns estudos (BRAGA; GOMES; KALIL, 2012; SILVA et al., 2016; TREICHEL et al.,
2009). Os efeitos principais do pH inicial, temperatura e concentragdes de farelo de arroz,
extrato de levedura, (NH4)2SO4 ¢ KH2PO4 na produgao de xilanase, sdo mostrados na Figura 2.
Embora nenhuma das seis varidveis tenha apresentado significancia estatistica a 90% de
confianga, os valores de p para a temperatura, concentragdo de farelo de arroz e concentragdo
de (NH4)2SO4 foram préximos de 0,10 (Figura 2). Em 85% de confianga, as trés variaveis foram
estatisticamente significativas (p<0,15) na producdo de xilanase. Isto ¢, uma mudanca nas
concentragoes de farelo de arroz e (NH4)2SO4 do menor (-1) para o maior (+1) nivel leva ao
aumento da producdo de xilanase, enquanto o acréscimo da temperatura do menor (-1) para o

maior (+1) nivel resulta na sua diminuigao.

Figura 2 — Efeitos principais do DFF 262,
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A partir destes resultados, os trés fatores foram selecionados para os ensaios de
maximizagdo da producdo de xilanase por DCC. Devido ao efeito positivo na producdo de
xilanase, o pH inicial de cultivo e a concentracdo do extrato de levedura foram fixados no nivel
mais alto (isto ¢, 7,0 e 1,5 g/L, respectivamente) para a realizacdo do DCC. Uma vez que a
auséncia de KH>POj4 foi avaliada no nivel mais baixo (-1), esse fator foi removido da matriz do
DCC devido ao seu efeito negativo na produgao de xilanase. Assim, os proximos cultivos foram

realizados sem a adi¢ao de KH2POs.

3.2 MAXIMIZACAO DA PRODUCAO DE XILANASE

Os delineamentos compostos centrais tém sido aplicados para maximizar a
producao de xilanases microbianas (DESAI; IYER, 2017; SHARMA; BAJAJ, 2018). No
presente estudo, o DCC 2* foi utilizado para maximizar a producdo de xilanase, sendo este
composto pelos fatores selecionados no DFF. Os intervalos de temperatura, concentragao de
farelo de arroz e concentracao de (NH4)2SO4 foram ajustados conforme seus efeitos principais
sobre a atividade da xilanase. A Tabela 3 apresenta os valores codificados e reais para o DCC
23 e as atividades de xilanase em 72 h de cultivo. A cinética da produ¢io de xilanase e o

comportamento do pH durante o cultivo sdo ilustrados na Figura 3.

Figura 3 — Cinética de producao de xilanase (a) e comportamento do pH durante o cultivo de
A. pullulans CCT 1261 nas condi¢des dos ensaios do DCC 2°.
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Conforme exposto na Tabela 3, as atividades enzimaticas variaram de 32,4 (ensaio

6) a 69,5 U/mL (ensaio 7) em func¢do das condi¢des de cultivo. Em todos os ensaios, a produgao
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de xilanase aumentou gradualmente até 72 h e permaneceu constante entre 72 e 96 h de cultivo
(Figura 3a). Portanto, a variavel resposta do DCC foi a atividade de xilanase em 72 h de cultivo,
tempo no qual também foi observado alta produtividade enzimatica. A maior producao de
xilanase foi alcangada no ensaio 7 (69,5 U mL) (Tabela 3), cuja atividade especifica e P foram
de 20,1 U/mg e 0,96 U/mL.h, respectivamente. Em todos os ensaios, o pH diminuiu do seu
valor inicial (7,0) apos a producdo expressiva de xilanase, atingindo valores entre 4,1 e 4,6 em
48 h de cultivo (Figura 3b). Em 72 h, o pH se manteve entre 3,8 a 4,1, dependendo das condi¢des

experimentais, e retornou a aumentar entre 96 ¢ 120 h de cultivo (Figura 3b).

Tabela 3 — Valores reais e codificados (em parénteses) para o DCC 2, atividade de xilanase
em 72 h de cultivo (varidvel resposta), valores preditos pelo modelo e desvio relativo.
Ensaio Xi(g/L) Xa(g/L) X3(°C) AX(U/mL) AXP((U/mL) DR (%)

1 13,6) -1(38,1) -1(21,6) 48,9 50,1 2,5
2 1(84) -1(38,1) -1(21,6) 33,7 30,2 10,4
3 13,6)  1(61,9)  -1(21,6) 44,8 44,5 0,7
4 1(84) 1(61,9) -1(21,6) 37,8 35,9 5,1
5 13,6)  -1(38,1)  1(264) 57,0 53,6 6,1
6 1(84) -1(38,1) 1(264) 32,4 33,6 3,8
7 13,6)  1(61,9) 1(264) 69,5 67,5 2,8
8 1(84) 1(61,9) 1(264) 59,2 58,9 0,6
9 0 (6) 0 (50) 0 (24) 46,6 46,8 0,4
10 0 (6) 0 (50) 0 (24) 43,6 46,8 7,4
11 0 (6) 0 (50) 0 (24) 43,1 46,8 -8,7
12 0 (6) 0 (50) 0 (24) 44,9 46,8 43

Legenda: Xi: (NH4)>SO4; Xo: Farelo de arroz; X3: Temperatura; AX: Atividade de xilanase; AXP: Atividade de
xilanase predita; DR: desvio relativo.

O baixo coeficiente de variagdo (3,6%) no ponto central (ensaios 9-12,
44,5 £ 1,6 U/mL) sugere boa reprodutibilidade dos ensaios. As variaveis significativas
codificadas e a varidvel resposta do DCC foram utilizadas para calcular os coeficientes de
regressao, erro padrdo, valores de p e ¢, como mostra a Tabela 4. A interacdo entre o (NH4)2SO4
e a temperatura foi o Unico efeito ndo significativo (p>0,05), sendo este adicionado a falta de
ajuste para o calculo dos pardmetros da ANOVA.

Conforme mostra a Tabela 5, o teste F para regressao foi significativo (p<0,05),

uma vez que o valor de Fca foi 5,2 vezes maior que Fup. Em outras palavras, o modelo foi
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preditivo e pode explicar o efeito da temperatura e das concentracdes de farelo de arroz e
(NH4)2S04 na produgdo de xilanase por 4. pullulans em cultivo submerso. O coeficiente de
determinacdo (R?) igual a 0,95 indicou que apenas 5% da varia¢do total da resposta ndo pode
ser explicada pelo modelo (Tabela 5). O valor do coeficiente de determinacio ajustado (R? adj,
0,93) também foi alto o suficiente para indicar o bom ajuste modelo. Na Tabela 4, a baixa
porcentagem de variagdo entre a resposta observada e a predita pelo modelo sugere a precisao

do delineamento experimental dentro da faixa estudada.

Tabela 4 — Coeficientes de regressdo (CR), erro padrao (EP), valores de p e ¢ obtidos no DCC
23 para a atividade de xilanase.

Fator CR EP t(5) p’
Média 46,78 0,85 55,16 <0,01
X1 -7,13 1,04 -6,86 <0,01
X2 491 1,04 4,73 <0,01
X3 6,62 1,04 6,37 <0,01
X1 x X2 2,82 1,04 2,71 0,04
X1 x X3 -1,58 1,04 -1,52 0,19
X2 x X3 4,90 1,04 4,72 <0,01

*Nivel de significAncia de 0.05; Legenda: X;: (NH4)2SO4; Xo: Farelo de arroz; X3: Temperatura.

Tabela S — ANOVA fatorial do DCC para a atividade de xilanase.
Fonte de

o SQ GL MQ Feal Fea/Fab  R?  R2ag;
variagao
Regressao 1205,7 5 241,2 22,9 52 0,95 0,93
Residuo 63,1 6 10,5
Falta de ajuste 55,5 3 18.5 7.4
Erro puro 7,5 3 2,5
Total 1268,8 11

Legenda: SQ: Soma dos quadrados; GL: Graus de liberdade; MQ: Média dos quadrados; Fib (p < 0,05) =4,38.

A partir dos resultados da ANOVA fatorial e dos coeficientes de regressao, um
modelo de primeira ordem (Equagao 4) foi estabelecido a partir das variaveis codificadas, a fim
de descrever o comportamento da atividade da xilanase em funcdo da temperatura e

concentracgoes de farelo de arroz e (NH4)2SO4, como segue:
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Atividade de xilanase (U/mL) = 46,78 + (- 7,13 x Xj) + (4,90 X X3) + (6,61 x X3)
+(2,82 x X1 xX2)+ (4,89 x X3 x X3) 4

onde Xi, X> e X3 sdo os valores codificados que representam a concentracdo de (NH4)>SOs4,
concentracdo de farelo de arroz e temperatura, respectivamente. Entre os trés fatores avaliados,
a concentracdo de (NH4)2SO4 exerceu o maior impacto na producao de xilanases, uma vez que
apresentou o maior valor absoluto de coeficiente de regressdo (7,13). Simultaneamente, a
concentracdo de (NH4)>SO4 foi a tnica variavel independente com efeito negativo sobre a
atividade da xilanase. A partir do modelo preditivo descrito na Equagao 4, as curvas de contorno

foram construidas, conforme ilustra as Figuras 4a-c.

Figura 4 — Curvas de contorno para a atividade de xilanase de 4. pullulans CCT 1261.
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As curvas de contorno foram plotadas com o intuito de compreender as interagdes

entre as variaveis independentes e determinar seus valores para atingir a maxima produgao de



121

xilanase. Além disso, as curvas de contorno foram construidas considerando as interagdes entre
dois fatores e mantendo o terceiro fator no nivel zero. A Figura 4a ilustra graficamente o efeito
da variacdo da temperatura e da concentracdo de farelo de arroz na atividade da xilanase,
mantendo a concentragao de (NH4)>SO4 fixa no ponto central. Esta sugere que a mudanga do
nivel mais baixo (-1) para o mais alto (+1) de temperatura e concentracao de farelo de arroz
causa o aumento significativo na atividade da xilanase.

Em contraste, a Figura 4b ilustra que as concentragdes de farelo de arroz e
(NH4)2SO4 apresentaram efeitos opostos na atividade da xilanase, isto €, a concentracao de
farelo de arroz no nivel mais alto (+1) e a concentracdo de (NH4)2SO4 no nivel mais baixo (-1)
leva ao incremento na variavel resposta. A Figura 4c demonstra que uma alta producdo da
enzima ¢ alcangada mantendo a temperatura no nivel mais alto (+1) e a concentragdao de
(NH4)2SO4 no nivel mais baixo (-1). Baseado nas trés curvas de contorno, as melhores
condi¢des para a producdo de xilanase sdo as mesmas do ensaio 7, ou seja, 3,6 g/L de
(NH4)2S04, 61,9 g/L de farelo de arroz e 26,4 °C, dentro da faixa avaliada. Para verificar a
precisao do modelo, o ensaio de validagao foi conduzido em quadruplicata nas condigdes do
ensaio 7. A atividade da xilanase, a atividade especifica e o P obtidos foram de 70,9 + 1,2 U/mL,
21,4+ 0,5 U/mg e 0,98 + 0,2 U/mL.h, respectivamente, em 72 h de cultivo. A boa concordancia
entre a resposta experimental e a predita (DR =4,8%) confirmou a reprodutibilidade do modelo.

Com base nas curvas de contorno, que indicaram o favorecimento da producao
enzimatica com o aumento da temperatura, foram realizados cultivos adicionais utilizando a
mesma formulacdo do meio do ensaio 7, porém a 28 °C (ensaio A) e a 30 °C (ensaio B),
conforme disposto na Tabela 6. As atividades da xilanase foram 82,2 U/mL e 5,5 U/mL a
28 °C (ensaio A) e 30 °C (ensaio B), respectivamente. Isto indica que o aumento de temperatura
até 28 °C ¢ favoravel para a producdo de xilanase, mas acima deste valor, a produ¢@o de enzimas
cai drasticamente. Em outras palavras, a producdo da enzima se mostra sensivel ao pequeno
incremento de temperatura. A atividade da xilanase a 28 °C foi estatisticamente (p<0,05) maior
que a obtida a 26,4 °C (Tabela 6).

Uma vez que baixas concentracdes de (NH4)2SO4 contribuiram para a produgao de
xilanase, outro cultivo foi realizado com 2g/L. de (NH4)>SO4, 61,9 g/L de farelo de arroz e
28 °C (ensaio C). Nestas condi¢des, a atividade maxima da xilanase foi de 21,4 U/mL,
indicando que concentragdes de (NH4)>SO4 inferiores a 3,6 g/LL ndo sdo favoraveis na produgdo
da enzima. A cinética da producdo de xilanase e o comportamento do pH nos ensaios A-C sao

mostrados na Figura 5.
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Tabela 6 — Valida¢do do DCC e cultivos adicionais.

Ensaio (NH4)2SO4 Temperatura  Farelo AX P
(g/L) ) (g/L) (U/mL) (U/mL.h)
Validagdo DCC 3,6 26,4 61,9 70,9+£1,2° 0,98 +0,02°
A 3,6 28 61,9 82,2+28 1,18+£0,04*
B 3,6 30 61,9  55+0,6% 0,08+<0,01¢
C 2 28 61,9 21,4+ 1,3°  0,30+0,02¢

Média + desvio padrdo (n= 3). Letras iguais na mesma coluna indicam que néo ha diferenca significativa entre as médias
ao nivel de 5% de significancia pelo teste Tukey (p>0,05). Legenda: AX: Atividade de xilanase em 72 h de cultivo. P:
produtividade enzimatica.

Figura 5 — Cinética de producdo de xilanase e comportamento do pH durante o cultivo de
A. pullulans CCT 1261 nas condi¢des dos ensaios A-C.
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No ensaio A, a produgao de xilanase aumentou gradualmente até 72 h e permaneceu
praticamente constante entre 72 e 120 h de cultivo. Além disso, o pH diminuiu drasticamente
do valor inicial (7,0) ap6s a produgdo expressiva de xilanase, atingindo um valor de pH de 4,2
em72 h de cultivo, comportamento este também observado na melhor condicdo do DCC. No
ensaio C, a produgdo de xilanase aumentou entre 24 h e 48 h e permaneceu constante até o final
do cultivo, e o pH diminuiu de modo menos drastico comparado ao ensaio A, alcangando o
valor de pH de 5,4 em 72 h de cultivo. Por outro lado, o pH no ensaio B permaneceu
praticamente constante durante todo o cultivo, o que ¢ consistente com os resultados de baixa

producio de enzimas relatada em estudos realizados anteriormente (GAUTERIO et al., 2018).
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3.3 DISCUSSAO

A producao microbiana de xilanases em cultivo submerso ¢ grandemente
influenciada por parametros fisicos e nutricionais, como pH, temperatura, agitagdo/aeragao,
fonte de carbono, fontes de nitrogénio organico e inorganico, entre outros (UDAY et al., 2016;
WALIA et al., 2017). Mais especificamente, o presente estudo mostrou que a producdo de
xilanase por 4. pullulans CCT 1261 foi favorecida com o incremento na concentragdo de farelo
de arroz e na temperatura, mas diminuiu em temperaturas acima de 28 °C. Além disso, a
produgdo da enzima diminuiu quando a concentragdo de (NH4)2SO4 excedeu 3,6 g/L.

Os subprodutos agricolas contendo xilana podem ser usados como fonte de carbono
para o crescimento microbiano e como indutores da producdo de xilanase (MARTINS et al.,
2018). Como mencionado por Palaniappan et al. (2017), a xilana do farelo de arroz possui
estrutura altamente ramificada formada por liga¢des B-glicosidicas e a-L-arabinofuranose com
residuos de acetil e 4cido glicurdnico, caracteristica que a torna uma fonte adequada para a
producdo de xilanase. Estudos anteriores mostraram que o farelo de arroz contém 29,6% de
hemicelulose (GAUTERIO et al., 2018), logo o aumento na concentragdo de farelo de arroz
fornece maiores quantidades de xilana para a indugdo enzimatica. Ainda, inimeros estudos
relataram que o incremento na concentracao do substrato lignocelulosico favorece a producao
de xilanase (KALLEL et al., 2016; KUMAR et al., 2012; SHARMA; BAJAJ, 2018).

Khurana et al. (2007) observaram que o incremento na concentracao de farelo de
trigo de 5 para 35 g/L aumentou a producgdo de xilanase por Streptomyces sp. No entanto, a
produgdo de xilanase diminuiu quando altas concentracdes de farelo de trigo (45 g/L) foram
empregadas, o que pode explicado pela mistura inadequada do substrato nos frascos agitados
ou pelo acimulo de acucares redutores no meio de cultivo. Yegin (2016) também observou que
0 aumento na concentracao de haste de alcachofra de 10 para 50 g/L favoreceu a produgdo de
xilanase por 4. pullulans NRRL Y-2311-1. Contudo, devido a caracteristica insoluvel deste
substrato, concentragdes acima de 50 g/L dificultaram o ajuste do pH inicial do meio. No
presente estudo, concentragdes de farelo de arroz acima de 61,9 g/L ndo foram avaliadas devido
a dificil homogeneiza¢do do meio.

De acordo com os resultados do DFF 22, 0 aumento na concentragiio de (NH4)2SO4
na faixa de 0 a 5 g/LL demonstrou efeito positivo na producgdo de xilanase. Por outro lado, o
incremento na concentracdo do sal no DCC de 3,6 g/L para 8,4 g/L causou a diminui¢do na
producao da enzima. Ensaios adicionais utilizando 2 g/L de (NH4)>SO4 também resultaram em

baixa secrecao de xilanase. Com base nestes resultados, a auséncia de fonte de nitrogénio
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inorganico no meio, bem como sua alta concentracdo, ndo foram favordveis a inducao
enzimatica. Conforme relatado anteriormente (GAUTERIO et al. 2018), o farelo de arroz
contém 14% de proteina, o que o torna uma fonte de nitrogénio organico. O meio de cultura
também contém 1,5 g/L de extrato de levedura, previamente estabelecido no delineamento
fracionario. Além disso, o farelo de arroz e o extrato de levedura tém outros nutrientes, como
vitaminas e sais minerais (GUL et al., 2015; MARTINS et al., 2018), que podem contribuir
para o crescimento da levedura. Assim, o uso de altas concentra¢des de (NH4)>SO4 pode levar
ao excesso de nutrientes no meio, resultando em supressao metabodlica e diminui¢do na
producao de xilanase.

Na selecao de variaveis através do delineamento Plackett-Burman, Andrade et al.
(2015) constataram o incremento na producao de xilanase por Cryptococcus flavescens quando
a concentra¢cdo de (NH4)2SO4 aumentou de 0 para 2 g/L. no meio de cultura. Por outro lado, a
producdo da enzima foi afetada negativamente pelo aumento da concentracdo de (NH4)>SO4 de
1,32 para 4,68 g/L nos ensaios do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR). Os
autores também utilizaram outras fontes de nitrogénio no meio, como extrato de levedura e
peptona. Bankeeree et al. (2016) otimizaram a produ¢do de xilanase por A. pullulans CBS
135684 através dos delineamentos Plackett-Burman e Box-Behnken. Nos dois desenhos
experimentais, o (NH4)2SO4 causou efeito positivo na produgdo de xilanase, sendo o valor de 3
g/L considerado o 6timo para a indugdo da enzima.

A temperatura pode ser considerada um fator critico na produ¢do de xilanase, uma
vez que regula a produ¢do de enzimas por micro-organismos (WALIA et al., 2017). Embora as
mudangas fisioldgicas promovidas pela temperatura durante a producao de enzimas nao sejam
bem compreendidas, sabe-se que sob altas temperaturas os micro-organismos sintetizam apenas
um numero reduzido de proteinas essenciais para o crescimento e outros processos fisiologicos
(PAL; KHANUM, 2010; UDAY et al., 2016). De acordo com os resultados do DFF, DCC ¢
ensaios adicionais variando apenas a temperatura, a producao de xilanase foi favorecida até
28 °C, mas caiu drasticamente acima de 30 °C. Comportamento semelhante foi relatado por
Yegin (2016) durante a producdo de xilanase por A. pullulans NRRL Y-2311-1 na faixa entre
26 ° C e 30 ° C. Da mesma forma, Nasr et al. (2013) observaram a maior producdo de xilanase
por A. pullulans SN090 a 27 °C e nenhuma atividade enzimatica a 33 °C. A levedura
A. pullulans ¢ capaz de produzir diversas enzimas na faixa entre 24 a 32 °C (LEATHERS et al.,
2013; LEITE et al., 2008; LI et al., 2007b; RICH et al., 2013; YEGIN et al., 2017), e
frequentemente exibe méxima produgdo enzimatica a 28 °C (LI et al., 2007b; YEGIN, 2017a),

dependendo das outras condi¢des de cultivo.
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Os cultivos realizados a 30 °C e 32 °C exibiram turvagao ou formagao de pigmento
escuro no meio de cultura, o que ndo ocorreu nos demais ensaios. A turbidez foi observada nos
ensaios conduzidos a 32 °C e com alta concentragdo de farelo de arroz (50 g/L). A turbidez
pode ter ocorrido devido a baixa producao de xilanase e consequente alta concentracdo de
polissacarideos remanescentes (isto €, baixa hidrélise da xilana contida no farelo de arroz). Em
relacdo a formacgao de pigmento escuro, alguns estudos mencionam que a levedura A. pullulans
produz pigmento semelhante a melanina durante o desenvolvimento de clamidosporos na fase
final de crescimento (CHI et al., 2009; HOOG; YURLOVA, 1994; LI et al., 2009). Devido a
sua caracteristica polimorfica, A. pullulans pode apresentar morfologia distinta, dependendo do
seu ciclo de vida, que varia de formas unicelulares (isto é, pequenas células elipticas tipicas de
leveduras, blastosporos e clamidosporos) a filamentos alongados contendo septos e
ramificacoes (CAMPBELL etal., 2004; RAMOS; GARCIA-ACHA, 1975). Além disso, fatores
ambientais como temperatura e pH, além da composi¢ao do meio de cultivo, podem influenciar
a morfologia e consequente producgdo de pigmentos por cepas de 4. pullulans (LI et al., 2009;
MCNEIL; KRISTIANSEN, 1990; SIMON; CAYE-VAUGIEN; BOUCHONNEAU, 1993;
WU et al., 2010). Até o momento, nao foram encontrados relatos descrevendo a relagao entre a
morfologia de A. pullulans e a inducdo de xilanase, bem como a influéncia da formagao de
pigmento escuro na producgao de enzimas.

Neste estudo, a producao de xilanase foi maximizada a partir do uso de dois
delineamentos experimentais e cultivos adicionais. A atividade méxima da xilanase
(82,2 + 2,8 U/mL) foi obtida sob as seguintes condi¢des de cultivo: 3,6 g/L de (NH4)2SOs,
1,5 g/L de extrato de levedura, 61,9 g/L de farelo de arroz, pH inicial de 7,0 e 28 °C. Apos os
ensaios experimentais, a atividade da xilanase foi 7 vezes maior do que a obtida nas condi¢des
iniciais de cultivo (11,7 U/ mL) (GAUTERIO et al., 2018). Atividade semelhante de xilanase
foi obtida por Yegin et al. (2017) (85,2 U/mL) sob condi¢des otimizadas de cultivo de 4.
pullulans Y-2311-1 utilizando farelo de trigo como substrato. Por outro lado, a atividade da
xilanase alcangada neste estudo foi maior do que a obtida no cultivo submerso de 4. pullulans
Y-2311-1 em meio contendo haste de alcachofra (66,5 U/mL) (YEGIN, 2016). A atividade de
xilanase de A. pullulans CCT 1261 também foi superior a obtida por outros micro-organismos
como Aspergillus flavus (61,2 U/mL) (MARTINS et al., 2018), Thielaviopsis basicola (59,6
U/mL) (RANI et al., 2014), Bacillus mojavensis (41,9 U/mL) (KALLEL et al., 2016) e co-
culturas de Bacillus subtilis e Kluyveromyces marxianus (49,5 U/mL) (YARDIMCI;
CEKMECELIOGLU, 2018), em cultivo submerso utilizando substratos agricolas como fonte

de xilana.
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4 CONCLUSAO

A producao de xilanase por 4. pullulans CCT 1261 foi maximizada a partir do uso
de dois delineamentos experimentais e cultivos adicionais. A maxima producdo de xilanase
(82,2 U/mL) em foi obtida em 72 h de cultivo utilizando 3,6 g/l de (NH4)2SO4, 1,5 g/L de
extrato de levedura, 61,9 g/L de farelo de arroz, pH inicial de 7,0 e 28 °C. Apo6s a maximizacao,
a atividade da xilanase foi 7 vezes maior do que a obtida nas condig¢des iniciais de cultivo
(11,7 U/mL). Sendo assim, o farelo de arroz demonstrou ser uma fonte potencial de xilana na
inducdo de xilanase microbiana, contribuindo tanto para a redu¢do parcial dos custos de
producgdo, como na mitigagdo do impacto ambiental causado pelo seu descarte inadequado na

natureza.
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RESUMO

Xilanases sdao enzimas que catalisam a hidrolise das ligacoes glicosidicas B-1,4 presentes na cadeia da
xilana, e que tém sido extensivamente estudadas para producao de xilo-oligossacarideos (XOs). Os XOs
sdo oligdbmeros nao digeriveis que se destacam pelo seu efeito prebidtico e diversas outras fungdes
bioldgicas ao organismo humano. Para producao eficiente destes compostos por hidrolise enzimatica, faz-
se necessario o conhecimento das propriedades bioquimicas e termodinamicas da enzima a ser aplicada.
O presente estudo teve como objetivo a caracterizagdo de extratos de xilanase bruto e parcialmente
purificado de Aureobasidium pullulans CCT 1261, bem como sua aplicagao na hidrolise de xilana de faia
para obtencdo de XOs. A precipitacdo fracionada (0-30%/30-60%) com sulfato de aménio (NH4)>SOa4)
permitiu a purificac@o parcial das xilanases em 6,8 vezes e recuperacao enzimatica de 69,4%. Ambos os
extratos exibiram temperatura e pH 6timos de 50 °C e 4,5, respectivamente, ¢ maior estabilidade a 40 °C
dentro da faixa estudada. Os pardmetros de termoestabilidade (k4, tin, AH', AG", AS") dos extratos
indicaram que o incremento da temperatura entre 40 °C a 60 °C leva a desnaturacdo enzimatica, sendo
este processo endotérmico € que ocasiona o desdobramento da proteina em uma estrutura mais
desordenada. Ainda, a enzima bruta apresentou menor valor da constante de Michaelis-Menten (25
mg/mL) para substrato xilana de faia quando comparado a enzima purificada (50 mg/mL). Nas reagdes
de hidrolise, os teores de XOs totais (7,7 mg/ml e 7,9 mg/ml) e as conversdes de xilana em XOs (25,7% ¢
26,5%) foram estatisticamente iguais utilizando os extratos bruto ou purificado, diferindo-se apenas na
quantidade de xilose produzida. Os hidrolisados obtidos apresentaram maior propor¢ao de xilobiose e
xilotriose, € menor conteido de XOs de maior grau de polimerizacado (GP).

Palavras-chave: Enzimas xilanoliticas. Pardmetros cinéticos. Precipitacdo salina. Termoestabilidade.
Xilo-oligdmeros.
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1 INTRODUCAO

Xilanases (C.E. 3.2.1.8) sdo enzimas envolvidas na endo-hidrolise das ligagdes glicosidicas
B-1,4 presentes na cadeia da xilana (COLLINS; GERDAY; FELLER, 2005) — principal polissacarideo da
fragdio hemiceluldsica (GIRIO et al., 2010) —, gerando xilo-oligossacarideos (XOs) com diferentes graus
de polimerizagao (GP) e eventualmente xilose (BIELY; SINGH; PUCHART, 2016). Diversas aplica¢des
sdo atribuidas as xilanases nas industrias de papel e celulose (ADHYARU et al., 2017), téxtil (ATY etal.,
2018), ragdes animais (ALOKIKA; SINGH; SINGH, 2018) e de biocombustiveis (SHARMA; BAJAJ,
2018). Na 4rea alimenticia, as xilanases podem ser utilizadas na clarificacio de sucos (ADIGUZEL;
TUNCER, 2016), na extracdo de dleo a partir de plantas (MARASABESSY etal.,2011), no processo de
panificagdo (PASSARINHO et al., 2019) e na producao de XOs a partir de biomassa lignocelulésica (LIU
etal., 2018; MAZLAN et al., 2019), facilitando as opera¢des industriais € melhorando as caracteristicas
tecnoldgicas e/ou nutricionais.

