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RESUMO

As xilanases hidrolisam aleatoriamente ligagdes [-1,4-glicosidicas da xilana,
produzindo xilooligoméros de diferentes tamanhos; por esta razdo, essas enzimas
podem ser utilizadas na dieta de animais monogéastricos para hidrolisar os
polissacarideos ndo-amilaceos como B-glucanos e arabinoxilanos encontrados em
cereais, melhorando a converséo alimentar e o ganho de peso, por diminuirem o
efeito anti-nutricional causado pela xilana. De todas as fontes de xilanases, 0s
fungos filamentosos séo interessantes do ponto de vista industrial, pelo fato de
terem alta producdo de enzimas quando comparados a outros micro-organismos em
processos fermentativos. O custo de producdo da enzima concentra-se,
principalmente, nos processos pos-fermentativos na tentativa de se obter a enzima
pura. A fermentagdo extrativa diminui o custo pela reducdo nas etapas de
purificacdo da molécula. Objetivou-se com este trabalho produzir xilanase por
fermentacdo extrativa em sistemas de duas fases aquosas (SDFA) por Aspergillus
tamarii URM 4634, escalonar a producdo em biorreatores, caracterizar parcialmente
a enzima e avaliar a influéncia da sua atividade na digestdo monogastrica. A
xilanase produzida teve melhor desempenho em pH &cido (3,6) e a 90 °C,
demonstrando ser estavel ao pH e a temperatura, mantendo sua atividade acima
dos 40 e 50%, respectivamente, nos 180 minutos de ensaio. A maioria dos ions e
substancias inibidoras testadas nao alterou significativamente sua atividade. A
xilanase tem grande potencial para ser aplicada na industria de racBes por suas
caracteristicas e principalmente por ter comportado positivamente na simulacdo da

digestao gastrica.

Palavras-chave: Fermentacao extrativa, SDFA, xilana e suplementacdo enziméatica.



ABSTRACT
The xylanases randomly hydrolyzes B-1,4-glycosidic bonds of xylan, producing
xylooligomers of different sizes, therefore, these enzymes can be used in the diet of
monogastric animals to hydrolyze the non-starch polysaccharides like B-glucans and
arabinoxylans found in cereals, improving feed conversion and weight gain by
decreasing the anti-nutritional effects caused by xylan. All sources of xylanase,
filamentous fungi are interesting from the industrial viewpoint, because they have a
high enzyme production when compared to other micro-organisms in fermentation
processes. The production cost of the enzyme is concentrated mainly in the post-
fermentation processes in an attempt to obtain pure enzyme. The application of
extractive fermentation decreases cost by the reduction in purification steps of the
molecule. The objective of this work by producing xylanase in ATPS extractive
fermentation by Aspergillus tamarii URM 4634, scale production in bioreactors, the
enzyme partially characterize and evaluate the influence of their activity in
monogastric digestion. The xylanase had a better performance at acidic pH (3.6) and
90 ° C, proving to be stable to pH and temperature, maintaining its activity above 40
and 50% respectively, for 180 minute test. Most ions and inhibitors tested did not
significantly alter its activity. The xylanase has great potential to be applied in the
feed industry for its features and especially for having behaved positively in simulated

gastric digestion.

Keywords: Extractive fermentation, ATPS, xylan and enzyme supplementation.
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1. INTRODUCAO

A parede celular das plantas é constituida por trés componentes principais: a
celulose, a hemicelulose e a lignina (SANDRIM, 2003). Destes, a hemicelulose é o
polissacarideo ndo celulésico mais abundante encontrado na natureza e esta
disposto entre a celulose e a lignina; € constituida por polimeros lineares ou
ramificados, contendo de dois a seis diferentes aclUcares ou seus derivados
(MOORE-LANDECKER, 1996).

Por esta razdo, a hemicelulose ndo é quimicamente homogénea e dentre
seus componentes o principal é a xilana (BAE et al., 2008). Esta representa um
recurso significativo de biomassa renovavel, compreendendo até 35% do peso seco
da madeira e de residuos agricolas e aproximadamente um terco de todo o carbono
organico renovavel na terra (PRADE, 1995).

Esses polissacarideos constituintes da parede celular dos vegetais, incluindo
a xilana, ndo podem ser digeridos por animais monogastricos, devido a natureza de
suas ligacbes, sendo resistentes a hidrélise no trato digestivo. A dificuldade na
digestéo da fibra, além de reduzir a energia do alimento, pode prejudicar a utilizacdo
de todos os outros nutrientes. Isto ocorre principalmente quando o tipo de fibra do
alimento é soluvel, ou seja, tem grande capacidade de absorver dgua e formar
substancia gelatinosa no trato intestinal formando uma capa protetora que impede a
absorcao de outros nutrientes que se encontram disponiveis (CONTE et al., 2003).