Xilanases sdo produzidas principalmente por bactérias (KHUSRO et al., 2016), fungos
filamentosos (ADHYARU et al., 2016) e leveduras (GAUTERIO et al., 2018). Micro-organismos
produtores de xilanase normalmente secretam outras enzimas junto a estas durante o seu cultivo submerso
ou em estado solido (MENEZES; ROSSI; AYUB, 2017). Dependendo do uso final da xilanase, etapas de
purificacdo sdo necessarias para obten¢do de extratos mais puros. Tratando-se da posterior aplicacdo de
xilanase na producdo de XOs, a purificacdo de extratos xilanoliticos possibilita que enzimas como [3-
xilosidases — as quais atuam na producao de xilose a partir da hidrolise dos XOs — sejam removidas,
colaborando na obteng¢ao de hidrolisados com maior pureza (CHAPLA; PANDIT; SHAH, 2012).

Técnicas como cromatografia de troca i0nica, ultrafiltracdo, sistema aquoso bifasico e
precipitacdo salina tem sido utilizadas na purificagdo de xilanases microbianas (BHARDWAJ et al., 2019;
KOCABAS; GUDER; [ IZBEN, 2015). Dentre estas, a precipitacio com sulfato de amonio ((NH4):SOs4)
em um ou mais estagios tém sido empregada isoladamente (ARCHANA; AMIT; DHARM, 2017) ou na
primeira etapa de purificacao (CHEN et al., 2019; DING; LI; HU, 2018) de xilanases. A precipitagdo
salina apresenta vantagens como possibilidade de aumento de larga escala, o uso de equipamentos
relativamente simples e baixo custo comparado a outras técnicas de purificagio (PESSOA-JR;
KILIKIAN, 2005; ROE, 2001). Ainda, o (NH4):SOs4 € o sal mais utilizado na precipitacao de proteinas
por apresentar pouca variacdo de solubilidade em ampla faixa de temperatura e propriedades nao
desnaturantes para a maioria das proteinas (SCOPES, 1994; WALSH, 2014).

Os XOs compreendem uma mistura de oligdmeros formados por residuos de xilose unidos
por ligagdes glicosidicas -1,4 (FREITAS; CARMONA; BRIENZO, 2019), os quais podem conter em

sua estrutura grupamentos laterais como a-D-glicopiranosil 4cido uroénico ou seu derivado metilado,
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grupos acetila e residuos de arabinofuranosil (AACHARY; PRAPULLA, 2011). Os XOs podem variar
quanto ao grau de ramificacdo e quantidade de unidades monoméricas de xilose (SAMANTA etal., 2015),
sendo considerados oligdmeros ndo digeriveis devido a habilidade em passarem pelo trato gastrointestinal
superior sem seres degradados (CARVALHO et al., 2013). Devido a isto, a principal propriedade dos
XOs esta relacionada ao seu efeito prebiodtico, estimulando o crescimento da microflora benéfica ao
intestino humano e inibindo o desenvolvimento de micro-organismos patogénicos e/ou deteriorantes
(AMORIM et al., 2020; NIETO-DOMINGUEZ et al., 2017; SAJIB et al., 2018).

Os XOs se mostram mais promissores industrialmente frente a outros oligdmeros
ndo digeriveis, tais como fruto-oligossacarideos (FOs) e galacto-oligossacarideos (GOs),
devido a sua estabilidade sob temperaturas elevadas e pH acido (COURTIN et al., 2009;
WANG et al., 2009) e, ainda, ao seu efeito benéfico a saude em menores doses didrias
(FINEGOLD et al., 2014), ao seu preco competitivo (AMORIM et al., 2019a) e a sua
capacidade tunica de serem obtidos a partir de biomassas lignoceluldsicas (MONIZ et al., 2016).
O seu carater atoxico e ndo carcinogénico (SINGH; BANERJEE; ARORA, 2015), além de
diversas propriedades bioldgicas (GUERREIRO; OLIVA-TELES; ENES, 2015; HANSEN et
al.,2013; LIN etal.,2016; VALLS et al., 2018; YANG et al., 2015a), torna os XOs interessantes
e aplicaveis na area de alimentos (AYYAPPAN et al., 2016; FERRAO et al., 2018; ZHANG et
al., 2018) e nutricdo animal (ABASUBONG et al., 2018).

Processos como auto-hidrolise (SUREK; BUYUKKILECI, 2017), hidrdlise
quimica (AKPINAR; ERDOGAN; BOSTANCI, 2009), hidrélise enzimatica (SUKRI; MIMI
SAKINAH, 2018), fermentagcdo microbiana (AMORIM et al., 2018), ou a combinagao destes,
sao utilizados na producdo de oligomeros de xilose. Contudo, a obtengdo de XOs por hidrolise
enzimatica ¢ preferivel industrialmente devido aos problemas associados aos métodos quimicos
e de auto-hidrolise (AACHARY; PRAPULLA, 2009). Além disso, a hidrolise enzimatica conta
com a especificidades das xilanases e demais enzimas auxiliares (o-arabinofuranosidases, [3-
glicuronidases, acetil xilana esterase, p-coumaroil e feruloil esterases) envolvidas no processo
de desconstrucao da xilana (JUTURU; WU, 2012), ndo formagdo de produtos toxicos, baixa
liberagdo de monossacarideos e operacdo em condi¢des brandas de temperatura e pressao
(AACHARY; PRAPULLA, 2011; CHAPLA; PANDIT; SHAH, 2012).

Para aplicacdo de xilanases na produg¢do de XOs ¢ necessario que estas sejam
caracterizadas quantos suas propriedades bioquimicas e termodinamicas, colaborando para que
o processo de hidrdlise seja conduzido de forma eficiente e que resulte na maxima conversao
de produto possivel. Além disso, a necessidade de purificacdo prévia das xilanases para sua

aplicacdo também deve ser avaliada, principalmente quando estas sdo obtidas através de
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cultivos microbianos. Deste modo, o presente estudo teve como objetivo caracterizar os extratos
de xilanase bruto e parcialmente purificado de Aureobasidium pullulans CCT 1261, e aplica-

los na hidroélise de xilana de faia para obtencao de XOs.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL

O micro-organismo A. pullulans CCT 1261 foi adquirido da Colegao de Culturas Tropical
da Fundagdo André Tosello (Campinas, Brasil). O farelo de arroz foi cedido gentilmente por industria de
beneficiamento de arroz da regido Sul do Rio Grande do Sul; posteriormente, este foi submetido a secagem
em estufa (50 °C, 24 h) e ao peneiramento (tamanho de particula menor que 0,5 mm) e armazenado em
sacos de polietileno a -18 °C até sua utilizacao.

A xilana de madeira de faia, os substratos sintéticos p-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo
(pNPX), p-nitrofenil-a-L-arabinofuranosideo (pNPAF) e p-nitrofenil-B-D glicopiranosideo (pNPG), € o
padrdo de xilose foram adquiridos da Sigma-Aldrich (San Luis, Estados Unidos). Os padrdes de XOs
(xilobiose, xilotriose, xilotetralose e xilopentose) foram obtidos da Megazyme (Bray, Irlanda). A coluna
cromatografica para analise de XOs (Aminex HPX-42A, dimensao 300 mm x 7,8 mm) foi adquirida da
Bio-Rad Laboratories (Hercules, Estados Unidos). Todos os demais reagentes utilizados foram de grau

analitico.

2.2 OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO DE XILANASE

2.2.1 Manutenc¢ao do micro-organismo e preparo de pré-inoculo e inoculo

Para a manuteng¢ao da cepa de A. pullulans CCT 1261 foram realizados repiques periodicos
para tubos contendo agar batata dextrose inclinado, sendo estes mantidos a 24 °C em estufa por 72 h. O
meio de pré-indculo e indculo foi composto (g/L) por xilose (10), base nitrogenada de levedura (6,7)
suplementada com sulfato de amonio (NH4)SOys) (5), asparagina (2) e fosfato de potéssio (KH2POs) (5)
(CHRISTOV et al., 1997). O meio ausente de xilose foi esterilizado em autoclave (121 °C por 15 min),
adicionado de uma solu¢do concentrada de xilose previamente esterilizada por filtragio em membrana de
acetato de celulose (Milipore, Burlington, Estados Unidos) de 0,22 um.

O pré-indeulo foi preparado através da transferéncia da massa celular (algada) da superficie
do 4gar para tubos contendo meio estéril (5 mL), sendo estes incubados em estufa a 28 °C por 24 h. Para

o preparo do indculo, o volume correspondente ao pré-indculo (5 mL) foi vertido para frascos Erlenmeyer
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de 250 mL contendo o mesmo meio estéril (45 mL), sendo estes mantidos a 28 °C e 150 rpm (agitagao
orbital) por 24 h.

2.2.2 Cultivo submerso e obtencao do extrato enzimatico bruto

A producio de xilanase foi conduzida em cultivo submerso em frascos Erlenmeyer
aletados de 500 mL contendo meio estéril (150 mL) com a seguinte composicao (g/L): farelo
de arroz (61,9), extrato de levedura (1,5) e (NH4)SO4 (3,6) (GAUTERIO et al., 2020). Apds a
esterilizagdo do meio em autoclave (121 °C, 15 min), os frascos foram inoculados com 2% (v/v)
de in6culo com densidade optica (DO) de 0,8 a 620 nm (SUGUMARAN et al., 2013) e
mantidos a 28 °C e 150 rpm (agitacdo orbital) por 72 h.

Apobs o cultivo, o meio foi centrifugado (4757 x g a 4°C por 30 min), € o
sobrenadante foi filtrado a vacuo em membrana Whatman n° 1 (Milipore, Burlington, Estados
Unidos) para remocao de particulas suspensas de farelo, obtendo-se assim o extrato enzimatico
bruto. Previamente a sua utilizagdo, o extrato foi analisado quanto a atividade de endo-B-1,4-

xilanase (item 2.7.1), teor de proteinas soluveis (item 2.7.2) e pH (item 2.7.2).

2.3 PURIFICACAO PARCIAL DO EXTRATO BRUTO

A purificagdo parcial do extrato enzimatico bruto foi realizada por precipitacdo
fracionada com sulfato de amodnio conforme Pal e Khanum (2011) com modificacdes. O extrato
bruto (50 mL) foi tratado com (NH4)2SO4 solido até alcangar a saturacdo de 30% (m/v)
conforme Scopes (1994). A adicao de sal foi realizada de modo gradativo durante 30 min,
mantendo o extrato sob agitacdo constante e em banho de gelo. Em seguida, o extrato foi
mantido em repouso a 4 °C por 2 h. Apds este periodo, o extrato foi centrifugado (4757 x g,
4 °C, 30 min) e as proteinas precipitadas foram descartadas. A fra¢do liquida foi tratada
novamente com (NH4)2SO4 até atingir a saturagdao de 60% (m/v) (SCOPES, 1994), do mesmo
modo que citado anteriormente, sendo também mantida em repouso a 4 °C por 2 h.
Posteriormente, uma nova centrifugacdo (4757 x g, 4 °C, 30 min) foi realizada, onde o
precipitado foi separado e ressuspendido (razao igual a 0,5) em tampao citrato de sédio 50
mmol/L pH 5,3.

Para a remocdo do sal, a fragdo foi dialisada overnight e a 4 °C contra 0 mesmo
tampao de ressuspensdo. A didlise foi realizada em sacos de 25 mm x 16 mm (INLAB, Sao

Paulo, Brasil) e monitorada pela adicdo do reagente de Nessler na solucdo tamponante. A
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atividade de endo-B-1,4-xilanase (item 2.7.1) e a concentracao de proteinas soluveis (item 2.7.2)
foram determinadas nas fragdes inicial e dialisada. O processo de purificacdo foi realizado em
quadruplicata.

A eficiéncia do processo de purificacao foi avaliada através do fator de purificacao
(FP) e recuperagdo enzimatica (REC, %), os quais foram calculados conforme as Equagdes 1 e

2, respectivamente:

Aaef
FP = (D
Aaei
. _Af><Vf 5
REC (%) = ARV, (2)

onde Aaere Aaci s30 as respectivas atividades especificas (U/mg) das fragdes final e inicial; Ar
e Ai sdo as respectivas atividades enzimaticas (U/mL) das fragdes final e inicial; e Vre Vi (mL)

sao os volumes das fragdes final e inicial, respectivamente.

2.4 COMPOSICAO ENZIMATICA DOS EXTRATOS

Os extratos bruto e parcialmente purificado foram analisados quanto ao contetido
de enzimas xilanoliticas e celulases totais. Para tal, as atividades de endo-B-1,4-xilanase,
B-xilosidase, a-L-arabinofuranosidases, B-glicosidases e celulases totais foram determinadas
conforma o item 2.7.1. A composi¢cdo enzimatica foi realizada com o intuito de entender a
capacidade hidrolitica dos extratos quando aplicados na hidrolise da xilana de faia. Todas as

determinagdes foram realizadas em quadruplicata.

2.5 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS ENZIMATICOS

2.5.1 Efeito da temperatura e do pH na atividade de xilanase

A temperatura 6tima da xilanase bruta e parcialmente purificada foi determinada
através do ensaio de atividade de endo-f-1,4-xilanase (item 2.7.1) na faixa de 35 a 70 °C, com
intervalos de 5 °C, mantendo o pH fixo em 5,3 (tampao citrato de sddio 50 mmol/L). O pH
6timo foi estabelecido através do ensaio da atividade enzimética a 50 °C e na faixa de pH entre

3,5 a 7,0 (tampao citrato de sodio 50 mmol/L) e 7,5 a 8,0 (tampao fosfato de sodio 50 mmol/L).
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A atividade relativa (%) foi expressa como a atividade da xilanase que permaneceu apos a
incubagdo em cada temperatura ou pH em comparagdo com a atividade maxima observada.

Todos os ensaios foram realizados em quadruplicata.

2.5.2 Determinacio da termoestabilidade de xilanase e parametros termodiniAmicos

A estabilidade térmica da xilanase bruta e parcialmente purificada foi investigada
pela incubagdo dos extratos (pH original de cultivo e do tampao de ressuspensao,
respectivamente) na faixa de 40 a 60 °C com intervalo de 5 °C. Os extratos foram armazenados
em frascos ambar fechados para evitar as alteracdes de volumes causadas pela evaporagao, e
incubados em banho termostatico na temperatura especifica de estudo. Amostras foram
retiradas dos frascos em periodos predeterminados, resfriadas em banho de gelo, e utilizadas na
determinagdo da atividade de endo-f-1,4-xilanase (item 2.7.1). O ensaio foi conduzido até que
a enzima perdesse 50% da sua atividade inicial.

A constante de desnaturacao térmica (kq, 1/s) para cada temperatura foi determinada
a partir do coeficiente angular do grafico — In (A/Ao) versus o tempo de incubagdo, em que A ¢
a atividade de xilanase em cada tempo de amostragem e Ao € a atividade de xilanase no tempo
inicial (t = 0). A meia vida da enzima (ti2, h) foi calculada conforme a Equacdo 3, sendo

definida como o tempo em que a atividade enzimatica atinge 50% do seu valor inicial.

In2

tip = Ty (3)

Os parametros termodindmicos de desnaturacdo térmica da xilanase foram
determinados através da equagdo de Arrhenius e do rearranjo da equagdo absoluta de Eyring,

conforme as Equacgdes 4 e 5, respectivamente:

In Ed

Inky=InA - RT “)
k- (kBTT) e(%)ﬁ*) 5)

Onde kq € a constante de desnaturacao térmica (1/s), A € a constante de Arrhenius,

Eq ¢ a energia de ativagdo para desnaturacao enzimatica (kJ/mol), R € a constante universal dos
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gases (8,315 x 107 kJ/mol.K), T é a temperatura absoluta (K), kg é a constante de Boltzmann
(1,38 x 103 J/K), h é a constante de Planck (6,63 x 1034 J/s), AH" ¢ a variacdo de entalpia
(kJ/mol) e AS™ ¢é a variagdo de entropia.

Para o calculo dos pardmetros AH" ¢ AS®, a Equagdo 5 foi rearranjada para a

Equacdo 6, conforme segue:

o (3)=(F)@ () T ©

A variagio da energia livre (AG", kJ/mol) para desnaturacio da xilanase foi

calculada de acordo com a Equagdo 7:
AG'= AH' —TAS’ (7)

O valor D (min), que corresponde ao tempo de redug¢do decimal ou o tempo
necessario para reduzir a atividade enzimatica em 90% em certa temperatura, foi calculado
conforme a Equagdo 8. O valor z (°C), que corresponde ao intervalo de temperatura requerido
para reduzir o valor D em um ciclo logaritmico, foi calculado através do coeficiente angular do

grafico log D versus temperatura.

2,3026
D= (8)
kg

2.5.3 Determinacio dos parametros cinéticos de reacio

Os parametros cinéticos para o modelo de Michaelis-Menten (Equagdo 9) foram
estimados utilizando xilana de faia como substrato. Para tal, a atividade de endo-f-1,4-xilanase
foi determinada conforme o item 2.7.1 em diferentes concentragdes de xilana de faia (6, 9, 12,
15, 18, 21, 24, 27 e 30 mg/mL). A interferéncia da xilana no meio reacional, principalmente
nas concentragdes mais elevadas, foi corrigida através da medicdo de “brancos de substrato”.
Todos os ensaios foram realizados em quadruplicata. A constante de Michaelis-Menten (K,
mg/mL) e a velocidade maxima de reacdo (Vmax, U/mL) foram calculadas através do grafico
duplo-reciproco (1/v versus 1/S) conforme Lineweaver e Burk (1934) e exposto na Equagao 10,

onde [S] e v sdo a concentragdo de substrato e a atividade enzimatica, respectivamente.
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Ve [S]
V:

K_+[S] 9
| Ke 11 0
- = X —
v Vo 1 o (10)

2.6 HIDROLISE ENZIMATICA E PRODUCAO DE XILO-OLIGOSSACARIDEOS

Os XOs foram produzidos por hidrolise enzimatica de xilana de faia utilizando os
extratos enzimaticos bruto e parcialmente purificado. Para tal, a solug¢do de xilana 3 % (m/v)
foi preparada em tampao citrato de sodio 50 mmol/L pH 5,3 e mantida overnight sob agitacao
magnética para sua completa solubilizacdo. As hidrdlises foram conduzidas em reatores
encamisados contendo 75 mL do meio reacional composto por xilana de faixa 3% (m/v) e
extrato enzimatico (200 U/g de substrato) (AACHARY; PRAPULLA, 2009). As reagdes
enzimaticas foram mantidas a 180 rpm (agitacdo mecénica), 40 °C por 32 h. Aliquotas de 3 mL
foram coletadas em intervalos de tempo predefinidos e aquecidas a 100 °C por 5 min para
inativacao enzimatica. As amostras foram centrifugacao (10.000 x g a 4°C por 10 min) e os
sobrenadantes foram analisados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) nas
condicdes descritas no item 2.7.3.

As concentragdes de XOs e xilose nas amostras foram determinadas a partir das
curvas de calibragdo dos padrdes analiticos. O rendimento (%) foi expresso em termos de
conversao de xilana em XOs, o qual foi calculado pela relacdo entre a massa de XOs gerados
pela massa inicial de xilana nos reatores, multiplicado por cem. Todas as hidrdlises foram

realizadas em duplicata.

2.7 DETERMINACOES ANALITICAS

2.7.1 Atividades enzimaticas

A atividade de endo-B-1,4-xilanase foi determinada pela incubagdo (50 °C, 5 min)
de 0,9 mL de xilana de faia 1% (m/v) preparada em tampao citrato de sédio 50 mmol/L pH 5,3,
e 0,1 de extrato enzimatico (BAILEY; BIELY; POUTANEN, 1992). Ja a atividade de celulases
totais foi determinada pela incubagdo (50 °C, 1 h) de 50 mg de papel filtro Whatman n° 1 (1,0
cm X 6.0 cm), 1,0 mL de tampao citrato de s6dio 50 mmol/L pH 4,8 ¢ 0,5 mL de extrato
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enzimatico (GHOSE, 1987). Ambas as reagdes enzimaticas foram interrompidas pela adi¢do de
acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). Os agucares redutores liberados pela hidrélise da xilana ou
do papel filtro foram quantificados conforme Miller (1959), correlacionando com a curva
padrao de xilose ou glicose (Apéndice 1), respectivamente, a 540 nm. Uma unidade (U) de
atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol
de xilose ou 1 umol de glicose por min, sob as condi¢des do ensaio.

As atividades enzimaticas de B-xilosidase, a-L-arabinofuranosidase e B-glicosidase
foram determinadas pela incubagao (50 °C, 3 min) de 0,2 mL de extrato enzimatico ¢ 0,8 mL
de 2% (m/v) de pNPX, 2% (m/v) de pNPG ou 1% (m/v) de pNPAF, respectivamente,
preparados em tampao acetato de sédio 50 mmol/L pH 4.8. As reagdes foram interrompidas
pela adicdo de 2 mL de carbonato de sédio 20% (m/v). A quantidade de p-nitrofenol (pNP)
liberada na reagdo foi quantificada em espectrofotometro a 410 nm e correlacionada com a
respectiva curva padrao (Apéndice 1) (TAN; MAYERS; SADDLER, 1987). Uma unidade de
atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1
pumol de pNP por min nas condi¢des de ensaio.

A atividade especifica (U/mg) foi determinada como a razdo entre a atividade

enzimatica (U/mL) e o teor de proteinas soltveis (mg/mL).

2.7.2 Proteinas soluveis e pH

A concentracdo de proteina solivel foi determinada segundo Lowry et al. (1951)
utilizando albumina de soro bovino como padrio (APENDICE 1). A determinagdo do pH foi
realizada em potencidometro digital conforme AOAC n° 972.44 (AOAC, 2000).

2.7.3 Anailise dos hidrolisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Os sobrenadantes oriundo das reagdes de hidrolise foram filtrados em membrana de fluoreto
de polivinilideno de 0,22 pm (Milipore, Burlington, Estados Unidos), e posteriormente analisados em
cromatografo liquido (Prominence®, Shimadzu, Quioto, Japao) equipado com detector de indice de
refragdo (RID-10A) e forno de colunas (CTO-20A). As aliquotas de 20 pL foram injetadas
automaticamente (SIL-20AHT) e eluidas utilizando 4gua ultrapura (Milli-Q, Milipore, Burlington,
Estados Unidos) como fase mével de uma coluna para separacdo de carboidratos (Aminex HPX-42A,
Bio-Rad, Hercules, Estados Unidos). A coluna foi operada a uma taxa de fluxo de 0,4 mL/min, 50 °C

durante 40 min (tempo total de corrida). A identificagdo e a quantificagdo dos XOs e xilose foram
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realizadas utilizando os tempos de retencdo e as curvas de calibragdo previamente construidas com o pool
de padrdes (1 a 10 mg/mL), respectivamente. O controle do equipamento e aquisi¢ao dos dados foi feito

pelo software LC Solution® (Shimadzu, Quioto, Japao).

2.8 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Os ensaios com réplicas e unico fator foram submetidos ao teste £ ou Analise de
Variancia Univariavel (One-way ANOVA) seguido da comparacao post-hoc Tukey, ao nivel
de 5% de significancia (p<0,05). As analises foram realizadas atendendo aos pressupostos de
normalidade, independéncia e homocedasticidade dos residuos. O software utilizado para o

tratamento estatistico dos resultados foi o Statistica 5.0 (Statsoft Inc., Estados Unidos).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 PURIFICACAO DE XILANASE E COMPOSICAO ENZIMATICA DOS EXTRATOS

Dentre as técnicas aplicadas para a purificagdo de enzimas, a precipitagdo salina
tem sido extensivamente utilizada na obtengdo de xilanases parcialmente purificadas
(ARCHANA; AMIT; DHARM, 2017, BHARDWAI et al., 2019; DING; LI; HU, 2018;
GOLUGURI et al., 2016; PAL; KHANUM, 2011). Em geral, a precipitagcdo de xilanases com
(NH4)2S04 ¢ aplicada em tinico (WU et al., 2018a; ZHANG et al., 2012) ou em dois (CHEN et
al., 2019) estagios na faixa de 20 a 90% de saturag@o. No presente estudo, a saturacao de 60%
foi empregada no segundo estagio de precipitacdo devido aos resultados promissores obtidos
em outros estudos envolvendo a purifica¢do de xilanases (CHEN et al., 2019; DING; LI; HU,
2018; PAL; KHANUM, 2011). Além disso, a precipitacdo fracionada foi utilizada na
purificagdo de xilanases A. pullulans CCT 1261, uma vez que em ensaios preliminares o seu
desempenho foi mais satisfatorio em comparacao a precipitacao direta (dados nao mostrados).

Durante a purificagdo de xilanases de 4. pullulans CCT 1261, apenas as proteinas
contaminantes foram precipitadas no primeiro estagio de fracionamento (0-30%). J& no
segundo estagio (30-60%), a enzima de interesse foi precipitada sem que ocorresse sua perda
expressiva para a fracdo sobrenadante. Esta constatacdo foi feita através da medicao da
atividade de xilanase no sobrenadante e no precipitado de cada estagio (dados ndo mostrados).
A Tabela 1 mostra os pardmetros de eficiéncia do processo de purificacdo obtidos apds a
precipitacao fracionada e dialise da xilanase. A precipitacao salina resultou em FP de 6,8 vezes

e REC de 69,4%, valores superiores aos encontrados na maioria dos estudos envolvendo a
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purificacdo parcial de xilanase com (NH4)SOs4 (ARCHANA; AMIT; DHARM, 2017;
BHARDWAJ et al., 2019; CHEN et al., 2019; GOLUGURI et al., 2016; WU et al., 2018a).
Uma vez que atividade total da xilanase no sobrenadante do segundo estagio atingiu apenas
0,6% da atividade total inicial, uma possivel desnaturagdo da enzima pela presenca de sal pode

ter ocorrido, justificando o rendimento alcangado ao final do processo.

Tabela 1 — Purificagdo parcial de xilanase de A. pullulans CCT 1261 por precipitagao
fracionada com sulfato de amonio (0-30%/30-60%).

Atividade Atividade
Proteinas
Extrato enzimatica especifica FP REC (%)
(mg/mL)
(U/mL) (U/mg)
Bruto 87,4+1,5 34+<0,1 26,8 £0,5 1 100
Purificado 127,9+2,3 0,7£<0,1 182,4+43 6,8+0,2 694+£20

Meédia + desvio padrao (n =4). Legenda: FP — Fator de purificacdo; REC — Recuperacdo enzimatica.

Chen et al. (2019) utilizaram a precipitacdo fracionada com (NH4)2SO4 (40-60%)
na primeira etapa de purificacdo de xilanase de Aspergillus flavus, alcancando FP e REC de 2,7
vezes e 46,7%, respectivamente. Na purificacao de xilanase de Aspergillus niger DFR-5, Pal e
Khanum (2011) alcancaram FP e REC de 3.8 vezes e 81,9%, nesta ordem, ao utilizarem
(NH4)2S04 (30-65%) como agente precipitante. J4 Ding, Li e Hu (2018) utilizaram a
precipitacdo fracionada com (NH4)2SO4 (20-60%) como uma das técnicas de purificagdo de
xilanase de Pichia stipitis, obtendo na etapa FP de 11,7 vezes e REC de 88,2%. No processo de
purificacdo de xilanases de Aureobasidium pullulans CBS 135684, Bankeeree et al. (2014)
fizeram o uso de (NH4)2SO4 como agente precipitante (50-80%), e alcangaram FP e REC de
1,8 vezes e 50,3%, respectivamente. Ap6s o uso de (NH4)2SO4 na precipitagdo fracionada (30-
70%) de xilanases de Aspergillus foetidus MTCC 4898, Chapla, Pandit e Shah (2012)
alcancaram FP de 1,7 vezes ¢ REC acima de 50%. Com base nos estudos acima e nos resultados
obtidos no presente trabalho, a eficiéncia do processo de purificagdo por precipitacdo salina
pode variar consideravelmente, fato este relacionado com o tipo de extrato a ser purificado (por
exemplo, micro-organismo produtor, meio de produgdo e quantidade de contaminantes
presentes no extrato) e com a faixa de saturagao empregada.