Em contrapartida, para que seja totalmente degradada, a xilana deve sofrer
acdo de enzimas envolvidas no complexo xilanolitico, dentre elas as xilanases
(endo-1,4-B-xilanase) e as B-xilosidases (B-D-xilosido-xylohydrolase) sdo as mais
importantes (GHOSH et al., 1993; BAE et al., 2008). A funcdo dessas enzimas
quando adicionadas na alimentacdo €, além de atuar diminuindo a viscosidade,
melhorar a energia metabolizavel dos alimentos, pois aumenta a disponibilidade dos
nutrientes presentes no alimento digerido. Estas enzimas podem ser adicionadas
aos alimentos que possuem altas quantidades de polissacarideos ndo-amilaceos
(CONTE et al., 2002).

As xilanases podem ser encontradas em plantas, algas, insetos, protozoarios,

bactérias, leveduras e fungos filamentosos. Dentre as fontes microbianas citadas, o0s
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fungos filamentosos séo conhecidos como secretores de alto nivel de xilanase, o
gue faz destes micro-organismos efetivos produtores da enzima, sendo amplamente
utilizados em varias aplicacfes industriais (POLIZELI et al., 2005), com destaque
para o género Aspergillus, que € um dos géneros mais utilizados na producéo
industrial de enzimas como xilanases (RIZZATTI et al., 2004).

As muitas possibilidades de aplicagbes das xilanases exige uma busca de
novas enzimas e novos micro-organismos produtores com atividades especificas
maiores, maior produtividade e rendimento (USTINOV et al., 2008) aliado a um
processo de producgéo de baixo custo e que possibilite a diminuicdo de etapas no

processo de purificacdo da enzima.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Xilana

A parede celular dos vegetais é constituida basicamente por celulose, pectina,
lignina e um grupo variado de polissacarideos denominados hemiceluloses (Figura
1). Esses se caracterizam por serem insollveis em agua, mas misciveis em
solugdes alcalinas. Schulze (1891) foi o primeiro a usar o termo hemicelulose para
definir esses compostos e esta atribuicéo foi devido a forte associacdo deles com a
celulose (WHISTLER; SMART, 1953).

Devido a associacdo com as fibras de celulose, as hemiceluloses sé&o
responsaveis pela rigidez do tecido vegetal, ja a lignina esta mais relacionada com a
formacao de canais de agua e confere resisténcia mecanica, quimica e bioldgica a
planta. De acordo com os modelos mais recentes, as hemiceluloses podem servir
nesta matriz como pontes flexiveis e agir como uma malha que envolve as fibras de
celulose (RAMOS, 2003; SAHA, 2003; SCHELLER; ULVSKOQOV, 2010).

Sabe-se que na sua maioria, a hemicelulose €& formada por
heteropolissacarideos constituidos por unidades repetidas de: pentoses (D-xilose e
L-arabinose), hexoses (principalmente D-galactose, D-glicose e D-manose) e acidos
urénicos (WHISTLER; RICHARDS, 1970). Contudo, existem evidéncias de que o

namero de polissacarideos diferentes, caracterizados como hemicelulose nas
15



espécies vegetais, ndo excede a quatro e dentre eles, as xilanas sé&o
frequentemente encontradas como os principais constituintes (WHISTLER; SMART,
1953; REICHER; CORREA; GORIN, 1984).

Lamela
Média
- ' s P L Parede
Pectina — ' ' % ) > Celular
Primaria
' Hemicelulose e )
Glicanas A
Membrana
Microfibrilas Plasmatica
de Celulose
Membrana e
Parede Celular

Figura 1. Estrutura da Parede Celular Vegetal.

Fonte: http://accbarroso60.wordpress.com/2011/03/02/botanica-plantas/modificado

A xilana é encontrada em grandes quantidades em madeiras de
angiospermas (15-30% do teor da parede celular) e de gimnospermas resinosas (7-
10%), bem como em plantas anuais (<30%) (Figura 2) (SINGH; MADLALA; PRIOR,
2003). Trata-se se de um heteropolissacarideo que tem sua cadeia principal formada
por unidades de D-xilose e cadeias secundarias de L-arabinofuranoses ligadas a
posicdo O-3 da D-xilose. Além disso, a xilana possui residuos de Acido-O-2-metil-D-
glucurdnico ligados a posicdo O-2, sendo alguns residuos de D-xilose acetilados
(YANG et al., 2005).

Porém, devido as variacfes existentes entre as espécies vegetais a estrutura
da xilana pode variar, portanto, as unidades de xilose da cadeia principal com
ligagdes B-(1-4) podem ser substituidas por grupos O-acetila nas posi¢cdes O-2 e/ou
0O-3 ramificado (1 a 3 unidades por ramo) com L-arabinofuranose (arabinoxilanos),

ou residuos de acido D-glucurbnico, que podem ser ainda mais O-acetilados ou O-
16



metilados na posicao C-4. Outros componentes menores conhecidos como anexos a
cadeia principal da xilana é a D-galactose e radicais de acido ferulico ligados a L-
arabinose (EBRINGEROVA, 2006; MOSIER et al., 2005; SCHELLER; ULVSKOV,
2010).

Ligagdo B (1-4) D-Xilopiranose

H H H
0
H I HH
OH H H
H OH H OH

'
1

Anel D-Xilopiranose

Ru: Re:

Acido-P-Coumarico Grupo Acetil

Aecido-o-D-Glucurdnico u-D-Glucuronopiranose [C, Lignina]
u-D-Arabinofuranose 4-O-Metil-u-D-Glucuronopiranose [C, Lignina]
a-L- Arabinofuranose [Ce e Ce-Lignina, Acido Ferriilico,

Grupo Acetil, Acido P-Coumatico]
C, Lignina
Rs:
Grupo Acetil
o-L- Arabinofuranose [C, e C;-Lignina, Acido Ferrilico, Grupo Acetil, Acido P-Coumatico]
p -D-Galactopiranosil (1-5) a-L- Arabinofuranose
B -D-xilopiranosil (1-2) a-L- Arabinofuranose
u-L- Arabinofuranosil (1-2, 1-3, 1-2,3 Arabinofuranose)
B -D-Galactopiranosil (1-4) D-Xilopiranosil (1-2) -o-L- Arabinofuranose

Figura 2. Estrutura quimica da xilana. Fonte: Betini (2006).

Na figura 3, estdo representadas estruturas quimicas de diferentes xilanas a
depender de suas origens (grama, cereais e madeiras) e na tabela 1 estédo dispostas
xilanas de diversas fontes que tém sido investigadas recentemente, o contetdo de
xilana contido e o pré-tratamento para sua extracdo. Essas biomacromoléculas
possuem uma massa molar relativamente alta de 10 — 40 kDa, um grau de
polimerizagdo de 100-200 unidades e s&o encontradas principalmente nas camadas
primaria e secundaria da parede celular vegetal (DEUTSCHMANN; DEKKER, 2012).
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Existem evidéncias de que as arabinoxilanas (xilanas que possuem grande
namero de L-arabinofuranoses em cadeias laterais), contidas nos graos de cereais,
encontram-se interligadas na parede celular através de ligacdes cruzadas ocorridas
por esterificacdo com o &cido diferrdlico (Figura 2), e/ou pela formacédo de
complexos com proteinas (HOSENEY; FAUBION,1981) o que dificulta a extracdo e
purificacdo das xilanas, como também a digestdo dos gréos de cereais

principalmente por animais monogastricos (SAULNIER et al., 1995).

)
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| | | | ! | | | ! | ! | | ! ! !
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2 2 2 2 2 2 2 2 2
t f t f t t t t
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1 1
B ; §
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—~4X1-4)2(1—»4X1~4X1—~4)2(1—~4X1—~4X1—'4X1—~4X1—.4X1—~4X1—~4X1~4X1—o4X1—~4X1—~4X1—~4X1—o4)2(1—~4>(1—»4)(1——
I I t
1 1 1
MGA MGA MGA

Figura 3. Representacdo da estrutura quimica da xilana: A) Gramineas e cereias, B)
Madeira macia e C) Madeira rigida. (X- xilose, A- arabinose, G - galactose, GA —acido
glicurénico MGA - 4-O-metil-acido glicurénico, FeA — acido fellrico). Fonte: Deutschmann;
Dekker (2012).

O acesso fisico as ligacdes xilanosidicas € restringido pelos componentes
lignocelulésicos circundantes, assim, as matérias-primas com alto conteddo de
xilana devem ser pré-tratadas antes da degradacdo enzimética (DEKKER, 1985).
Para tal, existem varios métodos de que podem expor 0S componentes
polissacaridicos para a hidrdlise enzimatica (Tabela 1), incluindo a extracdo de alta
concentragédo alcalina (KUSAKABE; YASUI; KOBAYASHI, 1976a), tratamento de
baixa concentragdo alcalina (KUSAKABE; YASUI;, KOBAYASHI, 1976b) preé-
tratamento acido (OLSSON; HAHN-HAGERDAL, 1996) e aquecimento (cozedura)
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(SASAKA; OZER, 1995). Alguns destes métodos sdo utilizados com sucesso na

producéo de derivados da xilana como a xilose.