Por outro lado, a precipitagdo salina foi suficiente para aumentar a atividade
especifica de xilanase (Tabela 1) e remover outras proteinas com atividade bioldgica presentes

no extrato enzimatico, especialmente as B-xilosidases (Tabela 2). As endo-1,4-B-xilanases
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hidrolisam as ligacdes glicosidicas B-1,4 da cadeia principal da xilana, gerando XOs com baixo
ou alto GP e eventualmente xilose, dependendo da familia na qual a enzima pertence e regido
que atua no esqueleto do polissacarideo (BIELY; SINGH; PUCHART, 2016); enquanto as [3-
xilosidases atuam na extremidade nao redutora dos XOs e geram xilose (SHENG et al., 2014).
Deste modo, extratos enzimaticos ausentes de B-xilosidases sdo preferiveis na produgdo de XOs
por hidrolise enzimatica, pois atenuam a formacao de xilose residual e colaboram na obtenc¢ao
de hidrolisados com alta concentragdo de oligdmeros (REDDY; KRISHNAN, 2016). Chapla,
Pandit e Shah (2012) observaram que a purificacao parcial de xilanases de Aspergillus foetidus
MTCC 4898 por precipitacao salina foi suficiente na obtengdo de um extrato enzimatico livre
de B-xilosidases, contribuindo assim para a produgdo de XOs isentos de xilose. De acordo com
a Tabela 2, ambos os extratos (bruto e purificado) apresentaram alta relagao entre xilanases/[3-
xilosidase, o que evidencia o potencial destes na hidrélise de xilana de faia para produgao de

XOs com minima liberagdo de xilose.

Tabela 2 — Composic¢do enzimadtica dos extratos de 4. pullulans CCT 1261.
Atividade enzimatica (U/mL)

Bruto Parcialmente purificado
Endo-fB-1,4-xilanase 87,38 + 1,47 127,94 + 2,32
B-xilosidase 0,02 +£<0,01 <0,01
o-L-arabinofuranosidase 0,04 £<0,01 0,03 +<0,01
B-glicosidase 0,08 £<0,01 0,02 £<0,01
Celulases totais 0,05+ 0,10 0,02 +0,10

Meédia + desvio padrio (n =4).

Enzimas como a-L-arabinofuranosidases, a-D-glicuronidases, acetil xilana
esterases, feruloil e p-coumaroil esterases, sdo responsdveis pela remoc¢dao de grupamentos
laterais da cadeia da xilana (ALOKIKA; SINGH, 2019; COLLINS; GERDAY; FELLER,
2005). Dependendo da complexidade e grau de ramificacdo da cadeia polissacaridica, existe a
necessidade destas enzimas atuarem juntamente com as xilanases nas reagdes de hidrolise para
producao de oligdbmeros. No caso especifico das a-L-arabinofuranosidases, além de atuarem na
remocao das cadeias laterais de L-arabinofuranose (CHAVEZ; BULL; EYZAGUIRRE, 2006),
estas preparam a estrutura da xilana para a¢ao subsequente das xilanases (AZELEE et al., 2016),
aliviando o impedimento estérico anteriormente causando pela presenca das ramificagdes (SHI

et al., 2013). O uso de substratos lignocelulosicos complexos na producao de XOs também
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requer a presenca de enzimas celuloliticas para degradacao de celulose, facilitando o acesso a
xilana. Como mencionado por Binod et al. (2019), estas enzimas incluem endoglucanases
(endocelulases), celohidrolases (exocelulases) e B-glicosidases

De acordo com a Tabela 2, as atividades de a-L-arabinofuranosidases,
B-glicosidases e celulases totais foram detectadas no extrato enzimatico bruto, o que era
esperado considerando o substrato utilizado para o crescimento da levedura A. pullulans CCT
1261. Segundo Palaniappan et al. (2017), a estrutura da xilana do farelo de arroz ¢ ramificada,
contendo residuos de a-L-arabinofuranose, acetil e 4cido glicurdnico ligados na cadeia principal
de B-D-1,4-xilopiranose. Ainda, estudos anteriores verificaram que o farelo de arroz possui
27,3% de celulose (GAUTERIO et al., 2018). Logo, a produgdo de a-L-arabinofuranosidases,
celulases e xilanases durante o cultivo microbiano ocorre simultaneamente, ja que o farelo de
arroz pode atuar como indutor da secre¢ao enzimatica pela levedura.

A quantidade de xilanases foi consideravelmente superior as demais enzimas
presentes no extrato enzimatico bruto, conforme pode ser visto na Tabela 2, o que € justificavel
visto que as condic¢des de cultivo foram otimizadas para a producdo destas enzimas. Estudos
realizados por Ajijolakewu et al. (2017), Guido, Silveira e Kalil (2019), Menezes, Rossi e Ayub
(2017) e Terrasan et al. (2010) também observaram niveis mais baixos de enzimas auxiliares e
celulases em relacdo as xilanases; contudo, avaliar a presenca destas enzimas nos extratos
enzimaticos ¢ de suma importancia, pois mesmo em baixas quantidades estas podem exercer
suas atividades cataliticas.

Ap0s a precipitacdo fracionada, o aumento da atividade especifica de xilanases e a
diminui¢do das quantidades de a-L-arabinofuranosidases, B-glicosidases e celulases totais foi
observado. Em termos de pureza, a obtengdo de um extrato rico em xilanases e carente de
enzimas acessorias ¢ interessante, principalmente em certas aplicacdes industriais. Para
aplicacdo na industria de papel e celulose, por exemplo, Adhyaru et al. (2017) mencionam que
o uso de extratos enzimaticos livres de celulases € essencial. Por outro lado, no caso especifico
da producdao de XOs por hidrdlise enzimatica, a auséncia de enzimas atuantes nas cadeias
laterais da xilana pode levar a obten¢do de hidrolisados com perfis de carboidratos distintos
comparado ao hidrolisado obtido na presenca destas (AZELEE et al., 2016; PEREIRA et al.,
2018). Ainda, estudos reportam o aumento na producdo em XOs quando xilanases e
a-L-arabinofuranosidases agem sinergicamente na hidrolise de xilanas (PEREIRA et al., 2018;
SHI et al., 2013).

Com base no exposto, faz-se importante o uso de ambos os extratos, bruto e

purificado, na hidrélise da xilana, de modo a avaliar os perfis de XOs e xilose liberados nos
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hidrolisados, bem como o rendimento de oligdmeros obtidos. No entanto, para a aplica¢do dos
extratos na producdo de XOs, € necessario o conhecimento das propriedades bioquimicas das

xilanases, em especial seu pH e temperatura 6tima de atuacao, estabilidade térmica, parametros

cinéticos e termodinamicos.

3.2 CARACTERIZACAO DO EXTRATO BRUTO E PURIFICADO

3.2.1 Temperatura e pH 6timo de atuacio das xilanases

A Figura 1 apresenta o efeito da temperatura ¢ do pH na atividade de xilanase de
A. pullulans CCT 1261. Os extratos bruto e purificado apresentaram perfil semelhante frente a
temperatura e ao pH, isto €, curva tipica em forma de sino, alcangando atividade 6tima a 50 °C
e em pH 4,5. Entre 35 e 45 °C, a atividade enzimatica dos extratos correspondeu a 62 e 81%
(extrato bruto) e 50 e 78% (extrato purificado) do valor maximo de atividade de xilanase. No
entanto, a atividade catalitica dos extratos caiu consideravelmente em temperaturas acima de
50 °C, sendo o seu valor quase negligenciavel a 70 °C, indicando uma desnaturagao acelerada.
Quanto ao pH, os extratos apresentaram atividade relativa acima de 60% entre 3,5 e 4,0, acima
de 89% em pH 5,0 e entre 62 a 68% em pH 5.5. Contudo, atividades relativas abaixo de 1%
foram observadas nos valores de pH entre 7,5 e 8,0. Diante deste cenério, € possivel dizer que
as xilanases produzidas por A. pullulans CCT 1261 sdo mesofilicas e acidéfilas (PAES;

BERRIN; BEAUGRAND, 2012).

Figura 1 — Efeito da (a) temperatura e do (b) pH na atividade de xilanase bruta e parcialmente
purificada de 4. pullulans CCT 1261.
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Na caracterizacdo de xilanase bruta de A. pullulans NRRL Y-2311-1, Yegin (2016)
observou que a enzima apresentou temperatura ¢ pH oOtimos entre 30 ¢ 50 °C e 4,0,
respectivamente. Ainda, a xilanase produzida pela mesma cepa, na sua forma purificada,
apresentou temperatura ¢ pH otimos de 50 °C e 4,0, nesta ordem (YEGIN, 2017b). Em
contraste, Bankeeree et al. (2014) constataram que a atividade 6tima de xilanase purificada de
A. pullulans CBS 135684 ocorreu a 70 °C e pH 6,0. Em relagdo ao presente estudo, a xilanase
de A. pullulans CCT 1261 apresentou temperatura 6tima igual a encontrada para as xilanases
de Pichia stipitis (DING; LI; HU, 2018), Trichoderma asperellum (AJJOLAKEWU et al.,
2017), Trichoderma inhamatum (SILVA; TERRASAN; CARMONA, 2015), Tuber maculatum
(BEDADE et al., 2017) e Aspergillus flavus (ARCHANA; AMIT; DHARM, 2017).

Além disso, xilanases de Penicillium oxalicum (LIAO et al., 2012), Trichoderma
stromaticum (CARVALHO et al., 2017), Thielaviopsis basicola (GOLUGURI et al., 2016),
Trichoderma reesei (ASTOLFI et al., 2019), Aspergillus terreus (KAUSHIK; MALIK, 2016),
entre outras (AJIJOLAKEWU et al., 2017; BEDADE et al., 2017; YEGIN, 2017b), também
apresentaram maxima atividade em valores de pH entre 4,0 a 5,5. Assim como neste estudo, a
diminui¢do brusca da atividade de xilanase em valores de pH entre 7,0 a 8,0 foi observada por

Yegin (2016), Bedade et al. (2017) e Silva, Terrasan e Carmona (2015).

3.2.2 Parametros cinéticos de reacdo: Km € Vmax

Para compreender a cinética da reacao catalisada pelas xilanases bruta e purificada,
os pardmetros Km € Vmax foram determinados. O K, foi determinado medindo a atividade de
xilanase na faixa de 6 a 30 mg/mL do substrato xilana de faia, intervalo este suficiente para que
nos ultimos pontos de andlise a atividade enzimatica tendesse a constancia. No entanto, cabe
salientar que nas concentracdes mais elevadas de substrato, houve maior interferéncia deste no
meio reacional devido a turbidez, o que também foi relatado por Yegin (2017).

Ambas as xilanases bruta e purificada exibiram o comportamento cinético proposto
por Michaelis-Menten (R? = 0,99 do grafico duplo reciproco). A xilanase bruta apresentou
menor Kn (25 mg/mL) em relagdo a enzima purificada (50 mg/mL), diferenca que estd
relacionada com a pureza dos extratos, conforme relatado por Souza et al. (2018). Uma vez que
o Km ¢ inversamente proporcional a afinidade da enzima pelo substrato, valores baixos da
constante indicam que menores concentracdes deste sdo necessarias para que se atinja a metade

da velocidade méxima de reagdo (Vmax) (NELSON; COX, 2011). A Vmax encontrada para o
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extrato bruto (303 U/mL) foi cerca de cinco vezes menor comparada a do extrato purificado
(769 U/mL); por definicdo, a Vmax descreve o nimero maximo de moléculas de substrato que
podem ser transformadas em produto em determinado intervalo de tempo quando todo sitio
ativo da enzima estd ocupado (NELSON; COX, 2011).

Apesar de ambos os extratos apresentarem K, superiores aos reportados por outros
autores (DING; LI; HU, 2018; LIU et al., 2018; MOHAMED et al., 2018), alguns estudos
mencionam valores da constante na mesma grandeza para o substrato xilana de faia, os quais
incluem: xilanase bruta de Penicillium roqueforti (Km = 84,1 mg/mL) (SOUZA et al., 2018),
xilanase purificada de 4. pullulans (Km = 19,4 mg/mL) (YEGIN, 2017b); e xilanase purificada
de Thermoascus aurantiacus (Km = 40,9 mg/mL) (CHANWICHA et al., 2015). Ainda, os
valores de K obtidos neste estudo foram inferiores ao obtido para xilanase purificada de

Streptomyces sp. (Km = 102,3 mg/mL) (PRADEEP et al., 2013).

3.2.3 Estabilidade térmica e parametros termodinimicos da xilanase

A desnaturacdo térmica compreende o processo no qual ocorre a perda das
estruturas secundaria, terciaria e quaternaria (caso presente) de uma proteina sem a quebra de
ligacdes covalentes (DANIEL; DINES; PETACH, 1996). A estabilidade termodinadmica ¢
definida como a resisténcia de uma proteina em se desdobrar reversivelmente, enquanto a
estabilidade cinética compreende a resisténcia de uma proteina a desnaturacdo irreversivel
(POLIZZI et al., 2007). A relagdo proposta entre a desnaturagdo reversivel e irreversivel de

proteinas pode ser descrita pelo mecanismo:

NeoU—I

onde N ¢ o estado nativo da proteina, U ¢ estado desdobrado e I ¢ o estado desnaturado
irreversivel (POLIZZI et al., 2007). A determinagio dos parametros termodindmicos (Eq, AG",
AH" e AS") e cinéticos (ka, ti2, D € z) de desnaturagiio térmica ¢é essencial na compreensio da
relacdo entre a estrutura proteica e a estabilidade enzimatica (SANT’ANNA et al., 2010). Além
disso, a estimativa destes parametros auxilia na compreensdo do provavel mecanismo de
desnaturagdo, o qual ¢ muito importante em processos enzimaticos (YEGIN; GOKSUNGUR;
FERNANDEZ-LAHORE, 2012), em especial aqueles que envolvem a aplicagdo de enzimas

sob temperatura controlada.
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A Figura 2 apresenta a curva linearizada da cinética de desnaturacdo térmica da
xilanase de 4. pullulans CCT 1261 a 40 °C. O procedimento foi realizado igualmente para todas
as temperaturas e extratos (bruto ou purificado) avaliados, permitindo assim a determinagao
dos valores de kq € ti2 em cada condi¢ao experimental. As curvas de — In (A/Ao) versus o tempo
de incubagdo para ambos os extratos foram lineares, isto €, coeficiente de determinacdo (R?)
superior a 0,90, indicando que a inativagdo térmica pode ser expressa como uma cinética de

primeira ordem dentro da faixa de temperatura avaliada.

Figura 2 — Linearizagdo da cinética de desnaturacdo a 40 °C da xilanase de A. pullulans CCT
1261. (m) Extrato bruto, R = 0,96 (o) Extrato purificado, R> = 0,92. Ao ¢ a atividade

enzimatica antes da incubagdo (t = 0) e A ¢ a atividade enzimatica ap6s a incubagao.
1,2
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Os parametros cinéticos de desnaturagao térmica — kg, t12 € valores D e z — para a
xilanase de A. pullulans CCT 1261 estao apresentados na Tabela 3. Para ambos os extratos de
xilanase, os valores de kq foram inversamente proporcionais a ti, indicando que a enzima ¢
sensivel a altas temperaturas. Maior estabilidade térmica foi observada em 40 °C, onde nesta
temperatura os extratos bruto e purificado apresentaram ti» de 20 e 10 d, respectivamente. Além
disso, o extrato bruto se mostrou mais estavel termicamente comparado ao extrato purificado,
fator este que pode estar relacionado a presenca de compostos oriundos do meio de cultivo (ex.
sais, agucares) que contribuem para a estabilidade da enzima.

Xilanase bruta de A. pullulans NRRL Y-2311-1 apresentou ti» de 770,16 min
(12,83 h) e 126,03 min (2,10 h) em 55 °C e 60 °C (YEGIN, 2016), respectivamente; enquanto
xilanase purificada de A. pullulans CBS 135684 apresentou ti» de 231 min (3,85 h), 173 min
(2,88 min) e 116 min (1,93 min) em 50 °C, 55 °C e 60 °C (BANKEEREE et al., 2014), nesta

ordem. Comparado aos resultados obtidos no presente estudo, a xilanase de A. pullulans CCT
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1261 se mostrou menos estavel termicamente. Por outro lado, uma das xilanases purificadas de
Trichoderma inhamatum exibiram t;» de 4 min a 50 °C e de 40 s a 60 °C (SILVA; TERRASAN;
CARMONA, 2015), valores estes inferiores aos apresentados por ambos os extratos bruto e
purificado. Xilanase bruta de Aspergillus carneus M34 apresentou tio de
101,2 min e 1,5 min a 50 °C e 60 °C, respectivamente (FANG et al., 2007), sendo estes valores

na mesma grandeza ao do extrato bruto de xilanase de A. pullulans CCT 1261.

Tabela 3 — Valores de z, D, K4 e meia vida (t12) obtidos a partir da desnaturagao térmica de
xilanase de 4. pullulans CCT 1261 bruta e parcialmente purificada.

Extrato T (°C) D (min) z(°0O) ka (1/5) ti2 (h)
40 986829 4,9 3,9 x 107 495,11
45 5273,1 7,3 x 10° 26,46
Bruto 50 255,7 1,5 x10* 1,28
55 45,9 8,4 x 10 0,23
60 8,3 4,6 x 1073 0,04
40 493414 4,7 7,8 x 107 247,55
45 29332 1,3x107 14,75
Parcialmente
50 141,9 2,7 x 10 0,71
purificado
55 10,7 3,6 x 1073 0,05
60 4,6 8,4 x 107 0,02

A alta estabilidade dos extratos bruto e purificado a 40 °C ¢ uma caracteristica
positiva quanto a aplicabilidade destes em processos industriais, tais como na clarificagdo de
sucos (40 °C) (ADIGUZEL et al., 2019; KALLEL et al., 2016) e preparo de massas para paes
(25 a 36 °C) (ADIGUZEL; TUNCER, 2016; BAJAJ; MANHAS, 2012; YEGIN; ALTINEL;
TULUK, 2018). Ainda, na produ¢do de XOs por hidrdlise enzimatica, a qual normalmente ¢
realizada na faixa de 40 °C a 50 °C e por tempo prolongado (AKPINAR et al., 2010; AZELEE
et al., 2016; CHAPLA; PANDIT; SHAH, 2012), a estabilidade dos extratos a 40 °C os torna
promissores para esta aplicacdo. Comparado a outras xilanases microbianas, os extratos de
A. pullulans CCT 1261 se mostraram mais estaveis a 40 °C que as xilanases de Cellulomonas
uda CDBB-1960 expressas em Pichia pastoris (t12=35h) (CAYETANO-CRUZ et al., 2016);
e que as xilanases de Sphingobacterium sp. HP455 purificadas e expressas em Escherichia coli
(t12=5,3 h) (SHENG et al., 2014).

Para fins industriais, especialmente em aplicagdes alimenticias, € comum expressar

a desnaturacdo térmica de enzimas em termos de valor D e z. Conforme exposto na Tabela 3,
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os valores D variaram de 98682,9 min (40 °C) a 8,3 min (60 °C) para o extrato bruto; ¢ de
49341,4 min (40 °C) a 4,6 min (60 °C) para o extrato purificado. Em outras palavras, o valor D
diminuiu consideravelmente com o aumento da temperatura e teve seu maior valor a 40 °C para
ambos os extratos de xilanase. Ainda, o extrato bruto apresentou maiores valores D comparado
ao extrato purificado em uma mesma temperatura, indicando que um maior tempo de incubagao
¢ requerido para que a enzima bruta reduza 90% da sua atividade inicial (um ciclo logaritmico).

O valor z obtido para os extratos bruto e purificado foi de 4,9 °C e 4,7 °C (Tabela
3), respectivamente, o qual corresponde a diferenca de temperatura necessaria para modificar o
valor D em um ciclo logaritmico. Valores baixos de z estdo relacionados a sensibilidade da
enzima ao incremento de temperatura (BARRETT; GRANDISON; LEWIS, 1999). Em estudo
realizado por Pal e Khanum (2011), xilanase purificada de Aspergillus niger DFR-5 apresentou
menor valor D a 45 °C (1535 min) quando comparado aos obtidos para as xilanases de
A. pullulans CCT 1261 (Tabela 3), indicando que estas ultimas sdo mais resistentes a
permanéncia nesta temperatura. No entanto, o valor z obtido pelos autores foi igual a 36,6 °C,
mostrando que a enzima ¢ menos sensivel ao incremento de temperatura em contraste as
xilanases do presente estudo.

Os parametros termodindmicos — Eq, AG", AH" e AS™ — para a xilanase de
A. pullulans CCT 1261 estdo apresentados na Tabela 4. Para ambos os extratos, os valores de
AG" diminuiram com o aumento da temperatura, indicando a ocorréncia da desnaturacio
enzimatica de carater endergdnico (AG™ > 0). Valores positivos de AH” encontrados para os
extratos bruto (406 kJ/mol) e purificado (418,1 kJ/mol) indicam que o processo de inativagdo
enzimatica possui carater endotérmico. Ainda, o valor mais elevado de AH" para o extrato
purificado indica que mais ligacdes ndo covalentes, além de interagdes hidrofobicas, foram
rompidas durante a desnaturagdo da enzima. Os valores positivos de AS™ para os extratos
sugerem o desdobramento da proteina em uma estrutura mais aleatoria, sendo este efeito mais
pronunciado no extrato purificado (975,9 J/mol.K) comparado ao bruto (931,6 J/mol.K).
Segundo Ustok, Tari e Harsa (2010), o valor positivo e elevado de AS” sugere que a inativagio
enzimatica ¢ acompanhada pelo desdobramento da cadeia polipeptidica em uma estrutura
menos ordenada. Os autores ainda mencionam que o aumento em AS” indica maior niimero de
moléculas proteicas no estdgio de transi¢do ativado, resultando em valores mais baixos de AG".
Esta observagao esta de acordo com o presente estudo, ja que o extrato purificado além de exibir
maior AS" também apresentou menores AG" comparado ao extrato bruto.

Ao determinar os parametros termodinamicos de xilanases purificadas de

A. pulluans NRRL Y-2311-1, Yegin (2017) observaram diminui¢do nos valores de AG"
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(97,5 kJ/mol para 93,7 kJ/mol) e valores positivos de AS™ (360-367 J/mol.K) para o intervalo
entre 55 °C a 65 °C. Para as xilanases brutas produzidas pela mesma cepa, a diminui¢ao nos
valores de AG" (99,7 kJ/mol para 95,8 kJ/mol) e valores positivos de AS” (246-252 J/mol.K)
também foi observada, no intervalo de temperatura entre 55 °C a 70 °C (YEGIN, 2016). Assim
como no presente estudo, as xilanases brutas de A. pullulans NRRL Y-2311-1 apresentaram
maiores valores de AG”™ e menores de AS™ comparado as xilanases purificadas, indicando que
as primeiras sao mais estaveis e com estrutura menos desordenada pelo efeito do
desdobramento. Contrariamente, xilanases purificadas de 4. pulluans CBS 135684 exibiram
aumento nos valores de AG" (105,9 kJ/mol para 109,6 kJ/mol) e valores negativos de AS"
(0,07 J/mol.K) na faixa de 50 °C a 70 °C, indicando que estas enzimas sdo estaveis
termicamente e que apresentam estrutura mais ordenada, provavelmente pela agregacdo

proteica devido a formacao de ligagdes inter e/ou intramoleculares (BANKEEREE et al., 2014)

Tabela 4 — Parametros termodinamicos de xilanase de A. pullulans CCT 1261 bruta e
parcialmente purificada.
Extrato T (°C) Eda(KJ/mol) AG"(KJ/mol) AH" (KJ/mol) AS" (J/mol.K)

40 408,6 114,2 406,0 931,6
45 109,6
Bruto 50 1049
55 100,2
60 95,6
40 420,8 112,5 418,1 975,9
45 107,6
Purificado 50 102,8
55 97,9
60 93,0

Os valores Eq médios foram obtidos em func¢ao da temperatura e corresponderam a
408,6 kJ/mol e 420,8 kJ/mol para os extratos bruto e purificado, respectivamente, na faixa de
temperatura entre 40 a 60 °C. Quanto maiores os valores de Eq, maior € a energia necessaria
para a desnaturagao enzimatica, indicando maior estabilidade da biomolécula. No entanto, com
base nos valores de kae AG", o extrato bruto apresenta maior estabilidade térmica em relagio
ao purificado, contrariando o valor de Eq médio. Comportamento semelhante foi observado por

Borba et al. (2018) ao caracterizar protease de Bacillus sp P45 ativa em solventes organicos e
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liquidos i6nicos. Segundo Kazan e Erarslan (1997), os valores de kg ou 0 aumento nos valores
de AG* sao critérios mais confidveis para avaliar a estabilidade da biomolécula, quando
comparado ao alto valor de Eq.

Uma vez que as xilanases de A. pullulans CCT 1261 apresentaram maior
estabilidade térmica a 40 °C, os ensaios de hidrolise para produgdo de XOs foram conduzidos
nesta temperatura, permitindo a comparacao dos rendimentos sem que houvesse a desnaturagao

da enzima em ambos os extratos ao longo da reagao.

3.3 PRODUCAO DE XILO-OLIGOSSACARIDEOS POR HIDROLISE ENZIMATICA

As Tabelas 5 e 6 apresentam a producdo de XOs e xilose e o percentual de
conversao de xilana em XOs obtidos nas reagdes de hidrolise conduzidas a 40 °C utilizando os
extratos bruto e purificado de xilanase de A. pullulans CCT 1261. Para ambos os extratos
enzimaticos, ¢ possivel perceber a ocorréncia de hidrolise parcial dos XOs de maior GP em
xilobiose, bem como o aumento no teor de xilose, ao longo do tempo de reagdo. Ainda, tanto
nas hidrolises conduzidas com o extrato bruto quanto com o purificado, o maior teor de XOs
(mg/mL) foi constatado em 32 h, o qual nao diferiu estaticamente (p>0,05) do conteudo obtido

em 24 h e 28 h de reacao.

Tabela S — Produgao de XOs e xilose e percentual de conversao a partir de xilana de faia
utilizando xilanase bruta de 4. pullulans CCT 1261.

Tempo Perfil de carboidratos (%) XOs totais Conversao de
(h) X X2 X3  X4-Xs XOstotais (mg/mL)  xilana em XOs (%)
2 49 351 38,6 214 95,1 59+0,3° 19,5+1,0°
4 6,4 40,5 38,1 15,1 93,6 6,4+0,19 21,4+ 0,1%
6 7,7 434 37,3 115 92,3 6,8 +0,1% 22,7+ 0,3
8 88 453 36,6 95 91,2 7,0 = 0,2°¢ 23,3 + 0,45
10 10,1 46,6 355 7.8 89,9 7.1 +0,2b° 23,7 + 0,420
12 11,2 47,5 346 68 88,9 7,2+0,2° 23,9 +0,3%¢
24 13,9 509 30,9 43 86,1 7,7+ 0,2% 25,7+0,6*
28 16,2 50,1 29,7 40 83,8 7,6 £0,1* 2524 0,2%
32 18,3 49,7 285 3,5 81,7 7,4+0,2% 24,8 + 0,8

Meédia + erro padrdo (n=2). Letras minusculas iguais na mesma coluna indicam que nao ha diferenca
significativa entre as médias pelo teste Tukey (p > 0,05). Legenda: X, — xilose; X, — xilobiose; X3 —
xilotriose; X4 — xilotetraose; Xs — xilopentose.
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utilizando xilanase parcialmente purificada de A. pullulans CCT 1261.
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Tempo Perfil de carboidratos (%) XOs totais Conversao de
(h) Xi X2 X3  X4-Xs XOstotais (mg/mL)  xilana em XOs (%)
2 41 357 39,1 21,2 959=+0,1 6,0+0,1° 20,0 £0,2°
4 51 413 389 148 949+02 6,7+0,1¢ 223+0,34
6 59 445 382 114 941+02 7,0+0,1% 23,3+ 0,3
8 6,6 46,7 375 92 934+02 72=+0,1% 24,0 + 0,3
10 69 485 369 7,7 93.0+04 7.4+0,1° 24,5+ 0,30
12 7,7 49,7 362 65 923+02 7,5+0,1° 24,9 +0,3°
24 9,8 53,8 328 3,7 90,2+03 79+0,1% 26,5 +0,32
28 10,3 54,5 31,7 3,5 89,7+0,4  8,1=+0,1° 26,9 +£0,3%
32 10,8 550 31,0 3,1 89,2+0,5 8,1=+0,1° 27,0+ 0,22

Meédia + erro padrdo (n =2). Letras minusculas iguais na mesma coluna indicam que néo ha diferenca
significativa entre as médias pelo teste Tukey (p > 0,05). Legenda: X, — xilose; X, — xilobiose; X3 —
xilotriose; X4 — xilotetraose; Xs — xilopentose.