Tabela 1. Publicacdes recentes de valores do contetdo de xilana em amostras de
madeira e métodos de pré-tratamentos aplicados.

Pré-tratamento aplicado/extragcéo da

. Conteudo de xilana xilana .
Origem A - Referéncia
matéria seca % i
( I ‘) Alcalino Acido Agua Outros
aquecida
. Yanez et al.
Acacia dealbata 16,4 + (2009a)
Aspen sp. 16,5 NaOH Liu et al. (2011)
Aspen (Populus Al-Dajani; Tschirner
tremuloides) 17 NaOH * (2010)
Chamaecytisus 199 + Lopez et al.
proliferus ' (2010a)
Garrote et al.
Eucalyptus globulus 16,6 + (2007)
Lopez et al.
18,0 * (2010a)
Leucaena Lopez et al.
diversifolia 15,7 * (2010a)
Leucaena 17,1 + Feria et al. (2011)
leucocephala
) . Lopez et al.
Paulownia fortunei 18,3 + (2010a)
Liquido  Samayam; Schall
Poplar sp. 12,0 16nico (2010)
Poplar (Populus
nigra x Populus 14,85 Cal Sierra et al. (2009)
maximiwiczii)
14,9 ExFA @ Balan et al. (2009)
Poplar sp. 14,9 NH,OH Gupta; Lee (2009)
Poplar sp. 14,9 Vapor+SOs; Bura et al. (2009)
Poplar (Populus
nigra x Populus 14,9 Cal Sierra et al. (2011)
maximiwiczii)
17,8 Cal Sierra et al. (2011)
. . Yanez et al.
Sesbania grandiflora 16,3 + (2009b)
Willow (Salix Sassner et al
schwerinii x Salix 15,0 Vapor+SO3 ’
R (2008)
viminalis)

 Exploséo de Fibra de Aménia (DEUTSCHMANN; DEKKER, 2012).

No entanto, a extragcdo alcalina e o pré-tratamento acido ndo sdo adequados

para a producdo de xilo-oligossacarideos porque causam sérios problemas de

poluicdo e produzem grande quantidade de xilose no hidrolisado, o que néao é
desejavel (YANG et al., 2005).
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As aplicagdes industriais mais importantes das xilanas encontram-se na
produgédo do furfural (MC KILLIP; SHERMAN; KIRK-OTHMER, 1980) e do papel
(WHISTLER; SMART, 1953), onde elas sdo processadas sob a forma bruta. A
presenca de cerca de 5% de hemicelulose na polpa da madeira resulta em um papel
de melhor qualidade, com maior resisténcia mecanica. Em produtos alimenticios,
sabe-se que as xilanas presentes nas farinhas de trigo apresentam grande
importancia no cozimento e maciez das massas, devido a capacidade que possuem
de reter agua (JELACA; HLYNKA, 1971; JELACA; HLYNKA, 1972) e que reduzem
significativamente o envelhecimento do produto, por interacdes especificas com o
amido (KIM; D’APPOLONIA, 1977). Outras possiveis aplicacdes estao ligadas a
utilizacdo da xilana como carreadora de medicamentos, na producdo de material
para curativos e como aditivos na fabricacdo de papel (EBRINGEROVA, 2006).

A nivel de pesquisa, a xilana tem sendo muito estudada ao longo dos anos e
extensivamente empregada para a producdo industrial de bioetanol e outros
produtos a partir de fermentacfes; na producédo de xilo-oligossacarideos utilizados
como prebioticos; de filmes para embalagens comerciais; de espumas porosas e
géis formados a partir de ligacbes cruzadas entre as xilanas; dentre outros
(DEUTSCHMANN; DEKKER, 2012).

Além disso, as xilanas tém sido consideradas como um dos recursos
renovaveis mais importantes e ganha cada vez mais importancia como base para
producdo de novos biopolimeros e polimeros funcionais através de reacdes de
modificacdo quimica (HEINZE; KOSCHELLA; EBRINGEROVA, 2004; LINDBLAD;
ALBERTSSON, 2004).

Porém, um problema que limita a utilizacéo industrial de xilanas é a sua pouca
solubilidade em agua ou em sistemas aquosos a pH neutro. Como alternativa; para
obter os seus derivados solUveis, processos de esterificacdo, em particular de
metilacdo, de hidroxialquilacdo e de carboximetilacdo dos grupos hidroxila sao
recomendados (PETZOLD et al., 2006).