A conversdo de xilana em XOs alcancou valor maximo em 24 h (25,7%) e 32 h
(27,0%) de reacao para os extratos bruto e purificado, respectivamente. No caso das hidrolises
utilizando o extrato bruto de xilanase, a conversao de xilana em XOs aumentou até 10 h de
reagdo, manteve-se constante até 24 h e sofreu queda pouco acentuada entre as 28 h e 32 h,
contudo, seus valores ndo apresentaram diferenca significativa (p>0,05). J& nas hidrolises
utilizando o extrato purificado, a conversdo de xilana em XOs exibiu comportamento crescente
até o término da reagdo, apesar dos seus valores entre 24 h e 32 h ndo serem estatisticamente
distintos (p>0,05). As conversoes de xilana em XOs obtidas em 24 h de hidrolise utilizando os
extratos bruto (25,7%) e purificado (26,5%) nao apresentaram diferenca estatistica entre seus
valores pelo teste ¢ (p>0,05).

Na hidroélise enzimatica de bagaco de cana utilizando extrato de xilanase bruto de
Pichia stipitis, a médxima conversao de xilana em XOs foi de 31,8% em 12 h de reacdo (BIAN
et al., 2013); enquanto que na hidrélise de xilana de palha de alho utilizando xilanase purificada
de Bacillus mojavensis UEB-FK, o rendimento maximo de XOs foi de 29% em 8§ h,
permanecendo este valor inalterado até o término da reacdo (24 h) (KALLEL et al., 2015a).
Ap6s 10 h de reagdo, Nieto-Dominguez et al. (2017) alcangaram um rendimento méaximo de
28,8% em XOs durante a hidrolise enzimatica de xilana de bétula com o uso de xilanase
purificada de Talaromyces amestolkiae. Os autores observaram o decréscimo no rendimento

em XOs (28,8% para 27,2%) quando a reagdo prosseguiu até 24 h. Conforme mencionado por
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Akpinar et al., (2010), o decréscimo e/ou a estagna¢dao do rendimento em XOs pode ocorrer
devido a redugdo do numero de sitios acessiveis na estrutura do substrato. Ainda, o decréscimo
no rendimento em XOs (Tabela 5) também pode estar associado a hidrolise dos oligdmeros em
xilose, uma vez que o extrato bruto contém B-xilosidases, mesmo que em baixa quantidade.

Em relagdo ao perfil de carboidratos, os hidrolisados obtidos com o uso dos extratos
bruto e purificado, em 24 h de reacdo, apresentaram maior percentual de xilobiose (50,9% e
53,8%), seguido de xilotriose (30,9% e 32,8%) e XOs de maior GP (4,3% e 3,7%). O
hidrolisado obtido pelo uso do extrato purificado exibiu maior percentual de XOs totais (90,2%)
comparado ao hidrolisado oriundo do uso da enzima bruta (86,1%), em 24 h de reacdo. Ainda,
ao atingir as 32 h, o hidrolisado obtido pelo uso da xilanase purificada apresentou diminui¢ao
de 1% no teor de XOs totais, enquanto esta queda correspondeu a 4% para o hidrolisado obtido
a partir da enzima bruta. Conforme Singh, Banerjee e Arora (2015), XOs de baixo GP (xilobiose
e xilotriose) s@o preferiveis na industria de alimentos devido a sua alta capacidade prebiotica.

A Figura 3 apresenta a produc¢ao de XOs totais e xilose a partir da hidrélise da xilana
de faia utilizando extratos bruto e purificado de xilanase de 4. pullulans CCT 1261 em 24 h de
reagdo. Uma vez que ndo houve diferenga significativa (p>0,05) entre a quantidade de XOs
produzidos em 24 h, 28 h e 32 h de reagdo para cada extrato, o tempo de 24 h foi escolhido para
comparacao da eficiéncia das enzimas bruta e purificada. Conforme ilustra a Figura 3, a
concentracdo de XOs nos hidrolisados oriundos do uso da enzima bruta e purificada foi
estatisticamente igual (p>0,05), diferindo apenas na quantidade de xilose remanescente. Uma
vez que o extrato bruto contém maior quantidade de enzimas acessorias em sua composi¢ao,
especialmente B-xilosidases e o-L-arabinofuranosidases, era esperado que a quantidade de
xilose no hidrolisado fosse mais alta.

Conforme mencionado por Shi et al. (2013), a quantidade de xilose liberada pelas
xilanases de Paenibacillus sp. aumentou na presenca de arabinofuranosidases produzidas pela
mesma cepa microbiana. Da mesma forma, Pereira et al. (2018) observaram que o uso
combinado de xilanases e arabinofuranosidases contribuiu para maior formacao de xilose no
hidrolisado, uma vez que a remocao das ramificacdes de arabinose permite que as xilanases
atuem sobre a cadeia principal da xilana mais facilmente, aumentando a liberacao de xilose e
diminuindo o GP dos outros XOs. Os autores ainda mencionam que a presenga concomitante
de B-xilosidases no extrato bruto também ocasionou o aumento de xilose, principalmente pela
sua atuacao na xilobiose formada.

No presente estudo, embora o extrato bruto apresentasse maior quantidade de

arabinofuranosidases — o que poderia contribuir na producao de XOs —, este também continha
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maior teor de B-xilosidases em relagdo ao extrato purificado, o que resultou no aumento de
xilose no meio hidrolisado sem que houvesse maior producao de XOs. Além disso, na reagao
conduzida com o extrato bruto de xilanase, a liberacao de xilose aumentou entre 24 h e 32 h de
reacdo, enquanto a produ¢do de XOs diminuiu no mesmo periodo. Isto demonstra a possivel
acao das B-xilosidases sobre a xilobiose, ja que a quantidade deste oligdbmero também decresceu
entre 28 e 32 h de hidroélise. Por outro lado, este comportamento nao foi observado na hidrélise

enzimatica da xilana utilizando o extrato purificado de xilanase.

Figura 3 — Produ¢do de XOs totais e xilose em 24 h de hidrolise de xilana de faia utilizando

xilanase bruta e parcialmente purificada de A. pullulans CCT 1261.
9

N XOs
U2 Xilose

Producao de XOs e xilose (mg/mL)

Bruto Purificado

Extrato enzimatico

Meédia + erro padrao (n = 2). Letras iguais em colunas da mesma cor indicam que nao ha diferenca significativa
entre as médias ao nivel de 5% de significancia pelo teste 7 (p>0,05).

Bian et al. (2013) avaliaram a obtencdo de XOs a partir da hidrolise de xilana de
bagaco de cana utilizando xilanase bruta de Pichia stipitis, alcangando a producdo maxima de
5,29 mg/mL em 12 h de reagdo. Os autores ainda mencionam que os XOs produzidos eram
compostos majoritariamente por xilobiose (29,8%), xilotriose (47,1%) e xilotetraose (18,4%),
além de tragos de xilopentose e xilohexose. Xilanases brutas de Pichia stipitis também foram
utilizadas na hidrdlise de xilana de Populus tomentosa, onde foi possivel obter um hidrolisado
contendo 95% (3,95 mg/mL) de XOs compostos por xilobiose, xilotriose e xilotetraose (YANG
et al., 2011). Na hidrdlise enzimdtica de xilana de sabugo de milho utilizando xilanase
parcialmente purificada de Aspergillus foetidus MTCC 4898, Chapla, Pandit e Shah (2012)
obtiveram 6,73 mg/mL de XOs totais em 8 h de reacdo, sendo estes isentos de xilose e
compostos por xilobiose, xilotriose, xilotetraose e xilopentose em proporgdes similares. Nieto-

Dominguez et al. (2017) utilizaram xilanase purificada de Talaromyces purpurogenum na
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hidrolise de xilana de bétula, e obtiveram 5,95 mg/mL de XOs compostos em sua maioria por
xilobiose (1,49 mg/mL), xilotriose (2,01 mg/mL) e xilotetraose (1,39 mg/mL).

Com base nos estudos acima mencionados, € possivel dizer que a producao de XOs
por hidrodlise de xilana de faia utilizando xilanases de 4. pullulans CCT 1261 se mostrou
promissora, principalmente quanto ao contetido e composi¢ao dos oligdmeros obtidos. Uma
vez que o teor de XOs totais ndo diferiu estaticamente (p>0,05) com o uso da enzima bruta e
purificada, e que o acimulo de xilose no meio pode ser controlado mediante o estudo dos
demais parametros reacionais, o extrato bruto foi o escolhido para a continuidade do trabalho.
A eliminagdo da purificagdo da enzima reduz o niimero de etapas envolvidas na produgdo de

XOs, permitindo que estes sejam obtidos de forma mais econdmica.

4 CONCLUSAO

Os extratos bruto e purificado de xilanases de A. pullulans CCT 1261 foram
caracterizados e aplicados na hidrdlise enzimatica de xilana de faia para producdo de XOs. A
precipitacdo fracionada com (NH4)2SO4 (0-30%/30-60%) permitiu a purificagdo parcial das
xilanases em 6,8 vezes e recuperacdo enzimatica de 69,4%. Os extratos bruto e purificado
apresentaram temperatura ¢ pH oOtimos iguais a 50 °C e 4,5, respectivamente, € maior
estabilidade a 40 °C (t12 igual a 20 e 10 d, respectivamente) dentro da faixa estudada. Com base
nos parametros de termoestabilidade dos extratos, o aumento da temperatura de 40 °C para
60 °C levou a desnaturacdo enzimatica, sendo este processo endotérmico e que resulta no
desdobramento da cadeia proteica em uma estrutura mais aleatoria. Além disso, a xilanase bruta
apresentou menor K (25 mg/mL) comparado a enzima purificada (50 mg/mL).

O conteudo de XOs totais (7,7 mg/mL e 7,9 mg/mL) e a conversdo de xilana em
XOs (25,7% e 26,5%), em 24 h de reagdo, ndo apresentou diferenca estatistica pela aplicacao
dos extratos bruto e purificado na hidrélise enzimatica. No entanto, a producao de xilose foi
significativamente menor pelo uso do extrato purificado. Quanto ao perfil de carboidratos, os
hidrolisados exibiram maior percentual de xilobiose (50,9% e 53,8%), seguido de xilotriose
(30,9% ¢ 32,8%) e XOs de maior GP (4,3% e 3,7%).

Com base no contetido de oligdmeros e no perfil de carboidratos dos hidrolisados,
a hidrélise enzimatica de xilana de faia se mostrou promissora para obtencao de XOs. Uma vez
que o acumulo de xilose no meio pode ser controlado através do estudo dos demais parametros

reacionais, o extrato bruto foi indicado como o mais adequado para a producgdo de XOs. O uso
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do extrato bruto de xilanase evita a inclusdo da etapa de purificagdo ao processo de producao

de XOs, permitindo que estes sejam obtidos de modo mais econdmico.
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ARTIGO 4
MAXIMIZACAO DA PRODUCAO DE XILO-OLIGOSSACARIDEOS UTILIZANDO
XILANASE BRUTA DE Aureobasidium pullulans
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RESUMO

Xilo-oligossacarideos (XOs) sdo oligdbmeros nao digeriveis e fermentaveis que se destacam
pelo carater prebiotico, além de possuirem outras propriedades funcionais para a saude humana.
Dentre as estratégias adotadas para a produgdo de XOs, a hidrélise enzimatica se sobressai pela
especificidade das xilanases e operagdo em condi¢des moderadas de reagdo, além de permitir a
obtencdo de oligossacarideos com menor grau de polimerizagao (GP < 6). O presente estudo
teve como finalidade avaliar a influéncia dos parametros reacionais da hidrdlise envolvendo
xilana de faia e xilanase bruta de Aureobasidium pullulans, visando a maximizag¢ao da produgao
de XOs. Parametros como temperatura (40-50 °C), tempo de reacao (12-48 h), concentragdo de
substrato (1-6%, m/v), relacdo enzima:substrato (100-300 U/g) e pH (4,0-6,0), foram avaliados
na obten¢ao de hidrolisado rico em XOs e com conteudo minimo de xilose. Altas concentragdes
de XOs totais (10,1 mg/mL) e XOs de baixo GP (9,7 mg/mL), além de alto percentual de XOs
(99,1%) no hidrolisado, foram obtidas nas seguintes condi¢des reacionais: 6% (m/v) de xilana
de faia, 260 U/g de xilanase bruta, pH 6,0, 180 rpm (agitagdo orbital), 40 °C por 24 h de reagao.
A maximizagdo das condi¢des de hidrolise permitiu aumentar tanto a produgdo de XOs totais
em 1,5 vezes como o percentual de XOs em 9,4%, quando comparado as condicdes iniciais de
hidrolise (6,7 mg/mL e 89,7%, respectivamente).

Palavras-chave: Hidrolise enzimatica. Parametros reacionais. Xilo-oligdmeros.
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1 INTRODUCAO

Os xilo-oligossacarideos (XOs) sdo oligdbmeros ndo digeriveis contendo entre duas a dez
unidades de xilose unidas por ligagdes -1,4 (IUPAC, 1982). Estes oligdbmeros sao produzidos a partir da
hidrdlise da xilana, principal polissacarideo constituinte da fragdo hemiceluldsica da parede vegetal
(GIRIO et al., 2010). Dependendo do grau de substituigio da xilana, os XOs podem conter em sua
estrutura grupamentos laterais como a-D-glicopiranosil acido urénico ou seu derivado, grupos acetila e
residuos de arabinofuranosil, os quais sao responsaveis pela existéncia de XOs ramificados (AACHARY;
PRAPULLA, 2011). Os XOs estao naturalmente presentes em brotos de bambu, frutas, vegetais e mel,
porém em baixas quantidades (SAMANTA et al., 2015), o que justifica a necessidade de estudos voltados
a sua producao e posterior aumento de escala.

A principal propriedade dos XOs esta relacionada ao seu efeito prebidtico e consequente
promogao do crescimento de bactérias benéficas ao intestino humano (AMORIM et al., 2020; NIETO-
DOMINGUEZ et al., 2017), podendo ser aplicado na formulago de adogantes de baixa caloria (XIAO et
al., 2013).e em alimentos com alegagdo funcional (BRASIL, 1999; ESFA, 2018). Os XOs com grau de
polimerizagdo (GP) igual ou inferior a cinco sdo rapidamente fermentados por bactérias probidticas,
colaborando para manutengdo da microflora intestinal, enquanto oligossacarideos com GP maiores ndo
estimulam o desenvolvimento bacteriano (SINGH; BANERJEE; ARORA, 2015). Em baixas doses
diarias (isto ¢, entre 1,4 a 2,8 g/dia) (FINEGOLD et al., 2014), os XOs promovem melhorias no
metabolismo lipidico (GUERREIRO; OLIVA-TELES; ENES, 2015), estimulacdo a resposta imune
(SUN et al., 2013), acdo antioxidante (VALLS et al., 2018), anti-inflamatéria (HANSEN et al., 2013) e
antimicrobiana (YU et al., 2015). Além do carater atoxico e certificacdo GRAS (Generally Recognized as
Safe) (FDA, 2013), os XOs sao os Unicos oligossacarideos no mercado obtidos a partir de biomassa
lignoceluldsica (MONIZ et al., 2016)

Os XOs podem ser produzidos através de auto-hidrdlise (SUREK; BUYUKKILECI, 2017),
hidrélise quimica (AKPINAR; ERDOGAN; BOSTANCI, 2009), hidrolise enzimatica (GUIDO;
SILVEIRA; KALIL, 2019; SUKRI; MIMI SAKINAH, 2018), cultivo microbiano (AMORIM,;
SILVERIO; RODRIGUES, 2019; REQUE et al., 2019), ou combinagio destes processos. Dentre estas
estratégias mencionadas, a hidrdlise enzimatica se destaca devido a especificidade das enzimas, ndo
formagao de produtos secundarios indesejaveis e/ou toxicos, € operagao em condi¢des brandas de reacdo
(CHAPLA; PANDIT; SHAH, 2012; YANG et al., 2011). Além disso, a hidrdlise enzimatica permite
obter XOs com menor grau de polimerizagao (GP, entre 2 a 6) (REDDY; KRISHNAN, 2016; SINGH et
al., 2018) quando comparado a outros processos como a auto-hidrolise (GP > 6) (LI et al., 2018; SUREK;
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BUYUKKILECI, 2017), sendo interessante para a industria alimenticia, visto que XOs com baixo GP
exibem alta capacidade prebiodtica (SINGH; BANERJEE; ARORA, 2015).

Na hidrolise enzimatica, a complexidade estrutural da xilana faz com que enzimas
com distintas especificidades ¢ modos de acdo atuem na degradacao deste agucar
(GOWDHAMAN; PONNUSAMI, 2015). Dentre as enzimas xilanoliticas, duas se destacam:
endo-xilanase e exo-xilanase (B-xilosidases), onde a primeira hidrolisa as ligagdes glicosidicas
B-1,4 e libera XOs, enquanto a segunda atua na extremidade nao redutora da xilobiose ou outros
XOs, resultando em xilose (SHALLOM; SHOHAM, 2003; SHENG et al., 2014). Assim,
extratos xilanoliticos com baixa atividade de exo-xilanases sdo desejados, pois atenuam a
producdo de xilose e aumentam o rendimento em XOs. Além de inibir a atividade de xilanases,
a xilose ndo deve estar presente em hidrolisados prebidticos, pois ndo promove o crescimento
de bactérias benéficas ao colon (FARYAR et al., 2014; REDDY; KRISHNAN, 2016). Estudos
anteriores demonstraram que a levedura Aureobasidium pullulans é capaz de originar extratos
enzimaticos ricos em xilanase e com baixa atividade de p-xilosidase (GAUTERIO et al., 2018),
até quando substratos agroindustriais sdo utilizados no meio de cultivo como fonte de xilana
(GAUTERIO et al., 2020).

O uso eficiente das enzimas para a produgdo de XOs depende das variaveis do
processo, tais como temperatura, pH, tempo de reacdo, intensidade de agitacdao, concentragdao
de enzima e substrato, e presenca de outras espécies quimicas que podem inibir ou acelerar as
taxas de reagdo. Para que a hidrolise enzimadtica seja realizada de modo eficiente, a
maximizacdo das condi¢des reacionais ¢ requerida (AZELEE et al., 2016; BRIENZO;
CARVALHO; MILAGRES, 2010). Neste sentido, o objetivo deste estudo foi avaliar a
influéncia dos pardmetros reacionais da hidrolise envolvendo xilana de faia e xilanase bruta de

Aureobasidium pullulans, visando a maximizagao da producao de XOs.

2  MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL

O micro-organismo A. pullulans CCT 1261 foi adquirido da Colegao de Culturas Tropical
da Fundagao Andr¢ Tosello (Campinas, Brasil). O farelo de arroz, cedido gentilmente por industria de
beneficiamento de arroz da regido Sul do Rio Grande do Sul, foi seco em estufa (50 °C, 24 h), peneirado
(particula menor que 0,5 mm) e armazenado em sacos de polietileno a -18 °C até sua utilizagdo.

A xilana de madeira de faia foi adquirida da Apollo Scientitfic (Bredbury, Reino Unido),

enquanto os padroes de XOs (xilobiose, xilotriose, xilotetralose e xilopentose) foram adquiridos da
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Megazyme (Bray, Irlanda). O padrao de xilose foi obtido da Sigma-Aldrich (San Luis, Estados Unidos). A
coluna cromatografica para andlise de XOs (Aminex HPX-42A, dimens3o 300 mm x 7,8 mm) foi
adquirida da Bio-Rad Laboratories (Hercules, Estados Unidos). Todos os demais reagentes utilizados

foram de grau analitico.

2.2 OBTENCAO DO EXTRATO ENZIMATICO DE XILANASE

2.2.1 Manutenc¢ao do micro-organismo, pré-inéculo e inéculo

A manuten¢do da cepa A. pullulans CCT 1261 ocorreu através de repiques
periddicos em agar batata dextrose inclinado, sendo mantida a 24 °C em estufa por 72 h. O
meio de pré-indculo e indculo foi composto por (g/L) xilose (10), base nitrogenada de levedura
(6,7) suplementada com sulfato de amonio ((NH4)SO4) (5), asparagina (2) e fosfato de potassio
(KH2POs) (5) em pH 5,0 (CHRISTOV et al., 1997). O meio ausente de xilose foi esterilizado
em autoclave (121 °C por 15 min), e adicionado de solugdo concentrada de xilose previamente
esterilizada por filtracdo em membrana de acetato de celulose (Milipore, Burlington, Estados
Unidos) de 0,22 um.

O preparo do pré-indculo consistiu na transferéncia da massa celular (algada) da
superficie do agar para tubos contendo meio estéril (5 mL), os quais foram incubados em estufa
a 28 °C por 24 h. Logo apds, o volume de pré-inoculo (5 mL) foi vertido para frascos
Erlenmeyer de 250 mL contendo o mesmo meio estéril (45 mL), os quais foram mantidos a

28°C e 150 rpm (agitagao orbital) por 24 h.

2.2.2 Cultivo submerso e obten¢ao do extrato bruto

Os cultivos submersos foram realizados em frascos Erlenmeyer aletados de
500 mL contendo meio estéril (150 mL) composto por (g/L) farelo de arroz (61,9), extrato de
levedura (1,5) ¢ (NH4)2SO4 (3,6) em pH 7,0 (GAUTERIO et al., 2020). Os meios foram
esterilizados em autoclave (121 °C, 15 min). Os frascos foram inoculados com 2% (v/v) de
indculo com densidade 6tica (DO) de 0,8 a 620 nm (SUGUMARAN et al., 2013) e mantidos a
28 °C, 150 rpm (agitagao orbital) por 72 h.

Ao término do cultivo, o meio foi centrifugado (4757 x g a 4°C por 30 min), € o
sobrenadante foi filtrado a vdcuo em membrana Whatman n° 1 (Milipore, Burlington, Estados
Unidos) para a remoc¢ao de particulas suspensas de farelo, obtendo-se assim o extrato bruto de

xilanase. Previamente a sua aplicacdo, o extrato foi submetido a determinacao da atividade de
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endo-B-1,4-xilanase (item 2.4.1), concentragdo de proteinas soluveis (item 2.4.2) e medi¢ao do

pH (item 2.4.2).

2.3 PRODUCAO DE XILO-OLIGOSSACARIDEOS POR HIDROLISE ENZIMATICA

2.3.1 Efeito da temperatura na producio de xilo-oligossacarideos

A produgao de XOs por hidrdlise enzimatica foi avaliada em trés temperaturas — 40, 45 ¢
50 °C —, escolhidas com base nos ensaios de caracterizagao enzimatica (Artigo 3) e literatura referente aos
estudos de produgdo dos xilo-oligomeros. As hidrdlises foram realizadas em reatores de mistura
encamisados mantidos a 180 rpm (agitagdo mecanica) por 24 h. O meio reacional foi composto por xilana
(3%, m/v) em tampao citrato de sddio 50 mmol/L pH 5,3 (mantida overnight sob agitacdo para completa
solubilizagdo), e enzima (200 U/g), totalizando o volume de 75 mL (AACHARY; PRAPULLA, 2009).
Aliquotas de 2 mL foram coletadas em intervalos de tempo predefinidos e a reagdo enzimatica foi
interrompida pelo aquecimento do meio a 100 °C por 5 min. Apos, as amostras foram centrifugadas
(10.000 x g a4°C por 10 min) e os sobrenadantes analisados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) (item 2.4.3).

As concentragdes de XOs e xilose nas amostras foram determinadas a partir das curvas de
calibracdo dos padrdes analiticos. O rendimento (%) foi expresso em termos de conversao de xilana em
XOs, o qual foi calculado pela relacdo entre a massa de XOs gerados pela massa inicial de xilana nos

reatores, multiplicado por cem. Os ensaios de hidrdlise foram realizados em duplicata.

2.3.2 Cinética de producio de xilo-oligossacarideos em agitador orbital

A partir da temperatura selecionada no item 2.3.1, as reagdes de hidrolises foram conduzidas
sob agitac@o orbital (180 rpm) em reatores do tipo Erlenmeyer de 125 mL contendo 40 mL de meio
reacional conforme descrito acima. Aliquotas de 2 mL foram coletadas em intervalos de tempo
predefinidos e a reacdo enzimatica foi interrompida pelo aquecimento do meio a 100 °C por 5 min. As
amostras foram centrifugadas (10.000 x g a 4°C por 10 min) e os sobrenadantes foram analisados por
CLAE (item 2.4.3). Os ensaios de hidrdlise foram realizados em triplicata. As concentragdes de XOs e
xilose nas amostras, bem como a conversao de xilana em XOs, foram determinadas conforme o item 2.3.1.
Os resultados obtidos foram comparados com as hidrélises realizadas em reatores encamisados € agitacao

mecanica.
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2.3.3 Maximizacio da producao de xilo-oligossacarideos

A maximizagdo da produgdo de XOs por hidrolise enzimatica foi realizada através do
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 2* com trés repeticdes no ponto central, totalizando
17 ensaios. Os fatores avaliados na produgdo de XOs foram a concentracdo de xilana (1 a 6%, m/v), pH
(4,0 2 6,0) e relagdo enzima:substrato (100 a 300 U/g de xilana). As hidrolises foram conduzidas sob a
temperatura selecionada no item 2.3.1 e agitagao orbital (180 rpm) em reatores do tipo Erlenmeyer de 125
mL contendo 40 mL de meio reacional. Aliquotas de 3 mL foram coletadas no ponto O h e em 24 h de
hidrdlise, e a reagdo enzimatica foi interrompida pelo aquecimento do 100 °C por 5 min. Apds a
centrifugagdo (10.000 x g a 4°C por 10 min), os sobrenadantes foram analisados por CLAE (item 2.4.3).

O intervalo de cada variavel independente (Tabela 4) foi selecionado de acordo com a
literatura, e as variaveis respostas analisadas foram a concentragdo de XOs totais (mg/mL), concentracao
de xilobiose e xilotriose (Xz ¢ X3, mg/mL) e o percentual de XOs (%) em 24 h de hidrélise. Os dados

experimentais obtidos no DCCR foram ajustados ao modelo de segunda ordem conforme a Equagdo 1:
y = Bo+ TicqBixi + Xfo1Bux? + Xiei< i Biyxixg + ¢ 1)

onde y ¢ a variavel dependente (resposta) a ser modelada, x sdo as varidveis independentes (fatores) e 3
sdo os coeficientes da regressao do modelo (RODRIGUES; IEMMA, 2012). A partir do modelo preditivo,
as curvas de contorno foram construidas para ilustrar os efeitos individuais e de interagdo sobre as variaveis
dependentes. Os desvios relativos entre os valores reais e preditos da variavel resposta foram calculados

pela Equagao 2:

RO - RP
RO

DR (%)= x100 Q)

onde RO e RP sdo os valores observados e preditos da varidvel resposta, respectivamente. A validagao do
modelo consistiu na realizagdo de hidrélises adicionais em triplicata, nas condi¢des reacionais onde tanto
as concentracoes de XOs totais (mg/mL) e X> e X3 (mg/mL) como o percentual de XOs (%) nos

hidrolisados foram favorecidas. O percentual de XOs foi calculado através da razao entre a quantidade de

XOs totais pela quantidade de agticares totais presentes no hidrolisado, multiplicado por cem.
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2.4 DETERMINACOES ANALITICAS
2.4.1 Atividade de endo-p-1,4-xilanase

A atividade enzimatica de endo--1,4-xilanase foi determinada conforme Bailey, Biely e
Poutanen (1992) utilizando como substrato a xilana de madeira de faia 1% (m/v) preparada em tampao
citrato de s6dio 50 mmol/L pH 5,3. A mistura reacional, composta por 0,9 mL de solugdo de substrato e
0,1 mL de extrato enzimatico, foi incubada a 50 °C por 5 min. Em seguida, 1,0 mL de acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) foi adicionado a mistura. A quantificagdo dos aguicares redutores liberados a partir
da xilana foi realizada conforme Miller (1959), correlacionando com a curva padrio de xilose (Apéndice
1) a 540 nm . Uma unidade (U) de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para liberar 1 pmol de xilose por minuto, sob as condi¢des descritas do ensaio. A atividade
especifica (U/mg) foi determinada como a razdo entre a atividade enziméatica (U/mL) e o teor de proteinas

soluveis (mg/mL).

2.4.2 Proteinas soluveis e pH

A concentragao de proteina soluvel foi determinada segundo Lowry et al. (1951), utilizando
albumina de soro bovino como padrdo (Apéndice 1). A determinacdo do pH foi realizada em

potencidmetro digital conforme a AOAC n° 972.44 (AOAC, 2000).

2.4.3 Anailise dos hidrolisados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Os sobrenadantes oriundo das hidrolises enzimaticas foram filtrados em membrana de
fluoreto de polivinilideno de 0,22 pm (Milipore, Burlington, Estados Unidos), e posteriormente analisados
em cromatdgrafo liquido (Prominence®, Shimadzu, Quioto, Japao) equipado com detector de indice de
refragdo (RID-10A) e forno de colunas (CTO-20A). Aliquotas de 20 uL. foram injetadas automaticamente
(SIL-20AHT) e eluidas a 0,4 mL/min com agua ultrapura (Milli-Q, Milipore, Burlington, Estados Unidos)
como fase mével de uma coluna para separac@o de carboidratos (Aminex HPX-42A, Bio-Rad, Hercules,
Estados Unidos). A temperatura e o tempo total de corrida foram 50 °C e 40 min, respectivamente. A
identificagdo dos agucares foi realizada a partir dos seus tempos de retencdo, enquanto a quantificacdo de
XOs e xilose foram determinadas através das curvas de calibragdo previamente construidas com o pool de
padrdes (1 a 10 mg/mL). O controle do equipamento e aquisicao dos dados foi feito pelo software LC
Solution®.
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2.5 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Os ensaios realizados com réplicas e unico fator foram submetidos ao teste ¢ ou
Analise de Variancia Univariavel (One-way ANOVA) seguido da comparagao post-hoc Tukey,
ao nivel de 5% de significancia (p<0,05). As analises foram realizadas no software Statistica
5.0 (Statsoft Inc., Estados Unidos). Para a avaliacdo do DCCR, os dados foram submetidos a
ANOVA fatorial considerando p<0,05 ou p<0,10, conforme a variavel resposta avaliada. O
ajuste do modelo foi expresso pelo coeficiente de determinagao (R?) e R? ajustado. A analise
estatistica do DCCR e as curvas de contorno foram realizadas no software Protimiza
Experimental Design (Protimiza, Campinas, Brasil). Em todas as andlises estatisticas, os
pressupostos de normalidade, independéncia e homocedasticidade dos residuos foram

previamente verificados.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 EFEITO DA TEMPERATURA NA PRODUCAO DE XILO-OLIGOSSACARIDEOS

Neste trabalho, os parametros reacionais foram estudados de modo a estabelecer as
condi¢des que conduzem a maxima producdo de XOs e minima liberagdo de xilose. A
influéncia destes parametros sobre a producdo de XOs totais foi avaliada utilizando o extrato
enzimatico bruto de xilanase (87,4 £ 1,5 U/mL e 26,8 = 0,5 U/mg de proteina) de A. pullulans
CCT 1261, o qual possui baixa atividade de B-xilosidase (0,02 = <0,01 U/mL, Artigo 3) e pH
final apos cultivo igual a 4,2 + <0,1. As Tabelas 1, 2 e 3 apresentam a producdo de XOs e
xilose e o percentual de conversdo de xilana em XOs obtidos nas reacdes de hidrolise
conduzidas entre 40 °C e 50 °C. A faixa de temperatura de estudo foi escolhida com base em
estudos anteriores de producdo de XOs e nos ensaios de estabilidade térmica da xilanase bruta
de A. pullulans CCT 1261 (Artigo 3). A amostragem nos ensaios de hidrdlise a 50 °C foi
realizada a cada 20 min nas primeiras 2 h de reagdo, pois apesar da xilanase bruta apresentar
atividade o0tima nesta temperatura, a sua meia vida nestas condic¢des ¢ de 1,28 h (Artigo 3).

Para as trés temperaturas avaliadas, ¢ possivel perceber a ocorréncia de hidrolise
parcial dos XOs de maior GP em xilobiose, bem como o aumento no teor de xilose, ao longo
do tempo de reagdo. Nas hidrolises realizadas a 40 °C e 45 °C, o maior conteudo de XOs foi
observado em 24 h de reag¢do, o qual também se diferiu estatisticamente do teor obtido nos
demais tempos de amostragem (Tabelas 1 e 2). Além disso, a conversdo de xilana em XOs em

ambos os ensaios aumentou significativamente ao longo da hidrélise, apresentando valores
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maximos em 24 h de reagdo. Em relagdo ao perfil de carboidratos, os hidrolisados obtidos nas
reacdes a 40 °C e 45 °C apresentaram, em 24 h de reagdo, maior percentual de xilobiose (46,7%

e 45,7%), seguido de xilotriose (33,2% e 34,3%) e XOs de maior GP (6,7% e 7,7%).

Tabela 1 — Producdo de XOs e xilose e percentual de conversao a partir de xilana de faia
utilizando xilanase bruta de 4. pullulans CCT 1261. Condig¢des de hidrélise: 40 °C, 3% (m/v)
de xilana, 200 U/g de xilana, pH 5,3, 180 rpm (agitacdo mecanica).

Tempo Perfil de carboidratos (%) XOs totais  Conversao de xilana
(h) X X2 X; X4-Xs XOstotais  (mg/mL) em XOs (%)
2 74 28,8 370 268 92,6 5,1 £<0,1°¢ 17,1 £0,1¢
4 8,7 33,8 372 203 91,3 5,7 +<0,1¢ 19,1+ 0,1¢4
6 93 369 374 163 90,7 6,0 +<0,1¢ 19,9 £<0,1¢
8 10,5 39,7 383 11,6 89,5 6,0 +<0,1% 19,9 +£ 0,1
10 11,6 40,7 354 10,9 87,0 6,3+0,1° 21,1 £0,2%
12 12,5 42,5 357 94 87,5 6,4+ <0,1° 21,2+ 0,1°
24 13,2 46,9 332 6,7 86,8 7,2+0,2% 23,9+ 0,5°

Média + erro padrdo (n = 2). Letras mintsculas iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenga
significativa entre as médias pelo teste Tukey (p > 0,05). Legenda: X, — xilose; X, — xilobiose; X3 —
xilotriose; X4 — xilotetraose; Xs — xilopentose.

Tabela 2 — Produgdo de XOs e xilose e percentual de conversao a partir de xilana de faia
utilizando xilanase bruta de A. pullulans CCT 1261. Condigdes de hidrolise: 45 °C, 3% (m/v)
de xilana, 200 U/g de xilana, pH 5,3, 180 rpm (agitacdo mecanica).

Tempo Perfil de carboidratos (%) XOs totais Conversao de
(h) X X2 X3  X4-Xs XOstotais (mg/mL)  xilana em XOs (%)
2 84 31,7 382 21,8 91,6 5,0 +£<0,1°¢ 16,8 £0,2°
4 93 357 379 17,1 90,7 5,7 +£<0,1¢ 19,1 +0,1¢
6 10,5 383 37,2 14,0 89,5 6,0 £ <0,1°¢ 20,1+ 0,2°
8 11,3 40,7 36,7 11,4 88,7 6,1 £<0,1° 20,2 +0,1°
10 10,8 423 36,5 104 89,2 6,2 £0,1° 20,7+ 0,2¢
12 10,6 42,7 36,5 10,2 89,4 6,6 +<0,1° 21,8+0,1°
24 12,2 45,77 343 7,7 87,8 7,2 £<0,1* 23,8 +£0,1*

Meédia + erro padrdo (n = 2). Letras mintsculas iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca
significativa entre as médias pelo teste Tukey (p > 0,05). Legenda: X; — xilose; X, — xilobiose; X3 —
xilotriose; X4 — xilotetraose; Xs — xilopentose.

reacdo ndo apresentou diferenca significativa (p>0,05) quando comparado ao teor observado

Por outro lado, na hidrélise realizada a 50 °C, o contetido de XOs totais em 24 h de
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em menores tempos de reacdo, mantendo-se praticamente estavel no intervalo de 1 a 24 h. Do
mesmo modo, a conversao de xilana em XOs entre 1 ¢ 24 h de reacdo niao aumentou
significativamente. Curiosamente, o percentual de xilose aumentou em 6,1% no mesmo
periodo. Este comportamento pode estar relacionado tanto com a inativagdo parcial da xilanase
devido a temperatura de hidrolise, como também pela possivel atuagao da B-xilosidase. Neste
ultimo caso, alguns estudos mencionam que as B-xilosidases podem apresentar temperatura
otima de 50 °C (KIM; YOON, 2010), e especialmente as enzimas produzidas por A. pullulans
se mostram altamente estaveis entre 50 e 70 °C (BANKEEREE et al., 2018; DOBBERSTEIN;
EMEIS, 1991; OHTA et al., 2010).

Tabela 3 — Produgdo de XOs ¢ xilose e percentual de conversao a partir de xilana de faia
utilizando xilanase bruta de 4. pullulans CCT 1261. Condigoes de hidrolise: 50 °C, 3% (m/v)
de xilana, 200 U/g de xilana, pH 5,3, 180 rpm (agitacdo mecanica).

Tempo Perfil de carboidratos (%) XOs totais Conversao de
(h) Xy X2 X3  X4-Xs XOs totais (mg/mL) xilana em XOs (%)
0,3 9,0 16,3 36,3 38,5 91,0 2,9+0,1° 9,8 £0,3¢
0,6 92 179 36,0 369 90,8 3,4+0,1% 11,3 £0,3%

1 94 193 36,0 354 90,6 3,7+0,10% 12,4 +0,4%
1,3 9,8 20,5 351 347 90,2 3,8+ 0,2 12,6 £ 0,6
1,6 103 20,7 356 335 89,7 3,9+0,1% 13,1 +0,2%

2 11,3 209 36,1 31,7 88,7 4,1+ <0,1? 13,6 +<0,1?

4 12,2 21,1 357 31,0 87,8 4,1+ 0,12 13,8 £0,22

6 134 21,1 355 30,0 86,6 42 +0,1° 13,9 +0,22

8 14,8 21,0 34,8 293 85,2 4,1+0,1° 13,7 £0,2°
10 16,2 21,3 33,7 288 83,8 4,0+ 0,22 13,3 £0,7
12 16,6 21,4 341 28,0 83,5 4,1 £<0,01° 13,6 + <0,1°
24 15,5 23,7 333 27,6 84,5 4,3+0,1° 14,17 £0,4*

Média + erro padrao (n = 2). Letras minusculas iguais na mesma coluna indicam que nao ha diferenca
significativa entre as médias pelo teste Tukey (p > 0,05). Legenda: X; — xilose; X, — xilobiose; X3 —
xilotriose; X4 — xilotetraose; Xs — xilopentose.

Quanto ao perfil de carboidratos, o hidrolisado obtido nas reagdes a 50 °C, em 24 h
de reacdo, apresentou maior teor de xilotriose (33,3%), seguido de XOs de maior GP (27,6%)

e xilobiose (23,7%). Devido a possivel inativacdo parcial da xilanase pelo aumento da
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temperatura, ¢ esperado que o hidrolisado obtido a 50 °C apresente maior propor¢ao de
xilotriose ¢ de XOs de maior GP em relagao a xilobiose.

A Figura 1 apresenta o efeito da temperatura de hidrolise na produgdo de XOs e
xilose e na conversao de xilana em XOs. Nao houve diferenga significativa (p>0,05) na
producdo de XOs e xilose, bem como na conversdao de xilana em XOs, entre os ensaios
realizados a 40 °C e 45 °C. Apesar da atividade de xilanase ser favorecida a 45 °C, a mesma
apresenta menor estabilidade térmica nesta temperatura (ti2 = 26,46 h) quando comparada a
40 °C (t12=495,11 h), o que pode ter ocasionado a perda da sua capacidade catalitica ao longo
da reagdo de hidrélise. Como resultado, ndo houve incremento na producao de XOs e conversao
de xilana em XOs com o aumento da temperatura de hidrolise de 40 °C para 45 °C.

A Figura 1 também mostra que na reacao a 50 °C tanto a producdo de XOs como a
conversao de xilana em XOs foram significativamente menores em relagdo aos demais ensaios.
Apesar da temperatura de 50 °C ser a mais utilizadas para a produ¢do de XOs (AACHARY;
PRAPULLA, 2009; AKPINAR et al., 2010; KALLEL et al., 2015a; LIU et al., 2018; REDDY;
KRISHNAN, 2016; SINGH et al., 2018), esta nao foi a mais favoravel no presente estudo
devido a baixa estabilidade térmica da xilanase nesta condi¢do. Ainda, alguns estudos
mencionam que o aumento da temperatura pode favorecer a solubiliza¢do da xilana em meio
liquido e, assim, facilitar o contato entre a enzima e o substrato (GUIDO, 2016); no entanto, ¢
importante conhecer como a enzima se comporta frente as temperaturas mais elevadas, caso
contrario a reacdo pode ndo ter o desempenho esperado.

Na hidrolise de espigas de milho pelo uso de xilanase de Aspergillus foetidus
MTCC 4898, Chapla, Pandit e Shah (2012) constataram que a producao de XOs foi maxima
em 45 °C e retardada em 50 °C. Conforme os autores, tal comportamento esta relacionado a
menor estabilidade térmica da enzima a 50 °C, observada em estudos prévios. Azelee et al.
(2016) também relataram maior produgdo de XOs a partir de material lignocelulosico a 40 °C
e decréscimo a 50 °C, fato este relacionado a instabilidade térmica da xilanase empregada. Os
autores também mencionam a temperatura como um dos principais fatores que afetam a
producdo de XOs, uma vez que interferem na taxa de hidrélise. No presente estudo, ndo foi
observado incremento na produgdo de XOs com a elevacdo da temperatura, provavelmente
pelas questoes relacionadas a termoestabilidade da enzima aqui ja discutidas. Portanto, com
base nos resultados de producao de XOs e estabilidade térmica da xilanase, a temperatura de
40 °C foi a escolhida para a conducao dos ensaios posteriores. A conducdo das hidrélises a 40
°C ndo apenas favoreceu a hidrélise enzimatica da xilana, como também proporciona menor

gasto energético durante a producao de XOs.
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Figura 1 — Efeito da temperatura de hidrélise na producao de (a) XOs totais e xilose e (b)

conversdo de xilana em XOs.
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Média =+ erro padréo (n = 2). Letras iguais em colunas da mesma cor indicam que ndo ha diferenca significativa
entre as médias ao nivel de 5% de significancia pelo teste Tukey (p>0,05).

3.2 PRODUCAO DE XILO-OLIGOSSACARIDEOS EM AGITADOR ORBITAL

De modo a facilitar a posterior maximiza¢do da producdo de XOs, as reacdes de
hidrolise a 40 °C foram testadas em reatores do tipo Erlenmeyer com agitador orbital (180 rpm),
e os resultados de producdo foram comparados com os obtidos nas reagdes realizadas em
reatores encamisados com agitacdo mecanica. Apos 24 h de hidrolise, o conteudo de XOs totais
ndo diferiu estatisticamente ao nivel de 5% de significancia pelo teste 7 (7,20 £ 0,2 mg/mL sob
agitacdo mecanica e 6,7 £ <0,1 mg/mL em agitador orbital). No entanto, o teor de xilose foi
significativamente menor sob agitacao orbital (0,8 + <0,1 mg/mL) comparado as reagdes sob

agitacao mecanica (1,1 £ <0,1 mg/mL).
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O perfil de carboidratos nos hidrolisados foi semelhante e se caracterizou pelo
maior teor de xilobiose (46,9 = 0,5% sob agitacdo mecanica e 48,4 + 0,7% em agitador orbital),
seguido de xilotriose (33,2 + 0,6% sob agitacdo mecanica e 34,9 + 0,12% em agitador orbital)
e de XOs de maior GP (6,7 + 0,4 % sob agitacdo mecénica e 6,4 + 0,2 % em agitador orbital).
A conversao de xilana em XOs também ndo apresentou diferenga estatistica (p>0,05) entre os
hidrolisados (23,9 = 0,5 % sob agitacdo mecanica e 22,2 + 0,1 % em agitador orbital). Baseado
nos resultados acima, ¢ possivel dizer que as hidrolises em reator encamisado sob agitagao
mecanica foram reproduzidas em reatores do tipo Erlenmeyer sob agitagcdo orbital, o que vem
a facilitar a etapa de maximizagao da produgdo de XOs.

Uma vez que a maior produciao de XOs por hidrélise enzimatica de xilana de faia
foi observada em 24 h de reagdo, a cinética de produgdo dos oligossacarideos foi realizada, de
modo a verificar a necessidade de prosseguir com a reagdo por um periodo mais longo. A Figura
2 apresenta o acompanhamento da producdo de XOs e xilose durante a reacdo conduzida sob
agitacdo orbital. O contetdo de XOs totais se mostrou significativamente menor nas primeiras
12 h de reagdo, no entanto, nao diferiu estatisticamente (p>0,05) entre a quantidade obtida nos
tempos de 24 h a 48 h. Em outras palavras, ndo foi observando aumento no teor de XOs totais
conforme o tempo de hidrdlise, sendo a produtividade em 48 h reduzida pela metade

(0,14 mg/mL) quando comparada a obtida em 24 h de reacdo (0,28 mg/mL.h).

Figura 2 — Cinética de producdo de XOs e xilose a partir da hidrélise de xilana de faia
utilizando xilanase de A. pullulans CCT 1261. Condigdes de hidrolise: 40 °C, 3% (m/v) de
xilana, 200 U/g de xilana, pH 5,3, 180 rpm (agitacdo orbital).
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Meédia + desvio padrao (n=3). Letras iguais na mesma curva indicam que ndo ha diferenca significativa entre as
médias ao nivel de 5% de significancia pelo teste Tukey (p>0,05).
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A Figura 3, a qual apresenta o perfil de carboidratos nos hidrolisados a cada 12 h
de reagdo, mostra que o percentual de xilotriose € XOs de maior GP diminuiu ao longo do
tempo. Além disso, o teor de xilobiose se manteve praticamente constante entre 12 h e 48 h de
reacdo. Este perfil evidencia a preferéncia da enzima em hidrolisar os oligdmeros formados
frente a xilana como um todo, fato este que ocorre devido a dificuldade de acesso ao substrato
que se modifica estruturalmente durante a reagdo. Ja o teor de xilose aumentou de modo
significativo (p<0,05) entre as 24 h e 48 h de reagdo. O acimulo de xilose no meio também
pode ter sido um dos fatores que levaram a diminui¢ao da produtividade em XOs, causando a
diminui¢ao da eficiéncia enzimatica pelo acimulo do monomero no meio reacional, conforme

evidenciado em outros estudos (AJIJOLAKEWU et al., 2017).

Figura 3 — Perfil de carboidratos obtidos a partir da hidrolise de xilana de faia utilizando
xilanase de 4. pullulans CCT 1261. Condi¢des de hidrolise: 40 °C, 3% (m/v) de xilana, 200
U/g de xilana, pH 5,3, 180 rpm (agitacdo orbital).
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Meédia + erro padrido (n = 3). Letras iguais em colunas da mesma padronagem indicam que ndo ha diferenca
significativa entre as médias ao nivel de 5% de significancia pelo teste Tukey (p>0,05). Legenda: X; — xilose;
X, — xilobiose; X3 — xilotriose; X4 — xilotetraose; Xs — xilopentose.

Akpinar et al. (2010) observaram que quando o periodo de hidrélise foi maior que
8 h, os teores de xilotetraose e xilopentaose comecaram a diminuir, enquanto as quantidades de
xilobiose e xilose aumentaram. Deste modo, os autores reforcam que o tempo 6timo de hidrélise
deve ser determinado conforme o perfil de carboidratos requeridos para o hidrolisado, e indicam
um tempo reacional entre 8 h a 24 h. Apos esse periodo, a hidrélise da xilana foi retardada,
indicando a possivel inibicdo da xilanase de Aspergillus niger por acamulo de produto final

e/ou redugdo do niumero de sitios facilmente acessiveis na estrutura da xilana.
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Azelee et al. (2016) mencionam que, teoricamente, quanto maior o tempo de
incubagdo da enzima com o seu substrato, maior sera a quantidade de produto formada. No
entanto, a taxa de formagao de um produto biolégico nao ¢ uma fung¢ao linear simples do tempo
de incubagdo. Os autores relatam que, apds um certo periodo de incubacao (48 a 96 h), a
formag¢ao do produto pode ficar estavel ou, eventualmente, diminuir, podendo este fendmeno
estar relacionado a perda da atividade catalitica da enzima. Similarmente, Gowdhaman e
Ponnusami (2015) ao estudarem a hidrolise de espiga de milho por xilanase de Bacillus
aerophilus, observaram que o teor de aglcares redutores diminuiu ap6s 12 h de reagao,
indicando a possivel diminui¢ao do acesso a xilana e/ou inibi¢ao da atividade enzimatica pelo
acumulo do produto.

Ao estudar a hidrélise de xilana de faia utilizando xilanase comercial de
Thermomyces lanuginosus, Guido (2016) constatou que apesar da maxima produciao de XOs
ter sido alcangada em 48 h de hidrdlise, a produtividade de XOs diminuiu consideravelmente
entre 24 h e 48 h, ndo sendo vantajosa a conducao da reac¢ao por longo periodo. Com base na
cinética de producdo de XOs e xilose, bem como no perfil de carboidratos aqui apresentado, o
tempo de 24 h de hidrolise se mostrou o mais adequado para se obter a mdxima producao de
oligdbmeros a partir de xilana de faia e xilanase de 4. pullulans, além de evitar grande acimulo

de xilose no meio reacional.

3.3 MAXIMIZACAO DA PRODUCAO DE XILO-OLIGOSSACARIDEOS

Conforme estabelecido nos itens anteriores, a maximizagao da producao de XOs foi
realizada a 40 °C e em sistema de agitagdo orbital, através de um DCCR 2° com trés pontos
centrais. Uma vez que os hidrolisados eram compostos majoritariamente por xilobiose e
xilotriose, estando a concentragdo dos XOs de maior GP em quantidades muito pequenas, a
concentracdo destes agucares em cada ensaio foi escolhida como uma das varidveis resposta,
juntamente com a concentragdo de XOs totais. Além disso, dado que a presenca de xilose nos
hidrolisados ¢ indesejavel, o percentual de XOs também foi analisado como variavel resposta.
A Tabela 4 apresenta a matriz do planejamento com os valores reais e codificados dos fatores
em estudo, bem como as trés variaveis resposta avaliadas.

Conforme mostra a Tabela 4, as concentragdes de XOs totais e de X e X3 variaram
de 2,2 mg/mL (ensaio 9) a 11,2 mg/mL (ensaio 10) e de 1,9 mg/mL (ensaio 9) a 10,7 mg/mL

(ensaio 10), respectivamente; enquanto o percentual de XOs variou entre 67,7% (ensaio 6) a
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97,2% (ensaio 12). Esta ampla variagdo nas trés variaveis resposta sugere que as condi¢des de
reacdo exercem influéncia na produ¢ao de XOs e na composicao de XOs no hidrolisado.

Boa reprodutibilidade da producao de XOs foi verificada através do baixo
coeficiente de variacao dos pontos centrais (ensaios 15 a 17), para todas as variaveis respostas
avaliadas — 2,5% para a concentracdo de XOs totais, 2,3% para a concentracdo de Xo e X3, €
0,3% para o percentual de XOs. As maiores concentracdes de XOs totais e de X» e X3 foram
observadas no ensaio 10 nas seguintes condi¢des: 6% (m/v) de xilana, pH 5,0 e 200 U/g. Por
outro lado, o maior percentual de XOs foi observado no ensaio 12 realizado a 3% (m/v) de
xilana, pH 6,0 e 200 U/g. Isto indica a necessidade de estabelecer uma condi¢do de produgao
de XOs onde se obtenha um hidrolisado com alta concentragdo de XOs totais e,
consequentemente, X e X3, além de alto percentual de XOs.

As varidveis codificadas e as respostas do DCCR foram utilizadas para o célculo
dos coeficientes de regressdo, erro padrao, valores de p e ¢, conforme mostra a Tabela 5.
Tratando-se da concentragdo de XOs totais, apenas o termo concentragcdo de xilana (L) foi
significativo (p<0,05). J& para concentra¢do de X> e X3 os termos concentragdo de xilana (L e
Q), pH (L), relagdo enzima:substrato (L) e interacdo pH e relagdo enzima:substrato foram
significativos (p<0,10); no entanto, apesar do termo pH (Q) apresentar p acima de 0,10, este foi
mantido na construcdo do modelo por representar melhor o processo comparado a sua nao
inclusdo. Para o percentual de XOs, os termos pH (L), concentracao de xilana (L) e a relagao
enzima:substrato (Q) foram significativos (p<0,10).

Para o célculo dos parametros da ANOVA fatorial, os termos ndo significativos
foram adicionados a falta de ajuste, e os resultados estdo apresentados na Tabela 6. O teste F
para as regressoes foi significativo para as trés variaveis respostas em estudo, uma vez que os
valores de Fca foram superiores aos valores de Fup. Em outras palavras, os modelos sdo
preditivos e podem explicar a influéncia dos fatores significativos sobre as varidveis respostas
em estudo. Os coeficientes de regressao (R?) iguais a 0,98, 0,97 e 0,83 indicam que 2%, 3% e
17% da variagao total na resposta nao pode ser explicada pelos modelos de concentragdo de X»
e X3, concentracao de XOs totais e percentual de XOs, respectivamente. Ainda, os valores do
coeficiente de determinagdo ajustado (RZ.j, Tabela 5) se mostraram elevados o suficiente para

indicar o bom ajuste dos modelos.



Tabela 4 — Valores codificados e reais (em parénteses) do DCCR 23, concentracdo de XOs totais, concentra¢io de xilobiose e xilotriose,
percentual de XOs obtidos em 24 h de hidroélise enzimadtica de xilana de faia.

XOs totais DR Xilobiose e DR DR
Ensaio A1 A2 A3 % XOs

(mg/mL) (%) Xilotriose (mg/mL) (%) (%)

1 -1(2) -1(44) -1 (140) 4,2 -1,7 4,1 -12,9 80,8 2,7
2 1(5) -1(44) -1 (140) 9,6 1,9 9,4 -3,3 76,3 3,3
3 -1(2) 1(5,6) -1 (140) 4,1 -4,1 3.4 -2,0 96,1 3,0
4 1(5) 1(5,6) -1 (140) 8,2 -15,3 7,5 -14,0 85,5 -3.4
5 -1(2) -1(44) 1 (260) 4,2 -2,1 4,1 9,7 73,9 -6,3
6 1(5) -1(44) 1 (260) 9,3 -1,8 9,1 3,7 67,7 -9,0
7 -1(2) 1(5,6) 1 (260) 4,2 -2,9 3,8 2,7 86,4 -7,9
8 1(5) 1(5,6) 1 (260) 9,6 1,8 9,1 4,3 85,9 -3,0
9 -1,68 (1) 0 (5,0) 0 (200) 2,2 -15,2 1,9 0,8 84,5 0,0
10 +1,68 (6) 0(5,0) 0 (200) 11,2 0,4 10,7 2,8 78,1 2,1
11 0@3,5 -1,68(4,0) 0 (200) 6,9 1,0 6,8 -0,4 70,7 3,5
12 0(3,5) +1,68 (6) 0 (200) 6,9 1,0 6,1 5,2 97,2 4,6
13 0(3.5) 0(5,0) -1,68 (100) 7,4 7,0 7,0 -2,4 90,8 1,9
14 0(3.95) 0(5,0) +1,68 (300) 7,7 10,5 7,5 13,0 92,9 4,1
15 0(3.5) 0(5,0) 0 (200) 7,1 -3.3 6,7 -1,6 80,8 -2,4
16 0(3.95) 0(5,0) 0 (200) 6,9 2,7 6,6 -3,6 81,1 0,4
17 0(3.95) 0(5,0) 0 (200) 6,9 2,7 6,6 -3,6 80,7 0,8

Legenda: A;.Concentragao de xilana (%); A»: pH; As: Relagdo enzima:substrato (U/g de xilana); DR: Desvio relativo.
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Tabela 5 — Coeficientes da regressdo (CR), erro padriio (EP) e valores de ¢ e p obtidos no DCCR 2° para as trés variaveis respostas avaliadas.