2.2 Xilanases
Enzimas séo proteinas globulares, de estrutura terciaria ou quaternaria que

agem como catalisadores biolégicos, aumentando a velocidade das reacdes
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quimicas no organismo, sem serem alteradas neste processo (CHAMPE; HARVEY,
1989).

De acordo com Nelson e Cox (2006), todas as enzimas possuem as seguintes
caracteristicas: ndo apresentam modificacbes ao final da reacdo, atuam em
guantidades muito pequenas e aceleram a velocidade da reagcdo sem modificar a
posicao de equilibrio de uma reacao reversivel. Devido a essas caracteristicas, elas
podem ser empregadas em diferentes processos e sdo muito aplicadas nas
industrias, mas; para que seja avaliado esse potencial se faz necessaria a
caracterizacdo das enzimas a fim de se conhecer suas propriedades de atividade
Otima de atuac@o e de estabilidade em diferentes valores de pH e temperatura.
(ALKORTA et al., 1998; KASHYAP et al., 2001).

Dentre as varias enzimas existentes, as xilanases (Figura 4) sédo glicosidases
(O-glicosideo hidrolases, CE 3.2.1.x) que catalisam a hidrélise da xilana. Sdo um
grupo generalizado de enzimas que estdo envolvidas na produgéo de xilose, fonte
primaria de carbono para o metabolismo celular e que sdo produzidas por uma
multiplicidade de organismos, incluindo bactérias, algas, fungos, protozoarios,
gastrépodes e artropodes (PRADE, 1995).

iﬂ\ L 1 ’ .
2 DN

Figura 4. Representacdo da estrutura xilanases: (A) Xilanase produzida por Streptomyces
lividans; familia 10 das hidrolases; (B) Xilanase produzida por Trichoderma reesei, familia 11
das hidrolases. Fonte: Collins et al. (2005).
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As xilanases foram relatadas pela primeira vez em 1955 por Whistler e
Masek, sendo originalmente denominadas de pentosanases e foram reconhecidas
pela Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular em 1961, quando a elas
foi atribuido o codigo EC 3.2.1.8. O seu nome oficial € endo-1,4-B-xilanase, mas
comumente s&o utilizados outros termos que incluem xilanase, endoxilanase, 1,4- 3 -
D-xilana-xilanohidrolase, endo-1,4-di-B-D-xilanase, pB-1,4-xilanase e -xilanase
(COLLINS; GERDAY; FELLER, 2005).

Devido a heterogeneidade e complexidade do substrato da xilanase, a
hidrélise completa da xilana requer uma grande variedade de enzimas que agem
conjuntamente. Nesse sentido, as endo-1,4-3-D-xilanases (EC 3.2.1.8) clivam
aleatoriamente a cadeia principal da xilana, ja as p-D-xilosidases (EC 3.2.1.37)
clivam os monémeros de xilose a partir da extremidade nédo redutora dos xilo-
oligossacarideos e da xilobiose, ao passo que a remocédo dos grupos ramificados da
cadeia principal é catalisada pelas enzimas a-arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55), a-
D-glucuronidases (EC 3.2.1.139), acetilxilanesterases (EC 3.1.1.72), esterases do
acido ferualico (CE 3.1.1.73) e esterases do acido p-cumarico (EC 3.1.1) (COLLINS;
GERDAY; FELLER, 2005).

Como consequéncia dessa grande variedade de xilanases, essas enzimas
fazem parte das familias 10 e 11 das glicosil-hidrolases, baseado em seus dominios
cataliticos, sua estrutura primaria e similaridades na sequéncia de aminoacidos
(SHALLOM; SHOHAM, 2003; SINGH; MADLALA; PRIOR, 2003). A maioria das
xilanases da familia 10 sdo endo-1,4-B-xilanases, que possuem peso molecular
elevado (>30 kDa) e ponto isoelétrico baixo. As pertencentes a familia 11 s&o,
principalmente, xilanases com um elevado ponto isoelétrico e baixo peso molecular
(<30 kDa) (WONG; TAN; SADDLER, 1988; HENRISSAT; BAIROCH, 1986;
HENRISSAT; DAVIES, 1997). No entanto, varias excecdes a esse padrao tém sido
encontradas, a exemplo, aproximadamente 30% das xilanases identificadas
recentemente, em particular as xilanases fungicas ndo podem ser classificadas por
este sistema (MATTE; FORSBERG, 1992; SUNNA; ANTRANIKIAN, 1997; COLLINS;
GERDAY; FELLER, 2005).