XOs totais (mg/mL) Xilobiose e Xilotriose (mg/mL) % XOs
Fator CR EP t calc P CR EP t calc P CR EP t calc P
Média 6,99 0,23 30,96 <0,01 6,69 0,21 32,60 <0,01 81,13 2,49 32,62 <0,01
Ay 2,56 0,11 24,16 <0,01 2,54 0,10 26,31 <0,01 -2,38 1,17 -2,03 0,08
A’ -0,17 0,12 -1,47 0,19 -0,20 0,11 -1,86 0,10 -0,83 1,29 -0,64 0,54
Az -0,09 0,11 -0,84 0,43 -0,30 0,10 -3,07 0,01 7,30 1,17 6,25 <0,01
A2? -0,10 0,12 -0,82 0,44 -0,15 0,11 -1,43 0,19 0,11 1,29 0,09 0,93
Az 0,12 0,11 1,10 0,30 0,19 0,10 1,92 0,09 -1,55 1,17 -1,33 0,23
As? 0,11 0,12 0,98 0,36 0,13 0,11 1,22 0,26 2,91 1,29 2,26 0,06
A x Ay -0,12 0,14 -0,87 0,42 -0,11 0,13 -0,84 0,43 -0,06 1,53 -0,04 0,97
Al X Az 0,13 0,14 0,94 0,38 0,12 0,13 0,98 0,36 1,04 1,53 0,68 0,52
Az X Az 0,23 0,14 1,66 0,14 0,28 0,13 2,25 0,06 0,77 1,53 0,50 0,63

Legenda: A;.Concentragdo de xilana (%); A2: pH; As: Relagio enzima:substrato (U/g de xilana).
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Tabela 6 — ANOVA fatorial do DCCR para as trés variaveis respostas avaliadas
XOs totais (mg/mL)

Fonte de variagio SQ GL MQ  Fea  Fub* Fea/Fan R?  R%
Regressao 89,6 1 89,6 4799 45 105,7 0,97 097
Residuo 2,8 15 0,2

Falta de ajuste 2,8 13 0,2 28,1
Erro puro 0,0 2 0,0
Total 924 16

Xilobiose e xilotriose (mg/mL)

Fonte de variagio SQ GL MQ  Feu Fub** Fea/Fub R?  RZ%
Regressao 91,0 6 15,2 117,6 2.5 474 0,98 0,97
Residuo 1,3 10 0,1

Falta de ajuste 1,3 8 0,2 36,1

Erro puro 0,0 2 0,0
Total 92,3 16
XOs (%)
Fonte de variagio SQ GL MQ  Fea Fuaps Fea/Fan R? R
Regressao 9272 3 309,1 21,6 26 8,3 0,83 0,79
Residuo 186,1 13 143

Falta de ajuste 186,1 11 16,9 4734
Erro puro 0,1 2 0,0
Total 11134 16

Legenda: SQ: Soma dos quadrados; GL: Graus de liberdade; MQ: Média dos quadrados. *Fp
considerando p<0,05; **F;, considerando p<0,10.

Conforme mostra a Tabela 4, a baixa porcentagem de variacdo entre a resposta
observada e a prevista para cada modelo sugere a precisao do desenho experimental na faixa
empregada. A partir dos resultados obtidos na ANOVA fatorial e dos coeficientes de regressao,
os seguintes modelos foram estabelecidos a partir das varidveis codificadas, a fim de descrever

o comportamento das variaveis resposta em funcdo dos fatores significativos, como seguem:

XOs totais (mg/mL) = 6,87 + (2,56 x Aj) 3)
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Xilobiose e Xilotriose (mg/mL) = 6,85 + (2,54 x A1) + (-0,24 x Ai?) + (0,30 x Az) +
(-0,19 x Az?%) + (-0,19 x A3) + (0,28 x Ay X A3) “4)

Percentual de XOs (%) = 80,43 + (-2,38 X A1)+ (7,30 x A2) + (3,07 x As?) (5)

onde A1, Az e A3z sdo os valores codificados que representam a concentragao de xilana, o pH e
arelacdo enzima:substrato, respectivamente. As Figuras 4 e 5 apresentam as curvas de contorno
geradas a partir dos modelos preditivos descritos nas Equagdes 4 e 5, respectivamente. As
curvas de contorno foram plotadas com o intuito de compreender a interacao entre os fatores e
determinar os seus respectivos valores que permitem a obtengao dos valores maximos para as
varidveis resposta em estudo. As curvas de contorno foram construidas considerando a
interagdo entre dois fatores e mantendo o terceiro no nivel zero. Apesar do modelo descrito na
Equacao 3 ter sido preditivo, ndo foram geradas curvas de contorno a partir do mesmo, uma
vez que se trata de uma reta com um unico fator. No entanto, o modelo da Equacao 3 permite
descrever que quanto maior a concentracao de xilana no meio reacional, maior € a concentracao
de XOs totais no hidrolisado, dentro da faixa estudada. O aumento na produgdo de XOs em
concentragdes mais elevadas de substrato também fo1 observado por Guido (2016) e Aachary e
Prapulla (2009).

A Figura 4a ilustra graficamente o efeito da varia¢do nos niveis de concentracao de
xilana e relacdo enzima:substrato sobre a concentragdo de X> e X3 no hidrolisado, mantendo o
pH fixo nivel zero. Esta sugere que maiores concentracdes de Xz e X3 sdo obtidas quando ambos
os fatores estdo nos niveis mais elevados. No entanto, a Figura 4b indica que o uso de pH mais
acido e menor relagdo enzima:substrato, ou uso combinado de pH ligeiramente acido (entre 5,0
e 6,0) e maior relagdo enzima:substrato, proporcionam maior producao de X> e X3. Ainda, na
Figura 4c, a maior produgdo de X e X3 € alcancada quando maiores concentragdes de xilana e
pH levemente acido (entre 4,0 e 5,0) sdo utilizados no meio reacional.

Por outro lado, as Figuras 5a-c ilustram que o maior percentual de XOs ¢ alcangado
quando menores concentracdes de xilana e pH mais elevado sdo utilizados na hidrolise,
podendo ser aplicada a relagdo enzima:substrato nos niveis inferior ou superior. Uma vez que
o uso de xilana em altas concentra¢des permite obter hidrolisados com alto teor de XOs totais
e X2 e X3, a diminui¢do da sua concentragdo ndo parece vantajosa. No entanto, o uso de pH
mais elevado poderia contribuir na obten¢ao de hidrolisado com menor conteudo de xilose

residual.
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Figura 4 — Curvas de contorno para concentracdo de xilobiose e xilotriose.
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Baseado nos resultados obtidos pelas curvas de contorno, algumas condi¢gdes foram
ensaiadas a fim de validar os modelos obtidos para as trés varidveis respostas: 6% (m/v) de
xilana (+1,68), pH 6 (+1,68) e 100 U/g (-1,68); 6% (m/v) de xilana (+1,68), pH 6 (+1,68) e
300 U/g (+1,68); e 6% de xilana (+1,68), pH 6 (+1,68) e 260 U/g (+1). Ainda, visto que o ensaio
10 apresentou a maior producgao de XOs e X2 e X3 comparado aos demais, uma nova hidrdlise
sob as mesmas condigdes reacionais foi realizada. Os resultados das validagdes estdao
apresentados na Tabela 7. Os menores desvios relativos entre os valores experimentais e
preditos utilizando os trés modelos foram observados nos ensaios B e D. Em contraste, desvios
relativamente altos foram observados no ensaio C, o qual utilizou condi¢des extremas de
concentracdo de xilana (+1,68), pH (+1,68) e relacdo enzima:substrato (+1,68). No ensaio A,
elevados desvios relativos foram observados para os modelos que descrevem a concentragdo de
XOs totais e de X» e X3; no entanto, para o modelo de percentual de XOs, o desvio foi baixo.

Conforme mostra a Tabela 7, o uso do pH 6,0 permitiu obter hidrolisados com

maior percentual de XOs, ndo havendo diferenca significativa (p>0,05) entre os ensaios A, B e
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C. Por outro lado, os hidrolisados obtidos nos ensaios A, B e C se diferiram estatisticamente
(p<0,05) quanto aos teores de XOs totais e de X» e X3, fato este provavelmente relacionado a
carga da enzima utilizada. Apesar da Equagdo 3 descrever apenas a concentragdo de xilana
como responsavel pela alta concentracao de XOs totais, a curva de contorno disposta na Figuras
4b indica o uso de cargas mais elevadas de enzima em situa¢des em que o pH do meio reacional
¢ ligeiramente 4acido (entre 5,0 e 6,0), na producdo de X, e X3. Portanto, a relagdo

enzima:substrato parece influir indiretamente nos teores de XOs obtidos no hidrolisado final.

Figura 5 — Curvas de contorno para o percentual de XOs.
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O aumento da carga enzimatica de 100 para 260 U/g proporcionou maior producao
de XOs totais. No entanto, ao aumentar para 300 U/g, a quantidade produzida dos oligdmeros
diminuiu drasticamente. Isso pode ter ocorrido por sobrecarga de componentes no meio
reacional, uma vez que tanto a concentragdo de xilana quanto a relacdo enzima:substrato
estavam no maior nivel. Com o aumento da viscosidade do meio reacional e, consequentemente,
menos agua disponivel, a homogeneizacao deste se torna mais dificil, comprometendo a agao

da xilanase e, portanto, a formag¢ao de produto.



Tabela 7 — Ensaios de validagdo do DCCR (resultados obtidos em 24 h de hidrdlise).

Xilana Enzima:substrato XOs totais X2 e X3
Ensaio pH DR (%) DR (%) % XOs DR (%)
(%) (U/g xilana) (mg/mL) (mg/mL)
A 6 6 100 7,9 +<0,1° -41,6 7,1+ <0,1° -25,8 95,4+ 2,9% -2,1
B 6 6 260 10,1 +0,4% -10,4 9,7 +0,4° 0,2 99,1 £0,1% 7,4
C 6 6 300 6,6+ 0,7¢ -69.3 5,5+ 0,8° -79,5 98,9+ <0,1? 1,6
D 6 5 200 10,7+ 0,32 4,5 10,3 +£0,3? -1,4 80,9 + 0,8° 5,5

Meédia + desvio padrédo (n=3). Letras minusculas iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa entre as médias pelo teste Tukey (p > 0,05). Legenda: X, — xilobiose; X3 —
xilotriose.

961
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Este comportamento vem ao encontro do estudo de Kiran, Akpinar e Bakir (2013),
os quais mencionam que a atividade da xilanase pode diminuir devido as limitagdes de
transferéncia de massa causadas pelo aumento da concentracdo de soélidos no meio reacional.
Outros estudos mencionam que a producao de XOs ¢ favorecida com o aumento da carga
enzimatica, porém até certo nivel em que a partir deste a producao de oligossacarideos se
mantém constante (GOWDHAMAN; PONNUSAMI, 2015; KIRAN; AKPINAR; BAKIR,
2013) ou decai consideravelmente (AZELEE et al., 2016; BOONCHUAY et al., 2014;
SEESURIYACHAN; KAWEE-AI; CHAIYASO, 2017).

Além disso, o ensaio B permitiu obter hidrolisados com teores de XOs totais ¢ de
X5 e X3 significativamente iguais aos obtidos na condi¢do do ensaio 10 (ensaio D), porém com
menor quantidade de xilose residual. Assim, a condi¢do do ensaio B se mostrou a mais
apropriada para producao de XOs enriquecidos de X2 e X3, bem como baixa formacao de xilose.
A maximiza¢do pelo DCCR permitiu aumentar a producdo de XOs totais em 1,5 vezes
comparado as condigdes iniciais de hidrélise em sistema de agitacdo orbital (6,7 mg/mL).
Ainda, o percentual de XOs aumentou de 89,7% para 99,1%, possibilitando obter hidrolisados
praticamente livres de xilose. O perfil de carboidratos do hidrolisado obtido pelo ensaio B
consistiu em 62,4 + 2,4% de xilobiose, 32,7 + 1,9 % de xilotriose, 4,18 + 0,9 % de XOs de
maior GP e 0,9 + < 0,1% de xilose.

Contudo, cabe ressaltar que a conversdo de xilana em XOs diminuiu de 22,2% para
16,9% em relagao a condicao de hidrolise inicial, fato este atrelado ao aumento da concentragcao
de substrato no meio reacional. A propor¢ao de XOs por substrato para o processo estabelecido
no ensaio B foi de 168,3 mg XOs/g de xilana. Conforme Yoon, Woodams e Hang (2006), a
menor eficiéncia de conversdo observada nas concentracdes de substrato mais elevadas pode
ocorrer devido a menor disponibilidade de 4gua no meio, o que aumenta a sua viscosidade e
pode reduzir a taxa de conversao na hidrolise. Outros autores também mencionam a diminui¢ao
da conversdo de substrato em XOs ao avaliarem o efeito da sua concentra¢dao na producao de
oligossacarideos por hidrdlise enzimatica (AACHARY; PRAPULLA, 2009; CHAPLA,;
PANDIT; SHAH, 2012; GOWDHAMAN; PONNUSAMI, 2015; MAZLAN et al., 2019;
YAMAMOTO et al., 2019).

Chapla, Pandit e Shah (2012) investigaram os efeitos dos parametros reacionais de
hidrdlise como tempo de reacdo (2-48 h), concentracao de enzima (20-100 U/g substrato),
concentracdo de substrato (0,1-3,0%) e temperatura (40-50°C), sobre a producdo de XOs a
partir de xilana de sabugo de milho e xilanase de Aspergillus foetidus MTCC 4898. Os autores

constataram que a maxima produ¢do de XOs (6,7 mg/mL) foi obtida utilizando 20 U/g de
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enzima, 2,0% (m/v) de xilana, 45 °C e 8 h de reagdo. Para a produciao de XOs por hidrolise de
xilana de sabugo de milho utilizando xilanase de Bacillus aerophilus KGJ2, Gowdhaman e
Ponnusami (2015) avaliaram a influéncia do tempo de reacao (6-24 h) e concentragdes de
enzima (5-25 U/g substrato) e de substrato (1-5%), mantendo a temperatura fixa em 70 °C. A
producdo maxima de XOs (5,7 mg/mL) foi obtida a partir do uso de 20 U/g de enzima, 5%
(m/v) de xilana e 12 h de reagdo.

Yang et al. (2011) avaliaram a produgdo de XOs utilizando xilana de Populus
tomentosa (2,0%, m/v) e xilanase de Pichia stipitis. Apos avaliagdo de parametros reacionais como
tempo de reag@o (2-24 h), concentragdo de enzima (15-45 U/g), temperatura (40-50 °C) e pH (3,6-
6,0), os autores obtiveram a maxima produc¢do de XOs (3,9 mg/mL) nas seguintes condigdes:
25U/g, 50 °C, pH 5,4 e 8 h de reagdo. Os autores ainda mencionam que 37% da xilana foi convertida
em XOs, representados principalmente por xilobiose, xilotriose e xilotetraose, os quais juntos
totalizavam 95% do total dos oligossacarideos liberados na reagdo. Boonchuay et al. (2014)
otimizaram a produg¢do de XOs a partir de sabugo de milho pré-tratado e xilanase Streptomyces
thermovulgaris TISTR1948. Para tal, utilizaram um delineamento composto central rotacional
23 para avaliar a influéncia de pardmetros reacionais como carga enzimatica (82-168 U/g), pH
(5,5-7,5) e temperatura (38-72 °C), mantendo a concentracdao de substrato fixa (15%, m/v). A
maxima producao de XOs (162,9 mg de XOs/g de substrato) foi alcanc¢ada utilizando pH de
6,2, 129,4 U/g e 54,8 °C.

Na produgao de XOs por hidrolise de xilana de sabugo de milho utilizando xilanase
de Aspergillus oryzae MTCC 5154, Aachary e Prapulla (2009) avaliaram o efeito do tempo de
reacdo (6-42 h), pH (4,0-6,0), temperatura (40-60 °C), concentragdes de substrato (2-10%) e
enzima (4-20 U/mL). A maxima producao de XOs (10,2 mg/mL) foi alcangada em pH 5,4,
50 °C, 6% (m/v) de xilana e 14 U/mL de enzima. Ainda, o perfil de carboidratos do hidrolisado
produzido nas condi¢cdes maximizadas de reagdo correspondeu a 81% de XOs totais, sendo este
percentual composto majoritariamente por xilobiose (72,5%). Yamamoto et al. (2019)
produziram XOs a partir de xilana de alga vermelha (Palmaria sp.) e extrato enzimatico
comercial Amano 90. Apds avaliarem o efeito da carga enzimatica (13,5- 54 U), concentragdo
de substrato (10-30 mg/mL) e tempo de reacdo (2-36 h), mantendo a temperatura (50 °C) e pH
(4,5) fixos, os autores obtiveram a maxima produgdo de XOs (3,5 mg/mL) nas seguintes
condicdes: 10 mg/mL de xilana, 54 U de enzima e 24 h de reagdo.

Em comparagdo aos estudos acima mencionados, o ensaio B proporcionou a
obten¢do de um hidrolisado contendo 10,1 mg/mL de XOs totais, composto majoritariamente

por xilobiose (62,4%) e xilotriose (32,7%), e baixa concentrag¢do de xilose residual (0,9%). Os
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resultados obtidos se mostraram promissores frente aos estudos mencionados, seja pela
quantidade de XOs totais ou pelo perfil de carboidratos no hidrolisado, destacando-se
principalmente pela baixa concentragao de xilose. Apesar da conversdo de xilana em XOs ter
sido baixa (168,3 mg XOs/g de xilana) na condi¢do reacional maximizada, o resultado obtido

se mostrou semelhante ao encontrado em outros estudos (BOONCHUAY et al., 2014).

4 CONCLUSAO

A avaliagdo da influéncia dos pardmetros reacionais de hidrolise possibilitou
maximizar a produgdo de XOs totais com minima geragao de xilose, por hidrdlise da xilana de
faia com xilanase bruta de A. pullulans. A obtengdo conjunta de altas concentragdes de XOs
totais (10,1 mg/mL) e XOs de baixo GP (9,7 mg/mL), além de alto percentual de XOs (99,1%)
no hidrolisado, foram obtidas nas seguintes condi¢des: 6% (m/v) de xilana de faia, 260 U/g de
xilanase bruta, pH 6,0, 180 rpm (agitagdo orbital), 40°C por 24 h de reagdo. A maximizacao
das condicdes reacionais permitiu aumentar tanto a producdo de XOs totais em 1,5 vezes como
o percentual de XOs em 9,4%, quando comparado as condigdes iniciais de hidrolise (6,7 mg/mL

e 89,7%, respectivamente).
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RESUMO

Xilo-oligossacarideos (XOs) sdo oligdbmeros nao digeriveis e fermentaveis que apresentam inumeras
propriedades biologicas, as quais incluem potencial atividade prebiotica, antioxidante, antimicrobiana e
anti-inflamatoria. Diferentes estratégias podem ser aplicadas a produgao de XOs a partir de materiais ricos
em xilana, no entanto, a hidrolise enzimatica e o cultivo microbiano se encontram entre as mais
promissoras devido as vantagens que apresentam. Dependendo da estratégia adotada, oligdmeros com
distintas estruturas e graus de polimerizagao (GP) poderdo ser obtidos, o que refletird nas propriedades
biologicas. O presente estudo teve como objetivo a caracterizagdo de hidrolisados contendo XOs — em
termos de teor e composicao de XOs, atividade antioxidante e antibacteriana — obtidos por diferentes
estratégias de produgao. Dois hidrolisados foram obtidos por hidrolise enzimatica utilizando xilanase bruta
de Aureobasidium pullulans CCT 1261, diferenciando-se quanto ao substrato — xilana de madeira de faia
(XFH) ou xilana de casca de arroz (XAH) — e condigdes de reacdo. O terceiro hidrolisado (XFB), obtido
a partir do cultivo submerso de Bacillus subtilis 3610 em meio contendo xilana de faia, foi fornecido pelo
Centro de Engenharia Biologica da Universidade do Minho. Os hidrolisados enzimaticos foram
caracterizados quanto ao teor e composi¢do de XOs. A atividade antioxidante dos trés hidrolisados foi
ensaiada por trés metodologias — ABTS, DPPH e FRAP — sendo também determinado o teor de
compostos fendlicos e flavonoides totais. Ainda, a atividade bacteriana dos trés hidrolisados foi avaliada
pelo método da concentracdo inibitdria minima (CIM) frente as bactérias Escherichia coli, Pseudomonas
fluorescens e Lactobacillus fructivorans. Os maiores teores de XOs foram observados em XFH (10,3
mg/mL) e XAH (2,0 mg/mL), os quais apresentaram maior contetido de xilobiose e xilotriose em relagao
ao XFB. A maior atividade antioxidante foi observada por XFB, seguido de XAH e XFH, o que demonstra
o potencial de aplicacd@o dos hidrolisados em formulagdes alimenticias e em cosméticos. Do mesmo modo,
XFB apresentou o maior teor de compostos fendlicos e flavonoides, os quais podem estar relacionados
em parte ao poder antioxidante deste hidrolisado. Embora os hidrolisados ndo tenham sido capazes de
inibir o crescimento de E. coli, P. fluorescens € L. fructivorans, estudos futuros devem ser realizados de
modo a investigar a atividade antimicrobiana destes frente a outras cepas bacterianas.

Palavras-chave: Atividade antioxidante. Atividade antimicrobiana. Cultivo microbiano. Hidrolise
enzimatica. Xilo-oligdmeros.
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1 INTRODUCAO

Os xilo-oligossacarideos (XOs) sao oligdbmeros ndo digeriveis formados por monémeros de
xilose unidos por ligagdes glicosidicas -1,4 (FREITAS; CARMONA; BRIENZO, 2019). A estrutura dos
XOs pode apresentar entre 2 a 10 unidades de xilose (IUPAC, 1982), bem como grupamentos laterais
conectados a cadeia principal (o-D-glicopiranosil 4cido urdnico ou seu derivado, grupos acetila e residuos
de arabinofuranosil), os quais resultam em oligdbmeros ramificados (AACHARY; PRAPULLA, 2011).
Apesar dos XOs estarem naturalmente presentes em brotos de bambu, frutas, vegetais e mel, estes nao se
encontram em altas quantidades (SAMANTA et al., 2015), o que implica no estudo e desenvolvimento
de estratégias para a producdo destes oligdmeros.

Dentre os processos aplicaveis a produgdo de XOs (ex. auto-hidrolise, hidrdlise quimica,
hidrélise enzimatica, ou a combinacao destes) (AKPINAR; ERDOGAN; BOSTANCI, 2009; GUIDO;
SILVEIRA; KALIL, 2019; HO et al., 2014; XIAO et al., 2013), a aplicacdo de xilanases se destaca
industrialmente devido a sua especificidade na desconstru¢do da cadeia polissacaridica, operagdo em
condi¢des brandas de temperatura e pressdo, nao formacao de produtos toxicos e baixa liberacao de
monossacarideos (AACHARY; PRAPULLA, 2011; CHAPLA; PANDIT; SHAH, 2012). Na produgao
de XOs por hidrolise enzimatica, materiais como sabugo de milho (LIU et al., 2018), palha de trigo
(ANTOV; PORDEVIC, 2017), palha de alho (KALLEL et al., 2015a), palha de arroz (MAZLAN et al.,
2019) e bagaco de cana (BIAN et al., 2013), t€m sido empregados como fonte de xilana, o que além de
reduzir os custos de processo, explora a caracteristica dos XOs em serem os inicos oligdmeros no mercado
produzidos a partir de biomassa lignoceluldsica (MONIZ et al., 2016).

Em geral, a producdo de XOs por hidrolise enzimatica requer o pré-tratamento da biomassa
vegetal a fim de extrair a sua por¢do hemiceluldsica (xilana) (JONSSON; MARTIN, 2016), o que
acrescenta mais uma etapa ao processo € encarece os custos de producdo. Dentro desta perspectiva, a
utilizagdo da biomassa lignoceluldsica por micro-organismos t€m demostrado notavel potencial para
producdo de XOs, principalmente devido a simplicidade do processo (AMORIM et al., 2019a). Alguns
estudos reportam a produgdo conjunta de XOs e enzimas xilanoliticas no meio de cultivo (GAUTERIO
et al,, 2018; MENEZES; ROSSI; AYUB, 2017; PEREIRA et al., 2018), enquanto outros estdo voltados
a obtengdo de XOs propriamente dita (AMORIM et al., 2019b). O uso de biomassas como farinheta de
trigo (REQUE et al., 2019) e dreche cervejeira (AMORIM; SILVERIO; RODRIGUES, 2019) como
substrato, além de ferramentas da engenharia genética para melhoramento de espécies microbianas
(AMORIM et al., 2018), fazem com que a obtencdo de XOs por cultivo microbiano se destaque

Jjuntamente a hidrolise enzimatica frente as demais tecnologias empregadas para este fim.



211

O interesse em estabelecer processos adequados de obtengdo de XOs — isto ¢, que resultem
em quantidade de oligdbmeros e conversao satisfatorias — existe devido as diversas propriedades bioldgicas
que estes compostos apresentam. Os XOs sdo considerados compostos prebioticos devido a sua
capacidade em estimular o crescimento da microflora intestinal benéfica ao intestino humano, bem como
inibir o desenvolvimento de micro-organismos patogénicos e/ou deteriorantes (AMORIM et al., 2020;
NIETO-DOMINGUEZ et al., 2017; SAJIB et al., 2018). Estudos demonstram que os XOs também
podem prevenir o desenvolvimento de diabetes (YANG et al., 2015a) e neurotoxicidade (KRISHNA et
al., 2015), melhorar o0 metabolismo lipidico (GUERREIRO; OLIVA-TELES; ENES, 2015) e estimular a
resposta imune (SUN et al., 2013), além de apresentar acdo anti-inflamatoria (HANSEN et al., 2013),
antimicrobiana (YU et al., 2015) e antioxidante (ZHOU et al., 2018).

Os XOs apresentam carater atoxico e nao carcinogénico (SINGH; BANERJEE; ARORA,
2015), sendo capazes de apresentar seus efeitos benéficos mesmo em baixas doses diarias (FINEGOLD
etal., 2014). Ainda, os XOs apresentam certificacdo GRAS (Generally Recognized as Safe) para uso em
alimentos (GRN 458, FDA, 2013), sabor doce (SAMANTA et al., 2015), estabilidade frente a processos
térmicos e condigdes acidas de pH (WANG et al., 2009), bem como preco competitivo em relagdo a outros
oligdbmeros (AMORIM et al., 2019a), tornando-os aplicaveis na formulagdo de produtos alimenticios
(AYYAPPAN et al., 2016; FERRAO et al., 2018) e ragdes animais (ABASUBONG et al., 2018).

Diferentes processos de obtencdo de XOs podem resultar em oligbmeros com distintas
estruturas e graus de polimerizagao (GP) (AMORIM et al., 2018; REDDY; KRISHNAN, 2016; SINGH
et al., 2018), o que reflete em suas propriedades bioldgicas (SINGH; BANERJEE; ARORA, 2015). A
escolha do processo mais adequado de produgdo dos XOs ndo depende apenas da quantidade produzida
e conversdo do substrato em produto, mas também das caracteristicas que os oligdmeros irdo apresentar,
e consequentemente, em suas possiveis aplicagdes industriais. Neste sentido, o presente estudo objetivou
a caracterizacdo de hidrolisados contendo XOs — termos de teor de XOs e composicdo, atividades

antioxidante e antibacteriana — obtidos por diferentes estratégias de producao.

2  MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL

2.1.1 Micro-organismos

A cepa de Aureobasidium pullulans CCT 1261, utilizada para a producdo de xilanase em
cultivo submerso, foi adquirida da Colegdo de Culturas Tropical da Fundagdo André Tosello (Campinas,
Brasil). A cepa selvagem de Bacillus subtilis 3610 contendo o gene de xilanase xyn2 de Trichoderma

reesei (AMORIM et al., 2018) foi utilizada na producdo de XOs em cultivo submerso. As cepas
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Escherichia coli CECT 736, Pseudomonas fluorescens DSMZ 50090 e Lactobacillus fructivorans CECT
8288, utilizadas nos ensaios antibacterianos, foram fornecidas pela cole¢do de culturas do Centro de

Engenharia Biologica da Universidade do Minho (Braga, Portugal).

2.1.2 Substratos agroindustriais

O farelo e a casca de arroz foram cedidos gentilmente por industria de beneficiamento de
arroz da regido Sul do Rio Grande do Sul. Apds secagem em estufa (50 °C, 24 h), os substratos foram
submetidos a redugao de tamanho (tamanho de particula menor que 0,5 mm) e armazenado em sacos de

polietileno a -18 °C até sua utilizagao.

2.1.3 Demais reagentes

A xilana de madeira de faia foi adquirida da Apollo Scientitfic (Bredbury, Reino Unido),
enquanto os padrdes de XOs (xilobiose, xilotriose, xilotetralose, xilopentose e xilohexose) foram
adquiridos da Megazyme (Bray, Irlanda). Os antioxidantes sintéticos BHT (butil hidroxitolueno) e BHA
(butil hidroxianisol), os reagentes Folin Cicalteau, ABTS (4cido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolino-6-
sulfonico), DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) e TPTZ (2,4,6-tri-(2-piridil)-1,3,5-triazina), os padrdes de
xilose, Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico), 4cido galico e quercitina, e os
agUcares rafinose e lactulose foram obtidos da Sigma-Aldrich (San Luis, Estados Unidos). A inulina
soluvel foi adquirida da Entelees (Guadalajara, México). Todos os demais reagentes utilizados foram de

grau analitico.

2.2  OBTENCAO DE XILO-OLIGOSSACARIDEOS POR DIFERENTES ESTRATEGIAS

Figura 1 mostra o fluxograma geral de obtencdo de XOs por diferentes estratégias de

produgdo. A descrigdo dos processos de obtencdo estd apresentada nos subitens a seguir.
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Figura 1 — Fluxograma de obtencao de XOs por diferentes estratégias de produgdo. XFB —
XOs obtidos a partir do cultivo submerso com B. subtilis 3610, XFH — XOs obtidos a partir
da hidrolise enzimatica da xilana de faia € XAH — XOs obtidos a partir da hidrolise
enzimatica da xilana de arroz.
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2.2.1 Obtencao de xilo-oligossacarideos por cultivo submerso

O hidrolisado contendo XOs, produzido por Amorim et al. (2019b) a partir do cultivo
submerso de B. subtilis 3610 geneticamente modificado, foi fornecido na forma liofilizada pelo Centro de
Engenharia Biologica da Universidade do Minho. Este hidrolisado, caracterizado previamente por
Amorim et al. (2019b) em termos de teor e composicdo de XOs e rendimento, foi utilizado na
determinagdo de compostos fendlicos e flavonoides (item 2.4), atividades antioxidante (item 2.3) e

atividade antibacteriana (item 2.5).
2.2.2 Obtencao de xilo-oligossacarideos por hidrolise enzimatica
2.2.2.1 Obtengao do extrato enzimatico de xilanase
O extrato de xilanase foi obtido a partir do cultivo submerso de A. pullulans CCT 1261. Os

cultivos foram conduzidos em frascos Erlenmeyer aletados de 500 mL contendo 150 mL meio estéril

(121 °C, 15 min) composto por 61,9 g/L de farelo de arroz, 1,5 g/L. de extrato de levedura e 3,6 g/L de
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sulfato de amonio ((NH4)>SOs) em pH 7,0 (GAUTERIO et al., 2020). Os frascos foram inoculados com
2% (v/v) de inoculo da levedura (densidade optica de 0,8 a 620 nm) (SUGUMARAN et al., 2013) e
mantidos a 28 °C, 150 rpm (agitacdo orbital) por 72 h. Apo6s, o meio foi centrifugado (4757 X ga 4 °C
por 30 min), e o sobrenadante livre de células foi filtrado a vaicuo em membrana Whatman n° 1 (Millipore,

Burlington, Estados Unidos), obtendo-se assim o extrato enzimatico bruto de xilanase.

2.2.2.2 Extracao de xilana de casca de arroz

A xilana da casca de arroz foi extraida conforme descrito por Hauli et al. (2013) com algumas
modificagdes. Inicialmente, a casca de arroz (preparada conforme o item 2.1.2) foi adicionada de hidroxido
de sodio (NaOH )10% (m/v) na propor¢ao de 1:10 (g casca: mL solug@o alcalina), sendo a mistura mantida
a 50 °C sob agitacdo orbital (100 rpm) por 16 h. Apds, a mistura foi submetida ao tratamento térmico a
100 °C em autoclave por 3 h. A mistura foi resfriada em banho de gelo e centrifugada (4757 x ga 4 °C
por 30 min), ¢ o sobrenadante foi acidificado com &cido cloridrico (HCl) 12 mol/L até pH 5,0. A
precipitacdo da xilana foi alcancada pela adigao de etanol 95% (v/v) (1,5 volume) a fracdo acidificada. O
precipitado foi mantido na solugdo etandlica por 1 h a 25 °C e coletado por centrifugacdo (4757 x g, 4 °C,
30 min). Por fim, o precipitado foi seco em estufa a 55 °C por 24 h e moido em triturador de bancada até

a obtenc@o de um pd fino.

2.2.2.3 Hidrolise enzimatica para produgdo de xilo-oligossacarideos

Os XOs foram produzidos por hidrélise enziméatica das xilanas utilizando o extrato
bruto de xilanase. Para tal, as solu¢des de xilana foram preparadas em tampao citrato de sddio
50 mmol/L e mantida overnight sob agitacao orbital (100 rpm) até sua completa solubilizagao.
As hidrolises foram conduzidas a 40 °C e agitacdo orbital (180 rpm) por 24 h em frascos
Erlenmeyer de 125 mL contendo 40 mL de meio reacional composto por xilana de arroz (3%,
m/v) em pH 5,3 e extrato enzimatico (200 U/g substrato) (AACHARY; PRAPULLA, 2009);
ou xilana de faia (6%, m/v) em pH 6,0 e extrato enzimatico (260 U/g substrato). Ao término da
hidrolise, o meio foi aquecido a 100 °C por 5 min para inativa¢do enzimatica e centrifugado
(4757 x g a 4 °C por 30 min), sendo o sobrenadante liofilizado para posteriores ensaios de

caracterizacao.
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2.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
2.3.1 Capacidade de sequestro do radical ABTS

A capacidade de sequestro do radical ABTS foi determinada conforme Ballesteros et al.
(2015) e Re et al. (1999) com modificagdes. O radical ABTS foi preparado através da mistura das solugdes
estoque de ABTS (7 mmol/L) e persulfato de potassio (K2S205) (2,45 mmol/L), a qual foi agitada em
vortex por 2 min e sonicada em banho ultrassénico por 20 min. Em seguida, a mistura foi mantida no
escuro a4 °C por 16 h até alcancar um estado estavel de oxidagao. Apos este periodo, o radical ABTS foi
diluido em tampao acetato de sodio 20 mmol/L pH 4,5 até a absorvancia de 0,7 a 734 nm.

Para cada hidrolisado, diluigdes foram preparadas em agua de modo que a porcentagem de
inibigao do radical alcangasse o valor minimo de 50% (ICso). Deste modo, solugdes de XFH e XAH foram
preparadas em 4gua entre 4 a 30 mg/mL, enquanto para o XFB as concentragdes foram de 2 a § mg/mL.
Para as amostras de antioxidantes sintéticos (BHT e BHA) e de prebidticos comerciais (lactulose, rafinose
e inulina), as concentragdes utilizadas foram de 1 mg/mL e 40 mg/mL preparadas em etanol e agua,
respectivamente. Os ensaios foram conduzidos pela adi¢do de 130 pLL de amostra e 3 mL do radical ABTS.
A mistura foi mantida no escuro durante 30 min a temperatura ambiente, seguida de leitura da absorvancia
em espectrofotdmetro a 734 nm. Um ensaio controle foi realizado substituindo o volume de amostra por
agua destilada. O percentual de inibi¢ao do radical para os trés hidrolisados em cada concentracdo avaliada

foi calculado conforme a Equac@o 1.

Inibigdo (%)= (1 - E) %100 )

Onde As ¢ absorvancia da mistura reacional contendo a amostra € Ac € a absorvancia do
ensaio controle, respectivamente. Uma curva padrao (Apéndice 1) foi construida com o padrdo Trolox
convenientemente diluido em etanol (50, 100, 200, 250, 300, 400 ¢ 500 umol/L). Os ICsy de cada
hidrolisado e do padrdo foram obtidos através do coeficiente angular do grafico percentual de inibicao

versus concentragdo. A capacidade antioxidante foi expressa como equivalente de Trolox (TE) por g de

hidrolisado (umol TE/g hidrolisado). Os ensaios foram realizados em cinco réplicas.
2.3.2 Capacidade de sequestro do radical DPPH

A capacidade de sequestro do radical DPPH foi determina conforme Ballesteros et al. (2015)

e Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995) com modificagdes. Assim como no método ABTS, diluigdes
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dos hidrolisados foram feitas de modo que a porcentagem de inibigao do radical alcangasse o valor minimo
de 50% (ICso). Deste modo, as seguintes solucdes foram preparadas em agua: 4 a S0 mg/mL de XFH, 2 a
24 mg/mL de XAH e de 1 a 16 mg/mL de XFB. Os antioxidantes sintéticos (BHT e BHA) e os prebioticos
comerciais (lactulose, rafinose e inulina) foram preparados em etanol e 4gua nas concentragdes de
1 mg/mL e 40 mg/mL, respectivamente. Os ensaios foram conduzidos em microplacas de 96 pogos
contendo 25 pL de amostra ¢ 200 pL de solugao de DPPH 150 umol/L (dissolvido em metanol 80%, v/v,
até a absorvancia de 0,7 a 515 nm). As placas foram mantidas no escuro durante 1 h a temperatura
ambiente, seguida de leitura da absorvancia a 515 nm em espectrofotometro com leitor de microplaca
(Cytation 3, Biotek, Winooski, Estados Unidos). Um ensaio controle foi realizado substituindo o volume
de amostra por metanol 80% (v/v). O percentual de inibicao do radical para os trés hidrolisados em cada
concentracao avaliada foi calculado conforme a Equagao 1 (item 2.4.1)

Uma curva padrdo (Apéndice 1) foi construida com o padrdo Trolox convenientemente
diluido em metanol 80% (v/v) (40, 80, 100, 200, 300 e 400 umol/L). Os ICsy de cada hidrolisado e do
padrdo foram obtidos através do coeficiente angular do grafico percentual de inibicao versus concentragao.
A capacidade antioxidante foi expressa como equivalente de Trolox (TE) por g de hidrolisado (umol TE/g

hidrolisado). Os ensaios foram realizados em cinco réplicas.

2.3.3 Capacidade de reducio do ferro (FRAP)

A capacidade de redugao do ferro como avaliagdo da atividade antioxidante foi determinada
conforme Benzie e Strain (1996) com modifica¢des. O reagente FRAP foi preparado pela mistura das
solugdes de TPTZ 10 mmol/L (solubilizado em HCI 40 mmol/L), cloreto de ferro (FeCls) 20 mmol/L e
tampao acetato 300 mmol/L pH 3,6, na propor¢do 1:1:10, respectivamente. Os hidrolisados e os
antioxidantes sintéticos (BHT e BHA) foram preparados em agua e etanol nas concentragdes de 6 mg/mL
1 mg/mL, respectivamente; e os prebidticos comerciais (lactulose, rafinose e inulina) na concentracdo de
40 mg/mL. Os ensaios foram conduzidos em microplacas de 96 pogos contendo 10 puL. de amostra e 290
uL do reagente FRAP. As placas foram mantidas no escuro durante 15 min e a 37 °C, seguida de leitura
da absorvancia a 593 nm em espectrofotometro com leitor de microplaca (Cytation 3, Biotek, Winooski,
Estados Unidos). Um ensaio controle foi realizado substituindo o volume de amostra por dgua destilada.

Uma curva padrao (Apéndice 1) foi construida com solucao aquosa de FeSO4.7HO (v/v)
(200, 400, 600, 800 e 1000 umol/L). A capacidade antioxidante foi expressa como equivalente de Fe (II)
em pmol por g de hidrolisado (umol Fe (IT)/g hidrolisado). Os ensaios foram realizados em cinco réplicas.
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2.4  COMPOSTOS FENOLICOS E FLAVONOIDES

2.4.1 Determinacio de compostos fenolicos totais

Os compostos fendlicos totais foram quantificados pelo método colorimétrico de Singleton
e Rossi (1965) com modificagoes. Os hidrolisados foram preparados nas concentragoes de 30 mg/mL. Os
ensaios foram conduzidos em microplacas de 96 pogos contendo 5 pLL de amostra, 60 pL carbonato de
sodio (NaxCO3) 7,5% (m/v), 15 pL do reagente Folin-Ciocalteu e 200 pL de 4gua destilada. As placas
foram mantidas no escuro sob aquecimento a 60 °C por 5 min. Ap6s o resfriamento das placas até a
temperatura ambiente (+ 25 °C), a leitura da absorvancia a 700 nm foi realizada em espectrofotdmetro
com leitor de microplaca (Cytation 3, Biotek, Winooski, Estados Unidos). Um ensaio controle foi
realizado substituindo o volume de amostra por 4gua destilada.

Uma curva padrao (Apéndice 1) foi construida com solugao de acido galico (200, 400, 600,
800, 100, 1200 3 1400 mg/L). O teor de compostos fenolicos totais foi expresso como equivalente de acido
gélico por g de hidrolisado (mg de GAE)/g hidrolisado). Os ensaios foram realizados em seis réplicas.

2.4.2 Determinacao de flavonoides

A quantificacdo do contetido de flavonoides foi realizada pelo método colorimétrico descrito
por Chang et al. (2002) com modificacdes. Os hidrolisados foram preparados nas concentragdes de
30 mg/mL. Os ensaios foram conduzidos em microplacas de 96 pogos contendo 30 pL de amostra, 90 uL
de metanol, 6 uL de cloreto de aluminio (AICL) 10% (m/v), 6 pL de acetato de potassio 1 mol/L e 170 pL
de agua destilada. As placas foram mantidas no escuro durante 30 min a temperatura ambiente, seguida
de leitura da absorvancia a 415 nm em espectrofotometro com leitor de microplaca (Cytation 3, Biotek,
Winooski, Estados Unidos).

Um ensaio controle foi realizado substituindo o volume de amostra por agua destilada. Uma
curva padrdo (Apéndice 1) foi construida com solugao de quercitina (25, 50, 100, 150 e 200 mg/L). O
contetdo total de flavonoides foi expresso como equivalente de quercitina (QE) por g de hidrolisado

(mg de QE)/g hidrolisado). Os ensaios foram realizados em seis réplicas.

2.5 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

A capacidade antibacteriana dos hidrolisados foi avaliada pelo método da concentragdo

mibitoria minima (CIM). Trés bactérias foram selecionadas para os testes com base nos seus fatores de
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deterioragdo nos alimentos ¢ na saide humana (Tabela 1). A manutengdo das cepas bacterianas foi

realizada seguindo as respectivas condi¢oes do meio de cultura e crescimento, e armazenada a - 80 °C.

Tabela 1 — Condicdes de crescimento das cepas bacterianas utilizadas nos ensaios antibacterianos.

Bactéria Gram Temperatura(°C) Tempo (h) Meio” Referéncia
Escherichia coli -
37 24 MHB  NGetal. (2019)
CECT 736
- GUTIERREZ-
Pseudomonas LARRAINZAR
fluorescens 29 24 MHB etal. (2013)
DSMZ 50090 TYAGL MALIK
(2010)
Lactobacillus +
INGLIN et al.
fructivorans CECT 29 24 MRS
(2015)
8288

*MHB: Caldo Mueller-Hinton; MRS: Caldo De Man, Rogosa e Sharpe

A determinagdo das CIMs foi realizada através do método de microdiluigao descrito pelo
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012). O valor da CIMs foi definido como sendo a
menor concentragdo do hidrolisado que evita o crescimento visivel da bactéria em estudo
(BALLESTEROS et al., 2015). Para tal, solu¢des de 40 g/L dos hidrolisados foram preparadas utilizando
o respectivo meio de cultura de cada bactéria (Tabela 1) como diluente. As solugdes concentradas foram
esterilizadas por filtragdo em membrana de acetato de celulose 0,22 pm, sendo posteriormente diluidas em
série duas vezes, de modo que as concentracdes finais compreendessem a faixade 8 g/[.a 0,016 g/L. Além
disso, a suspensdo celular de cada bactéria foi diluida no respectivo meio de cultura para alcangar a
concentracdo final de 0,5 McFarland (correspondente de 1 a 3 x 10% UFC/mL e entre 0,08 a 0,1 de
absorvancia) a 600 nm.

Os ensaios foram realizados em microplacas de 96 pocos contendo 100 pL. da suspensio
celular (indculo) e 100 pL de hidrolisado, fazendo com que a concentragdo final da amostra no pogo
compreendesse a faixa de 4 g/ a 0,008 g/L.. Na mesma placa também foram adicionados os ensaios
controle, que seguem: 100 pL de inoculo + 100 pL de meio de cultura (controle do crescimento
bacteriano); 100 pLL de meio de cultura + 100 pL de hidrolisado (controle de esterilidade 1); e 200 uL de
meio de cultura (controle de esterilidade 2). Todo procedimento experimental foi realizado em camara de

fluxo laminar em condigdes de assepsia. As placas foram incubadas nas temperaturas mencionadas na
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Tabela 1 durante 24 h. De modo a avaliar o crescimento bacteriano, as absorvancias no inicio (ponto zero)
e ao término da incubagdo foram lidas a 600 nm em espectrofotometro com leitor de microplaca (Cytation
3, Biotek, Winooski, Estados Unidos). Ainda, a analise visual do crescimento em cada pogo das placas

também foi realizada. Todos os ensaios foram realizados em duplicata.

2.6 ANALISES DOS HIDROLISADOS POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA
DELGADA

Os hidrolisados foram analisados por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) utilizando
placas de aluminio com silica gel (DC Alufolien Kieselgel 60, Merck, Darmstadt, Alemanha) como fase
estaciondria. Aliquotas de 6 L na concentrac@o de 4 mg/mL dos hidrolisados foram colocadas nas placas
e submetidas a cromatografia ascendente utilizando como fase mével uma mistura de butanol, acido
acético e agua ultrapura na propor¢do 2:1:1 (v/v/v), respectivamente. Logo apos, as bandas foram
detectadas pela pulverizagdo de soluc@o corante contendo 1% (m/v) de difenilamina e 1% (v/v) de anilina
em acetona, seguido pelo aquecimento da placa a 100 °C durante 15 min (AMORIM; SILVERIO;
RODRIGUES, 2019). Um pool de XOs (1 mg/mL, aliquota de 3 pL) foi utilizada como padrdo analitico.

2.7 ANALISES DOS HIDROLISADOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA

Os hidrolisados obtidos nas reagoes enzimaticas foram filtrados em membrana de fluoreto
de polivinilideno de 0,22 pm (Milipore, Burlington, Estados Unidos) e analisados em cromatdgrafo
liquido de alta eficiéncia (Prominence®, Shimadzu, Quioto, Japao) equipado com detector de indice de
refracdo (RID-10A) e forno de colunas (CTO-20A). Aliquotas de 20 pL foram injetadas em modo
automatico (SIL-20AHT) e eluidas a 0,4 mL/min com agua ultrapura (Milli-Q, Milipore, Burlington,
Estados Unidos) como fase mével de uma coluna para separacao de carboidratos (Aminex HPX-42A,
Bio-Rad, Hercules, Estados Unidos). A temperatura € o tempo total de corrida foram 50 °C e 40 min,
respectivamente. A identificagdo dos agticares foi realizada a partir dos seus tempos de retencdo, enquanto
a quantificacdo de XOs e xilose foram determinadas através das curvas de calibragdo previamente
construidas com o pool de padrdes (1 a 10 mg/mL). O controle do equipamento e aquisicao dos dados foi
feito pelo software LC Solution®.
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2.8 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

As respostas da andlise antioxidante, flavonoides e compostos fenolicos totais,
foram analisadas estatisticamente através da Analise de Variancia Univariavel (One-way
ANOVA) seguido da comparacdo post-hoc Tukey, ao nivel de 5% de significancia (p<0,05).
As analises foram realizadas atendendo aos pressupostos de normalidade, independéncia e
homocedasticidade dos residuos. O software utilizado para o tratamento estatistico dos

resultados foi o Statistica 5.0 (Statsoft Inc., Estados Unidos).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 COMPOSICAO DOS HIDROLISADOS

Os hidrolisados XFH e XAH foram caracterizados quanto ao seu teor € composi¢ao em XOs
e rendimento, e comparados com os resultados de XFB previamente obtidos por Amorim et al. (2019b),
conforme mostra a Tabela 2. Os maiores teores de XOs foram observados para os hidrolisados
XFH (10,3 mg/mL) e XAH (2,0 mg/mL), os quais apresentaram menor conversao de xilana em

XOs em relagdao a XFB (306 g XOs/g xilana).

Tabela 2 — Teor de XOs totais e rendimento para os hidrolisados obtidos por diferentes estratégias de

producao.
XOs totais Rendimento
Hidrolisado Referéncia
(mg/mL) (mg XOs/g xilana)
XFH 10,3+0,2 170,8 £4,0 Este trabalho
XAH 2,0+<0,1 65,5+24 Este trabalho
XFB 1,5+<0,1 306,0+4,0 AMORIM et al. (2019b)

Média =+ desvio padrdo (n=3). Legenda: XFH — Hidrolisado obtido da hidrolise de xilana de faia; XAH — Hidrolisado obtido
da hidrolise de xilana de arroz; XFB — Hidrolisado obtido a partir de cultivo microbiano em estado submerso.

Em termos de composicao de XOs, ambos os hidrolisados XFH ¢ XAH apresentaram
majoritariamente xilobiose (5,6 + 0,1 mg/mL para XFH e 0,9 + <0,1 mg/mL para XAH) e xilotriose (3,3
+ 0,1 mg/mL para XFH e 0,5 + < 0,01 para XAH), estando os demais oligdmeros em menores
concentracdes. Conforme determinado por Amorim et al. (2019b), os XOs presentes no XFB
compreendem oligdbmeros com GP entre 4 € 6 (0,3 + <0,1 mg/mL de xilotetraose, 0,7 + <0,1 mg/mL de
xilopentose e 0,5 + < 0,1 mg/mL de xilohexose). Esta composigao dos hidrolisados pode ser comprovada

pela cromatografia em camada delgada, conforme mostra a Figura 2. Apesar de XFH e XFB utilizarem o
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mesmo substrato para hidrolise (xilana de faia), os distintos processos de obten¢do de XOs permitiram que
os hidrolisados apresentassem oligdmeros com GP diferentes.

A obtenca@o de XOs por hidrolise enzimatica envolve o uso do extrato enzimatico contendo
xilanase (SAMANTA et al., 2015), do substrato rico em xilana e de condi¢des reacionais controladas
(temperatura, pH, agitaco e relacdo enzima:substrato) (OTIENO; AHRING, 2012). Nas reagdes
enzimaticas, as xilanases catalisam a hidrdlise da cadeia principal da xilana, atuando nas ligagdes
glicosidicas f-1,4 e gerando XOs e eventual xilose (BIELY; SINGH; PUCHART, 2016). Em
geral, as reag0es prosseguem por longo tempo e tendem a favorecer a formacdo de XOs de
baixo GP, em especial xilobiose e xilotriose (OTIENO; AHRING, 2012), uma vez que os
oligomeros de maior GP tendem a ser hidrolisados no decorrer da reagdo (BIAN et al., 2013;
GUIDO; SILVEIRA; KALIL, 2019; YANG et al., 2011). Isto explica o fato de XFH e XAH
possuirem maior propor¢ao de xilobiose e xilotriose em relagcdo aos demais oligdmeros contidos

no hidrolisado.

Figura 2 — Cromatografia em camada delgada dos hidrolisados obtidos por diferentes
estratégias de produgao.

XAH XFH P XFB

Legenda: XAH — Hidrolisado obtido da hidrolise de xilana de arroz; XFH — Hidrolisado obtido da hidrolise de xilana de faia;
XFB — Hidrolisado obtido a partir de cultivo microbiano em estado submerso; P — Padrdo de XOs e xilose; X1 a X6 —xilose,
xilobiose, xilotriose, xilotetraose, xilopentose e xilohexose.

J& a obtenc¢do dos XOs por cultivo submerso ocorre pela liberagdo dos oligdmeros
conforme o micro-organismo produz as enzimas necessarias a degradagdo do substrato, assim
como exposto por diversos autores (AMORIM; SILVERIO; RODRIGUES, 2019; MENEZES:
ROSSI; AYUB, 2017; REQUE et al., 2019). XOs (65 mg/g de substrato) com GP entre 3 ¢ 5
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foram produzidos em 36 h de cultivo submerso de Bacillus subtillis FTCO1 utilizando farinheta
de trigo como substrato (REQUE et al., 2019). De modo semelhante, XOs (463,4 mg/g de
xilana) com GP entre 4 ¢ 6 foram obtidos em 12 h de cultivo de Bacillus subtilis 3610
geneticamente modificado utilizando dreche cervejeira como substrato (AMORIM et al., 2018).
Com base nisso, ¢ compreensivel que XFB apresente GP distinto dos demais hidrolisados deste
estudo. Embora a xilana de faia tenha sido utilizada para a producdo de XOs em ambos os
processos — hidrolise enzimatica e cultivo microbiano —, a xilanase envolvida na reagdo pode
apresentar caracteristicas distintas, hidrolisando a cadeia polissacaridica em diferentes regides.
Além disso, o micro-organismo também pode secretar outras enzimas que auxiliam no processo
de degradagdo do substrato, influenciando na estrutura ¢ GP dos XOs obtidos.

Na produgdo de XOs por cultivo microbiano, a composi¢do e o rendimento dos
oligbmeros podem variar devido ao seu consumo pelo micro-organismo. Por exemplo, no
cultivo de A4. pullulans CCT 1261 utilizando xilana de faia como substrato, a maior
concentracdo de XOs foi detectada em 12 h (168 mg/g de xilana), sendo esta quantidade
composta principalmente por xilobiose (72 mg/g de xilana) e xilotriose (70 mg/g de xilana). No
entanto, a auséncia de XOs nas ultimas horas de cultivo indicou seu consumo como substrato
pela levedura (GAUTERIO et al., 2018). Nas primeiras 48 h de crescimento de Aspergillus
brasiliensis BLf] em meio contendo casca de arroz, Menezes, Rossi e Ayub (2017) obtiveram
XOs (14,48 mg/g de substrato) com GP igual a 2, 4 e 5, os quais ndo foram detectados ao
término do cultivo, indicando que os mesmos foram consumidos pela espécie fungica. Por outro
lado, Amorim, Silvério e Rodrigues (2019) mencionam que na produ¢do de XOs durante o
cultivo de Trichoderma utilizando dreche cervejeira como substrato, o ndo consumo dos XOs
formados se deve a preferéncia das espécies microbianas em consumir os demais acucares
prontamente disponiveis no meio de cultivo.

Com base no exposto, o uso de diferentes estratégias de produgdo permite obter

XOs com composigao e GP distintos, o que pode levar a diferentes propriedades biologicas.

3.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE, COMPOSTOS FENOLICOS E FLAVONOIDES

A atividade antioxidante dos XOs ndo pode ser atribuida a um tnico mecanismo de reacao,
portanto diferentes métodos de quantificagdo (capacidade de sequestro dos radicais ABTS e DPPH e poder

de reducao do ferro) foram conduzidos a fim de avaliar esta propriedade nos hidrolisados em estudo, sendo
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os resultados expostos na Tabela 4. A atividade antioxidante dos hidrolisados foi comparada a de dois
antioxidantes sintéticos (BHI ¢ BHA) e a de trés prebidticos comerciais (rafinose, lactulose e inulina),
devido aos XOs também serem conhecidos por esta propriedade funcional. Além disso, os valores de ICso
(concentra¢do necessaria para atingir o valor minimo de 50% de inibigao do radical) foram determinados
para o ABTS e DPPH, e estio apresentados na Tabela 3.

A capacidade de sequestro dos radicais DPPH e ABTS se mostrou dependente da
concentracdo para os trés hidrolisados em estudo. No método ABTS, o aumento nos percentuais de
inibi¢do do radical foi proporcional a concentragao dos hidrolisados, chegando a 65,7%, 76,5% e 62,6%
nas concentragdes de 30 mg/mL, 20 mg/mL e 8 mg/mL para XFH, XAH e XFB, respectivamente. O
mesmo comportamento foi observado para XFH ¢ XAH pelo método DPPH, onde os percentuais de
inibigao do radical alcangaram 65,5% a 50 mg/mL e 63,6% a 20 mg/mL, nesta ordem. No entanto, para o
XFB, o percentual de inibi¢do alcangou seu valor maximo (61,8%) em 8 mg/mL, diminuiu (51,9%) em
10 mg/mL e permaneceu constante em concentragdes mais elevadas do hidrolisado (12 a 16 mg/mL),
comportamento este também observado por outros autores (BIAN et al., 2013; JAGTAP et al., 2017,
RASHAD et al., 2016).

Tabela 3 — Valores de ICs obtidos nos ensaios de atividade antioxidante (DPPH e ABTS).