O sistema enzimatico xilanolitico completo, incluindo todas as atividades
acima citadas, ja foi encontrado em fungos (BELANCIC, 1995; SUNNA,;
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ANTRANIKIAN, 1997), actinomicetos (ELEGIR; SZAKACS; JEFFRIES, 1994) e
bactérias (SUNNA; ANTRANIKIAN, 1997), sendo Aspergillus, Trichoderma,
Streptomyces, Phanerochaete, Chytridiomyces, Ruminococci, Fibrobacteres,
Clostridium e bacilos os principais produtores, destacando-se espécies de
Aspergillus e Trichoderma na producdo industrial (MATTE; FORSBERG, 1992;
WUBAH; AKIN; BORNEMAN, 1993; SUNNA; ANTRANIKIAN, 1997,
SUBRAMANIYAN; PREMA, 2002). Os nichos ecoldgicos desses micro-organismos
sao diversos e, normalmente, incluem ambientes onde se acumula material vegetal
em deterioracdo, bem como no rimen de animais poligastricos onde se encontram
bactérias e fungos capazes de degradar as fibras presentes na parede celular dos
vegetais (PRADE, 1995; SUBRAMANIYAN; PREMA, 2002; KRAUSE et al., 2003;
COLLINS; GERDAY; FELLER, 2005; FENGXIA et al., 2008).

A maior parte da xilanase comercial é produzida por micro-organismos em
processos fermentativos. Porém, o custo de producdo € o principal fator que
restringe a utilizacdo da xilanase, indicando a necessidade de um sistema de baixo

custo de producéo para o mercado desta enzima (FOYE et al., 2005).

2.3 Aplicacao das xilanases na industria

A degradacdo da parede polissacaridica de plantas tem grande importancia
nas industrias de bebidas, alimenticia, téxtil, papel e celulose, farmacéutica, entre
outras. A hidrélise enzimatica de polimeros de plantas vem se tornando uma
alternativa ecologicamente correta que pode substituir o uso de substancias
quimicas em diversos processos nas industrias (BETINI, 2006).

A hidrolise enzimética da xilana permite sua utilizacdo como uma fonte de
energia na alimentacdo animal ou nos diferentes processos biotecnoldgicos
(KULKARNI; SHENDYE; RAO, 1999; SUBRAMANYAN; PREMA, 2002). Essa
hidrolise parcial altera as propriedades fisicas e quimicas da xilana, que resulta num
aumento da qualidade de produtos que contém este polissacarideo (FENGXIA, et
al., 2008).
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Neste contexto, o interesse na aplicacdo de xilanases na inddstria tem
aumentado, devido a sua importancia na industria do papel, em racfes para animais
e na industria de paes (BLANCO et al., 1995).

Durante o0s Ultimos anos, as aplicacbes das xilanases voltaram-se
particularmente para a industria de papel e celulose. No entanto, as xilanases
desempenham papel importante na extracdo de café, 6leos vegetais, amido,
flavorizantes e pigmentos; para liquefazer frutas e vegetais; na fermentacdo da
cerveja para evitar problemas na filtracdo e na turvacdo; nas industrias de
panificacdo e forragem; na clarificagdo de vinhos e sucos; no pré-tratamento da
forragem para melhorar a digestibilidade do alimento dos ruminantes e para facilitar
a compostagem. As xilanases em sinergismo com varias outras enzimas tais como
mananases, ligninases, xilosidades, glucanases, glucosidades, podem ser utilizadas
para a geracdo de combustiveis biolégicos, tal como etanol e xilitol, a partir de
biomassas lignocelulésicas (OLIVEIRA, 2003).

Mais especificamente, na industria de celulose e do papel, as xilanases sao
empregadas no processo de pré-branqueamento a fim de reduzir o uso de produtos
quimicos como o cloro (BAJPAI, 1999), além de resultar num produto mais brilhante
do que poderia ser alcancado sem o tratamento enzimético (NINAWE; KUHAD,
2006). Na industria de alimentos para animais, Xilanases sao utlizadas para
aumentar o ganho de peso corporal (SILVERSIDES; BEDFORD, 1999; KUNG et al.,
2000). Na industria da panificacdo, sdo utilizadas para diminuir a viscosidade da
massa, aumentando o volume do pao e a vida de prateleira (FIGUEROA-
ESPINOZA, 2004). Também, podem ser aplicadas para a clarificacdo de vinhos e
sucos (BIELY, 1985; SILVA; FRANCO; GOMES, 1996).