Hidrolisado DPPH (mg/ml) ABTS (mg/ml)
XFH 34,6 20,9
XAH 14,5 10,8
XFB 6,6 6,1

Legenda: XFH — Hidrolisado obtido da hidrélise de xilana de faia; XAH —
Hidrolisado obtido da hidrolise de xilana de arroz; XFB — Hidrolisado obtido a
partir de cultivo microbiano em estado submerso.

XOs obtidos a partir da hidrdlise de palha de trigo e xilanase bruta de Aspergillus fumigatus
apresentaram 58% de inibi¢do do radical DPPH quando utilizados na concentracdo de 4 mg/mL
(JAGTAP etal., 2017). Similarmente, XOs comerciais (pureza acima de 90%) obtidos a partir da hidrolise
enzimatica de sabugo de milho mostraram 65,3% e 59,4% de inibi¢do dos radicais DPPH e ABTS,
respectivamente, a4 mg/mL (YU et al., 2015). Ainda, XOs obtidos a partir da hidrolise de xilana de bétula
utilizando xilanase purificada de Bacillus amyloliquifaciens apresentaram cerca de 75% de inibi¢ao do
radical DPPH a 4 mg/mL (RASHAD et al., 2016). Nesta mesma concentragdo, o XFB alcangou 31% de
nibigdo dos radicais DPPH e ABTS, chegando a 62% a 8 mg/mL. Considerando que o XFB foi obtido a
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partir de meio de fermentac@o e sem nenhuma etapa prévia de concentracdo ou purificagdo, o seu poder

antioxidante se mostrou promissor frente aos estudos mencionados.

Tabela 4 — Atividade antioxidante, compostos fendlicos totais e flavonoides totais de hidrolisados
contendo XOs, antioxidantes sintéticos e prebidticos comerciais.

DPPH ABTS FRAP CFT FVT
Hidrolisado
(umol TE/g)  (umolTE/g)  (umolFellg)  (mgGAE/g) (mgQE/g)
XFH 7,5+0,3 13,4402 28,8+0,9° 8,0£0,1°  02+<0,1°
XAH 14,5+ 1,1° 26,5+24° 41+1,1° 9,9+0,1° 02+<0,1°
XFB 39,1 +£2,2° 457+ 14° 79.9+2.8 14,0+0,2° 0,6+ 0,12
BHA 4459+1,7 4733+45  13080,0+48,1 ND ND
BHT 4479+0,5 4421427  43382+2415 ND ND
Prebidticos* nd nd nd ND ND

Meédia + desvio padrio (n=5 ou 6). Letras mintisculas iguais na mesma coluna e entre os hidrolisados indicam nao ha diferenca
significativa entre as médias pelo teste Tukey (p>0,05). Legenda: XFH — Hidrolisado obtido da hidrélise de xilana de faia; XAH
— Hidrolisado obtido da hidrdlise de xilana de arroz; XFB — Hidrolisado obtido a partir de cultivo microbiano em estado
submerso; CFT — Compostos fenolicos totais; FVT — Flavonoides totais; BHT — Hidroxitolueno butilado; BHA — Hidroxianisol
butilado; Prebidticos* — Prebidticos comerciais (Lactulose, Rafnose e Inulina); ND — N&o determinado; nd — ndo detectado.

Conforme mostra a Tabela 3, o ICsp do XFB foi menor em relacao aos demais hidrolisados,
indicando que uma menor concentragdo deste € necessaria para que a inibigao dos radicais atinja o valor
de 50%. Os valores de ICso obtidos para XFH e XAH foram muito superiores comparados a outros XOs
obtidos por hidrolise enzimatica (ICso entre 1 a 3 mg/mL) (BIAN et al., 2013; GOWDHAMAN;
PONNUSAM]I, 2015; ZHANG et al., 2019; ZHOU et al., 2018). Contudo, € pertinente mencionar que
diversos trabalhos voltados a capacidade antioxidante dos XOs analisam fragdes purificadas e/ou
concentradas destes oligdbmeros (VALLS et al.,, 2018; VEENASHRI; MURALIKRISHNA, 2011),
enquanto XFH e XAH consistem numa mistura de XOs e xilana ndo hidrolisada. A alta concentracdo de
substrato no meio reacional — 6% (m/v, equivalente a 60 g/L) € 3% (m/v, equivalente a 30 g/L.) para XFH
e XAH, respectivamente —aliado a sua baixa conversao em XOs, pode ter contribuido para os altos valores
de ICso, onde a xilana remanescente atuou como possivel interferente na andlise. No caso de XFB, além
da conversao de xilana em XOs ser elevada, o substrato pode ter sido transformado de modo mais eficiente
pela bactéria durante o cultivo submerso, fazendo com que menor quantidade de xilana ndo degradada
estivesse presente no hidrolisado final. Adicionalmente, os valores da atividade antioxidante (Tabela 4)

pelo método ABTS foram mais elevados comparados aos do método DPPH, para todos os hidrolisados
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em estudo, indicando que o ultimo método foi menos eficiente quanto a capacidade de sequestro dos
radicais. Esta menor afinidade ao método DPPH em relacdo ao ABTS na atividade antioxidante de XOs
também foi observado por Valls et al. (2018) e Zhang et al. (2019).

O poder de redugdo do ferro seguiu a mesma tendéncia observada nos métodos ABTS e
DPPH, isto ¢, o XFB apresentou maior capacidade antioxidante em relacdo aos demais hidrolisados em
estudo. No entanto, os valores obtidos no método FRAP foram inferiores aos observados por Rivas et al.
(2013) para licor obtido a partir da auto hidrolise de casca de arroz (625 pmol Fe*%/g), e aos mencionados
por Lasrado e Gudipati (2014) para XOs a partir da hidrolise de farelo de trigo utilizando xilanase
comercial de Thermomyces lanuginosus (71,44 mg Fe'*/100 mL, o que equivale a 256,96 pmol Fe'%/g).

Em baixas concentragdes (1 mg/mL), os antioxidantes sintéticos apresentaram capacidade
antioxidante extremamente elevada (Tabela 4) comparado aos hidrolisados em estudo. Contudo, ¢
importante lembrar que o BHT e o BHA sao compostos puros ¢ altamente reativos, tornando dificil a
comparag¢ao com as amostras biologicas. Apesar do uso de BHT e BHA em alimentos ser regulamentado
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2018b) e pelo Food and Drug
Administration (FDA, 2019), estes antioxidantes estdo conhecidos pelo seu efeito toxicologicos e
carcinogénicos em certas concentragdes, motivos que impulsionam o desenvolvimento de estudos
voltados aos antioxidantes naturais (KUMAR et al., 2015). Os prebidticos comerciais rafinose, lactulose
e inulina ndo apresentaram atividade antioxidante pelas trés metodologias empregadas, (Tabela 4) mesmo
quando concentracdes elevadas destes agucares foram utilizadas (40 mg/mL). Este resultado € interessante
no que tange as demais atividades biologicas dos hidrolisados, uma vez que estes apresentaram atividade
antioxidante e, devido a sua composicado rica em XOs com GP entre 2 a 6, podem também apresentar
atividade prebidtica.

Estudos demonstram que a atividade antioxidante dos XOs pode estar relacionada a sua
concentracao no hidrolisado, GP e presenca de ramifica¢des na sua estrutura (VALLS et al., 2018). No
presente estudo, a maior capacidade antioxidante pelas trés metodologias utilizadas foi observada para o
hidrolisado XFB, seguido de XAH e XFH. Apesar de XFB apresentar menor conteudo de XOs totais, os
oligdbmeros neste hidrolisado possuem GP claramente maior comparado 8 XAH e XFH, caracteristica que
pode estar relacionada ao seu maior carater antioxidante. Adicionalmente, Amorim et al. (2019b)
constataram que XFB compreende uma mistura de XOs composta por cadeia linear de residuos de xilose
unidos por ligacdes B-1,4, além da presenca de ramificacdes, as quais contém arabinose e acido
glicurdnico, podendo chegar até 5,3%. Valls et al. (2018) aplicaram xilanases de diferentes familias (GH10
e GH30) na hidrolise de xilana de bétula e de xilana de faia, concluindo que os XOs obtidos a partir do
uso de GH30 — isto €, que possuem GP elevado (5 a 8) — apresentaram maior atividade antioxidante

comparado aos XOs oriundos de GH10 (GP entre 2 a 5). Os autores ainda mencionam que a quantidade
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de XOs produzida a partir do uso de xilanases GH30 foi menor comparado aos XOs obtidos pelo uso de
xilanases G10. Nao menos importante, devido a secregdo de diferentes enzimas pelo micro-organismo e
sua acao sinérgica na degradagdo do substrato no meio de cultivo, a produgao de outros compostos com
atividade antioxidante pode ocorrer em conjunto a produgdo de XOs, conforme observado em estudos
anteriores (MANDELLI et al., 2014; REDDY; KRISHNAN, 2013; REQUE et al., 2017, 2019), o que
pode levar a obten¢do de um hidrolisado com diversas propriedades bioldgicas.

Os compostos fenolicos sao capazes de capturar espécies reativas de oxigénio devido a sua
propriedade de doagdo de elétrons, e dentre eles, os mais difundidos e diversificados compreendem a
classe dos flavonoides (PODSEDEK, 2007). Diversos trabalhos tém correlacionado o conteudo de
compostos fenolicos em oligossacarideos com a atividade antioxidante (KAWEE-AI et al., 2016;
RASHAD et al., 2016; VEENASHRI; MURALIKRISHNA, 2011). Conforme exposto na Tabela 3, o
XFB apresentou maior concentragdo de compostos fendlicos totais (CFT) e flavonoides totais (FVT), o
que também contribui para a maior capacidade antioxidante deste frente aos demais hidrolisados.

Valls et al. (2018) mencionam que a atividade antioxidante de XOs obtidos por hidrolise
enzimatica de xilana de faia pode ser atribuida a presenca de residuos de 4cido metil glicurénico em sua
estrutura. Neste sentido, Amorim et al. (2019b) verificaram que o XFB possui em sua composi¢ao
residuos de acido glicuronico, arabinose e outros agucares oriundos da composicao original da xilana de
faia. Por outro lado, compostos fenolicos soltiveis e insoltiveis presentes na casca de arroz, tais como acido
fertilico, acido p-cumarico, 4cido p-hidroxibenzoico, 4cido galico e &cido vanilico, estdo relacionados a
atividade antioxidante desta biomassa (BUTSAT; WEERAPREEY AKUL; SIRIAMORNPUN, 2009).
Outros estudos relatam que a atividade antioxidante de XOs obtidos por hidrolise enzimatica da casca de
arroz se deve a presenca de 4cido p-cumadrico, acido ferulico e 4cido siringico (VEENASHRI;
MURALIKRISHNA, 2011).

No cultivo das espécies Bacillus subtillis FTCO1 e Bacillus sp. P45 em meio contendo
farinheta de trigo, o teor de CFT contido no sobrenadante do cultivo correspondeu a 79,2 mg GAE/g e
64,2 mg GAE/g, respectivamente (REQUE et al., 2017). Os autores mencionam que a agao sinérgica de
enzimas secretadas pela espécie de Bacillus, tais como Xilanases e esterases, pode ter contribuido para a
liberagao de acidos fendlicos a partir da degradac@o do substrato. Em outro estudo, os autores verificam a
producdo de XOs por Bacillus subtillis FTCO1 no mesmo meio de cultivo (REQUE et al., 2019). Logo,
no caso especifico de XFB, a quantidade de CFT pode ser atribuida tanto pela liberagdo destes compostos
durante a hidrolise da xilana pela acdo de enzimas secretadas pela bactéria, como pelos XOs resultantes
deste processo.

Rashad et al. (2016) analisaram o teor de compostos fendlicos totais produzidos a partir de

xilana de bétula e xilanase purificada de Bacillus amyloliquifaciens, alcangcando o valor de 182,88 mg
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GAE/L (equivalente a 9,15 mg GAE/g de hidrolisado). Ja para o hidrolisado obtido a partir da casca de
arroz e xilanase bruta, os autores mencionam que contetido de CFT foi de aproximadamente 11 mg
GAE/L (correspondente a 5,5 mg GAE/g de hidrolisado na concentragao de 2 g/L) (RASHAD et al.,
2016). Estes resultados se encontram na mesma ordem dos valores de CFT obtidos para os hidrolisados
do presente estudo (Tabela 4). Por outro lado, valores superiores de CFT (53,5 mg GAE/g) foram
observados em licor obtido a partir da auto hidrolise de casca de arroz (Rivas et al., 2013).

Hidrolisados contendo XOs obtidos por diferentes estratégias de produgdo apresentaram
atividade antioxidante nas trés metodologias empregadas. A existéncia desta propriedade demonstra o

potencial de aplicagdo dos hidrolisados em formulacoes alimenticias € em cosméticos.

3.3 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

A atividade antibacteriana dos hidrolisados foi avaliada pelo método das CIMs para trés
bactérias — E. coli, P. fluorescens ¢ L. fructivorans —, ¢ os resultados estdo apresentados nas
Figuras 3,4 a 5. A escolha destes micro-organismos para a atividade antibacteriana se deve ao
fato de que serem indicadores de contaminacgao fecal (£.coli) ou relacionados a deterioragao de
alimentos (P. fluorescens e L. fructivorans). Dentro da faixa de concentragdo avaliada, os
hidrolisados nao inibiram o crescimento das trés cepas microbianas em estudo, ndo exibindo
assim atividade antibacteriana. Além disso, XFH e XAH estimularam o crescimento de E. coli
conforme o aumento das suas concentragdes, correspondendo a 134% e 200% em 4 g/L, nesta
ordem, em relagdo ao controle (Figura 3). O mesmo estimulo foi observado para XFB ¢ XAH
em relagdo a P. fluorescens (Figura 4), porém em menor grau (115% e 102%, respectivamente,
a 4 g/L), e para XFB em relacdo a L. fructivorans (111% a 4 g/L). Além disso, nenhum
crescimento foi observado nos controles contendo apenas meio de cultura (MBH ou MRS) e
meio de cultura + hidrolisado, indicando que ndo houve contaminagdo nos pogos de ensaio
(dados ndo mostrados).

De modo a compreender se o estimulo de XFH e XAH ao crescimento de E. coli,
bem como de XFB ao crescimento de P. fluorescens, foi causado pelo consumo dos XOs, as
amostras das CIMs foram analisadas por cromatografia em camada delgada. Os hidrolisados na
sua concentragao maxima (4 g/L) e apds o crescimento das bactérias, além do padrao de XOs e

dos ensaios controle, foram aplicados as placas de aluminio, conforme mostra a Figura 6.
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Figura 3 — Crescimento de E. coli CECT 736 em meio MHB contendo hidrolisados em
diferentes concentracdes, onde a) XFH, b) XAH e ¢) XFB. C — Controle: Meio MHB +
bactéria.
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Figura 4 — Crescimento de P. fluorescens DSMZ 50090 em meio MHB contendo
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hidrolisados em diferentes concentragdes, onde a) XFH, b) XAH e c¢) XFB. C — Controle:
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Figura 5 — Crescimento de L. fructivorans CECT 8288 em meio MRS contendo hidrolisados

em diferentes concentracdes, onde a) XFH, b) XAH e ¢) XFB. C — Controle: Meio MRS +

bactéria.

Concentragdo do hidrolisado (g/L)

@

12

OJUQWIISAI)) %,

80)

03oWI0SAI)) %,

Concentragdo de hidrolisado (g/L)

0JUQWITOSAIY) %,

Concentragao do hidrolisado (g/L)

2).

Meédia + desvio padrio (n



231

Figura 6 — Cromatografia em camada delgada das CIMs.

P CXFH XFHI1 XFH2 CXAH XAHI XAH2 CXFB XFBI1 XFB2 MHB MHBI MHB2

Legenda: P — Padrdo; CXFH — Controle de XFH a 4 g/l em meio MHB; XFH1 — XFH 4 g/L. em meio MHB +
E.coli; XFH2 —XFH 4 g/L em meio MHB + P. fluorescens; CRAH — Controle de XAH 4 g/l em MHB; XAHI1 —
XAH 4 g/L em meio MHB + E. coli; XAH2 —XAH 4 g/L em meio MHB + P. fluorescens; CXFB — Controle de
XFB 4 g/ em meio MHB; XFLB1 — XFB 4 g/L em meio MHB + E. coli; XFB2 — XFB 4 g/L. em meio MHB +
P. fluorescens; MHB — Controle do meio MHB; MHB1 — MHB + E. coli; MHB2 — MHB + P. fluorescens.

O enfraquecimento das bandas em XFH1 e XAHI, quando comparado aos seus
respectivos controles — XFH e XAH (somente o hidrolisado), MHB (somente o meio) e MHB
+ bactéria (bactéria crescida na auséncia do hidrolisado) — indica o consumo de XOs por
E. coli, comportamento este observado também em XAH2 e XFB2 para P. fluorescens. Este
resultado se opde a outros estudos envolvendo a utilizacdo de XOs por espécies de E. coli
(CRITTENDEN et al., 2002; FALCK et al., 2013), os quais indicam que a bactéria ndo ¢ capaz
de consumir os oligdmeros. Por outro lado, ndo houve altera¢do na intensidade das bandas em
XFH2 para P. fluorescens e XFB1 para E. coli, o que corrobora com os resultados apresentados
nas Figuras 4a e 3c, respectivamente.

E importante salientar que concentragdes acima de 4 g/L nio foram avaliadas devido as
seguintes razoes: o uso de altas concentragdes de hidrolisado poderia causar a inibi¢cao das bactérias pelo
excesso de agucar no meio, € ndo pelo possivel efeito antibacteriano dos XOs; concentragdes mais
elevadas do hidrolisados estimularam o crescimento das bactérias em certas situacdes, nao sendo
conveniente o estudo de valores acima de 4 g/L.. Cabe lembrar também que as concentragdes empregadas
se referem ao hidrolisado como um todo, contendo XOs e xilana ndo hidrolisada, enquanto outros estudos
costumam avaliar o efeito antimicrobiano da fra¢do purificada de oligdmeros.

XOs parcialmente purificados e obtidos por hidrélise enzimatica de xilana de palha
de alho, na concentragdo de 20 g/L, foram capazes de inibir o crescimento de Pseudomonas

aeruoginosa, Enterococcus faecalis, Micrococcus luteus e Klebsiella pneumoniae. No entanto,
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ndo foi observada a inibi¢ao para E. coli, Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes
(KALLEL et al., 2015b). Da mesma forma, XOs comerciais (pureza acima de 90%) obtidos a partir
de sabugo de milho ndo apresentaram atividade antibacteriana para E. coli, S. aureus, Shigella flexneri e
Salmonella Typhi (PALANIAPPAN; BALASUBRAMANIAM; ANTONY, 2017). Em outro estudo,
hidrolisados contendo XOs obtidos a partir do cultivo de espécies de Bacillus em meio
agroindustrial inibiram o crescimento de E. coli apenas quando em concentracdes muito
elevadas (200 g/L) (REQUE et al., 2017). XOs écidos produzidos a partir da hidrolise enzimatica de
xilana de bétula inibiram o crescimento de E. coli, S. aureus e Bacillus cereus quando em baixas
concentracoes (0,5 a 1 g/L), porém o mesmo ndo ocorreu para P. aeruginosa e Proteus mirabilis
(CHRISTAKOPOULOS et al., 2003).

No presente estudo, a ndo inibicao de P. fluorescens e E. coli pode estar relacionada
a alta resisténcia de bactérias gram-negativas a agentes quimicos (ex. antimicrobianos), uma
vez que estas apresentam parede celular complexa, isto é, composta por camada fina de
peptidoglicano circundada por uma membrana lipoproteica (TONDO; BARTZ, 2017). Por
outro lado, a bactéria gram-positiva L. fructivorans também ndo foi inibida pela presenca de
XOs no meio de crescimento. Estudos reportam a capacidade dos XOs em serem utilizados por
espécies de Lactobacillus, gerando acido latico e acético (IMMERZEEL et al., 2014), o que
poderia causar a inibicao do crescimento devido a diminui¢ao do pH do meio e producdo de
compostos inibidores. Por outro lado, conforme mencionado por Crittenden et al. (2002)
algumas espécies de Lactobacillus ndo sdo capazes de utilizar os XOs como substrato. Ainda,
a estrutura dos XOs (isto ¢, tipo de ligacdo existente, mondmeros constituintes na estrutura e
GP dos XOs), bem como a existéncia do aparato enzimatico necessario para a hidrélise do
oligdmero pela bactéria, podem afetar a taxa de fermentacgao e, assim, determinar a velocidade
na qual os potenciais metabolitos inibitdrios sao liberados (AACHARY; PRAPULLA, 2011).
Compostos fenodlicos também sdo reconhecidos como potenciais antimicrobianos (BACH et al.,
2019; LEYVA-JIMENEZ et al., 2019), no entanto, estes se encontram em baixas quantidades
nos hidrolisados para exercer tal propriedade.

Apesar dos hidrolisados contendo XOs ndo apresentaram atividade antibacteriana, estudos
futuros com outras cepas bacterianas devem ser realizados, de modo a ampliar o espectro de a¢do dos

hidrolisados como possiveis agentes antimicrobianos.
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4 CONCLUSAO

Hidrolisados contendo XOs foram caracterizados quanto ao seu teor € composi¢ao
de XOs, atividade antioxidante e atividade antibacteriana. Os maiores teores de XOs foram
observados em XFH (10,3 mg/mL) e XAH (2,0 mg/mL), os quais apresentaram maior conteudo
de xilobiose e xilotriose em relagdo ao XFB. A maior atividade antioxidante pelas trés
metodologias empregadas (ABTS, DPPH e FRAP) foi observada por XFB, seguido de XAH e
XFH, o que demonstra o potencial de aplicagdao dos hidrolisados em formulagdes alimenticias
e em cosméticos. Da mesma forma, XFB apresentou maior teor de compostos fenolicos e
flavonoides totais, os quais podem estar relacionados em parte ao poder antioxidante deste
hidrolisado. Embora os hidrolisados nao tenham sido capazes de inibir o crescimento de E. coli,
P. fluorescens e L. fructivorans, estudos futuros devem ser realizados com o intuito de

investigar a atividade antimicrobiana destes frente a outras cepas bacterianas.
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4 CONCLUSAO GERAL

O presente estudo demonstrou a capacidade da levedura Aureobasidium pullulans
em produzir simultaneamente xilanases, B-xilosidases e xilo-oligossacarideos (XOs) em cultivo
submerso, utilizando xilana de madeira de faia como principal substrato. Dentre as cepas
avaliadas para este fim, a maior produgdo de xilanase foi alcancada por 4. pullulans CCT 1261
(74,9 U/mL), a qual também apresentou baixa secre¢ao de B-xilosidase (0,10 U/mL), além de
XOs (1,68 mg/mL) composto majoritariamente por xilobiose e xilotriose.

A produgdo de xilanases por A. pullulans CCT 1261 também foi possivel quando
substratos agroindustriais com e sem pré-tratamento alcalino foram utilizados no meio de
cultivo em substitui¢do a xilana de faia. O farelo de arroz ndo tratado apresentou alta quantidade
de hemicelulose (29,6%) e baixo teor de lignina (12,2%), o que resultou em alta secre¢ao de
xilanases (11,7 U/mL) quando utilizado como fonte de xilana. A maximiza¢do da producao de
xilanases (82,2 U/mL) pela levedura foi obtida nas seguintes condi¢des de cultivo: 3,6 g/L de
(NH4)2S04, 1,5 g/L de extrato de levedura, 61,9 g/L de farelo de arroz, pH 7,0 e 28 °C.

A precipitacdo fracionada com (NH4)2SO4 (0-30%/30-60%) se mostrou uma técnica
eficaz na obteng¢do de xilanases parcialmente purificadas, permitindo a purificacdo da enzima
em 6,8 vezes e recuperacao enzimatica de 69,4%. As xilanases bruta e purificada apresentaram
temperatura e pH 6timos de atuacao iguais a 50 °C e 4,5, respectivamente, e maior estabilidade
a 40 °C dentro da faixa avaliada. Com base nos pardmetros de termoestabilidade dos extratos,
o aumento da temperatura de 40 °C para 60 °C levou a desnaturacdo enzimatica, sendo este
processo endotérmico e que resulta no desdobramento da cadeia proteica em uma estrutura mais
aleatoria. Além disso, a xilanase bruta apresentou menor K (25 mg/mL) comparado a enzima
purificada (50 mg/mL).

Os extratos de xilanase bruto e purificado foram capazes de catalisar a hidrolise da
xilana de faia e consequente produgdo de XOs. O teor de XOs totais (7,7 mg/mL e 7,9 mg/mL)
e a conversao de xilana em XOs (25,7% e 26,5%) foram estatisticamente iguais pela aplicagdo
dos extratos bruto e purificado na hidrolise enzimatica. Ainda, os hidrolisados apresentaram
perfis de carboidratos semelhantes, sendo compostos majoritariamente por xilobiose (50,9% e
53,8%), seguido de xilotriose (30,9% e 32,8%) e XOs de maior GP (4,3% e 3,7%). Apesar da
quantidade de xilose remanescente nos hidrolisados ser menor pelo uso do extrato purificado,
esta ndo se mostrou baixa o suficiente para justificar a purificagdo enzimatica, podendo o

acumulo de xilose ser contornado através de outros pardmetros reacionais.
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A maximizacdo da produgdo de XOs por hidrolise de xilana de faia utilizando o
extrato bruto de xilanase de A. pullulans CCT 1261 foi alcangada avaliando-se a influéncia dos
principais parametros reacionais. As altas concentragdes de XOs totais (10,1 mg/mL) e XOs de
baixo GP (9,7 mg/mL), além de alto percentual de XOs (99,1%) no hidrolisado, foram obtidas
nas seguintes condi¢des de reagcdo: 6% (m/v) de xilana de faia, 260 U/g de xilanase bruta, pH
6,0, 180 rpm (agitagdo orbital), 40 °C por 24 h. O hidrolisado apds a maximizagdo apresentou
aumento no teor de XOs totais e no percentual de XOs em 1,5 vezes e 9,4%, nesta ordem,
comparado ao obtido nas condig¢des iniciais de hidrélise (6,7 mg/mL e 89,7%, respectivamente).

Os maiores teores de XOs foram observados em XFH (10,3 mg/mL) e XAH
(2,0 mg/mL), os quais apresentaram maior contetido de xilobiose e xilotriose em relagdo ao
XFB. A maior atividade antioxidante foi observada por XFB, seguido de XAH e XFH. Embora
os trés hidrolisados ndo tenham sido capazes de inibir o crescimento de E. coli, P. fluorescens
e L. fructivorans, estudos futuros devem ser realizados para investigar a atividade

antimicrobiana destes frente a outras cepas bacterianas.
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5 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Auvaliar o uso de estabilizantes enzimaticos a fim de ampliar o espectro de aplicagao das
xilanases de A. pullulans;

e Auvaliar estabilidade térmica e ao pH, e as atividades antifingicas e prebioticas dos
hidrolisados contendo XOs obtidos por diferentes estratégias de produgao;

e Realizar estudos adicionais de producao de XOs por hidrolise enzimatica, a fim de
aumentar a conversao de xilana em XOs;

e Avaliar o uso de xilanas obtidas de diferentes substratos agroindustriais na produgdo de
XOs por hidrélise enzimatica;

e Auvaliar a aplicagdo dos hidrolisados em produtos alimenticios.
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APENDICE 1

Figura 1 — Curva padrao de biomassa para 4. pullulans CCT 7521.
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Figura 2 — Curva padro de biomassa para A. pullulans CCT 4154.
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Figura 3 — Curva padrao de biomassa para A. pullulans CCT 1261.
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Figura 4 — Curva padrio de xilose (utilizada para o calculo da atividade de endo--1,4-

xilanase.
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Figura 5 — Curva padrao de pNP (utilizada para o célculo da atividade de B-xilosidase, a-L-
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Figura 6 — Curva padrao de glicose (utilizada para o calculo da atividade de celulases totais).
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Figura 7 — Curva padrdo de albumina (utilizada para o calculo do teor de proteinas soluveis).
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Figura 8 — Curva padrao de Trolox (atividade antioxidante pelo método ABTS).
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Figura 9 — Curva padrao de Trolox (atividade antioxidante pelo método DPPH).
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Figura 10 — Curva padrao de FeSO4.7H20 (atividade antioxidante pelo método FRAP).
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Figura 11 — Curva padrao de 4cido galico (utilizada no célculo de compostos fendlicos

totais).
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Figura 12 — Curva padrao de quercitina (utilizada para o célculo de flavonoides totais).
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