Na alimentacdo animal, os polissacarideos nao amilaceos, principais
constituintes da parede celular dos alimentos de origem vegetal, ndo podem ser
digeridos por animais monogastricos, devido a natureza de suas ligacdes, sendo
resistentes a hidrolise no trato digestivo. A dificuldade na digestéo da fibra que reduz
a energia do alimento também pode prejudicar a utilizagdo de outros nutrientes e isto
ocorre mais frequentemente quando o tipo de fibra do alimento é soluvel, ou seja,
tem grande capacidade de absorver agua e formar substancia gelatinosa no trato
intestinal (CONTE et al., 2003).
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A viscosidade da digesta, fator esse considerado antinutricional, reduz a
disponibilidade de todos os nutrientes, e pode ser contornada através da adicdo da
enzima Xxilanase na composicdo da dieta, visando a utilizacdo de alimentos que
possuam altas quantidades de polissacarideos ndo-amilaceos. A funcdo dessas
enzimas além de diminuir a viscosidade, seria melhorar a energia metabolizavel dos
alimentos (CONTE et al., 2002).

Embora sejam muitas as possibilidades de aplicacdo das xilanases, sua
aplicacdo pratica torna-se limitada, devido a estabilidade relativamente baixa e
alteracdo nas atividades cataliticas sob condigbes utilizadas em processos
industriais, tais como: temperaturas elevadas, niveis extremos de pH ou de
solventes ndo aquosos. A aplicacédo industrial requer propriedades especificas dos
biocatalisadores, desta forma, ainda existe um interesse em encontrar novas
xilanases com aplicacBes inovadoras. Especialmente as xilanases termoestaveis
podem ser utilizadas em aplicagdes nas quais a diminuicdo da temperatura diminui o
custo do processo, tornando-se mais econdémico, ou em que as temperaturas
elevadas fossem necessarias para aumentar a biodisponibilidade e/ou a solubilidade
do substrato, para reduzir a viscosidade bem como o risco de contaminagao.
Enzimas aciddfilas e alcalifilicas seriam obviamente benéficas aos processos em
que as condi¢des de pH extremos sdo necesséarios (COLLINS; GERDAY; FELLER,
2005).

2.4. Xilanases na industria de racfes

Alguns alimentos de origem vegetal possuem fatores considerados anti-
nutricionais que limitam seu uso como componentes em racfes para animais.
Existem enzimas que agem na composi¢cao desses alimentos e sao utilizadas como
aditivos nas racfes, sendo uma estratégia interessante para a melhor utilizacdo dos
nutrientes. A utilizacdo desses aditivos alimentares tem como objetivo melhorar a
eficiéncia de produgdo dos animais pelo aumento da digestdo de produtos de baixa
qualidade e reducdo na perda de nutrientes nas fezes, sendo possivel baixar os

niveis nutricionais da dieta com possiveis vantagens econémicas (SENS, 2009).
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Para Guenter (2012) as principais finalidades da suplementacdo enzimatica
em ragOes s&o: remover ou destruir os fatores anti-nutricionais dos alimentos,
aumentar a digestibilidade total da racdo, potencializar a acdo das enzimas
endogenas, diminuir a poluicdo ambiental causada por nutrientes excretados nas
fezes; além de trazer melhorias no desempenho animal e, consequentemente, uma
maior rentabilidade na criagao (COUSINS, 1999).

De acordo com a sua finalidade, as enzimas usadas em rac¢des para animais
monogastricos podem se dividir em dois tipos: enzimas destinadas a complementar
quantitativamente as préprias enzimas digestérias enddgenas dos animais
(proteases, amilases, lipases, etc.) e enzimas que esses animais ndo podem
sintetizar (B-glucanases, pentosanases e a-galactosidades), pois o cédigo genético
dos monogastricos ndo dispde da indicacao para sua sintese (HENN, 2002).

Segundo Zanella (2001), existem trés grupos de enzimas disponiveis no
mercado: (1) enzimas destinadas a alimentos com baixa viscosidade (milho, sorgo e
soja); (2) enzimas destinadas a alimentos com alta viscosidade (trigo, aveia, cevada,
farelo de arroz); (3) enzimas destinadas a degradar o acido fitico dos gréos vegetais.

A Tabela 2 apresenta as principais enzimas utilizadas nas racdes, seus
substratos e seus principais efeitos.

Tabela 2. Enzimas utilizadas em racfes e seu modo de acao.

Enzima Substrato Efeitos

Xilanase Arabinoxilanos Reducéo da viscosidade da digesta.

Glucanases B-Glucanos Reducéo da viscosidade da digesta.
Diminuicdo na umidade da cama.

Pectinases Pectinas Reducéo da viscosidade da digesta.

Celulases Celulose Degradacgéo da celulose e liberagéo de
nutrientes

Galactosidades | Galactosidios Remocao de galactosidios

Fitases Acido Fitico Melhor utilizacdo do fosforo dos
vegetais. Remocao do acido fitico.

Proteases Proteinas Suplementacédo de enzimas enddgenas.
Degradacgdo mais eficiente da proteina.

Amilases Amido Suplementacédo de enzimas endbdgenas.
Degradacdo mais eficiente do amido.

Lipases Lipidos e Acidos Graxos | Melhora a utilizacdo de gorduras
animais e vegetais.

Fonte: SENS (2009)
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Os aditivos enziméticos ndo possuem funcao nutricional direta, mas, auxiliam
no processo digestivo, melhorando a digestibilidade dos nutrientes presentes na
dieta. A enzima adicionada ao alimento seco s6 € ativada no trato digestivo quando
misturada aos fluidos digestivos e sob a temperatura corporal (SENS, 2009).

As enzimas utilizadas na alimentagcdo de n&o-ruminantes devem resistir e
conservar atividade consideravel depois dos processos de fabricacao e digestdo. Os
fatores que podem influenciar sua estabilidade, entre outros, séo: a origem, o tipo de
atividade, a composi¢cao da dieta, a condicdo de processamento (temperatura), o
armazenamento, as condi¢cdes durante o processo digestivo e a acao de enzimas
endogenas (FRANCESCH, 1996).

Para Dourado (2008), as enzimas exdgenas podem ser incorporadas nas
formulacbes das dietas dos animais de duas formas. Uma aplicacdo mais prética,
chamada “on top”, que consiste em suplementar com as enzimas uma formulagao
padrdo, sem alterar os niveis nutricionais, com intuito de melhorar o desempenho. A
segunda alternativa seria alterar a formulacdo da racdo, reduzir os nutrientes e
adicionar enzimas exdgenas para restaurar o valor nutricional da dieta padréo,
visando o mesmo desempenho de uma dieta com 0s niveis nutricionais normais, de
forma mais econdmica.

A utilizacdo de enzimas na dieta pode ser feita quando se tem o objetivo de
degradar determinado fator anti-nutricional que venha a reduzir o aproveitamento
dos nutrientes da dieta pelo animal. Um dos fatores anti-nutricionais presentes na
dieta de monogastricos sao os polissacarideos ndo-amilaceos.

Nos alimentos de origem vegetal, os polissacarideos ndo amilaceos (PNAS)
sdo os principais constituintes da parede celular (CHOCT, 1997). A hemicelulose, a
celulose, arabinose, xilana, manose, galactose, B-glucano, acido urbnico sdo
exemplos de PNAs. Devido a natureza de suas ligacdes, os PNAs sao resistentes a
hidrolise no trato gastrointestinal dos animais monogastricos. Estes compostos nao
causam sintomas de toxicidade, mas apresentam propriedades anti-nutritivas que
podem afetar o desempenho dos animais (LECZNIESKI, 2006).

Os PNAs atuam alterando a fisiologia e morfologia do trato gastrointestinal,

causando efeitos indiretos e implicagbes na eficiéncia de utilizagdo dos nutrientes,
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podendo alterar também a microbiota intestinal (SENS, 2009). Wenk (2001) cita que
em racdes com maior quantidade de PNAs contém menor quantidade de energia
metabolizavel, e devido ao alongamento da parede estomacal causam uma
sensacao de saciedade antes de se alcancar o nivel de ingestédo deste nutriente em
animais em crescimento, resultando em queda de consumo. O mesmo autor
demonstrou os efeitos dos PNAs sobre o tempo de esvaziamento do trato digestivo.

Além de reduzir a energia metabolizavel do alimento, os PNAs podem
proporcionar uma menor utilizacdo de outros nutrientes, como a absorcdo de
minerais, pois VAarios autores relacionaram a presenca destes compostos no
alimento e a consequente formacao de gel, como um dos fatores que afetam
negativamente esta absorcdo (FIALHO, 1991; TEIXEIRA, 1994; DOMENE, 1996;
SENS, 2009).

Alguns estudos relatam o aumento da disponibilidade de nutrientes e do
crescimento de suinos alimentados com dietas contendo xilanase ou [B-glucanase
(ADEOLA; COWIESON, 2011).

2.5 Purificacédo de proteinas e Sistema de Duas Fases Aquosas (SDFA)

Desde 1980, os processos biotecnoldgicos tém crescido e se tornado cada
vez mais importantes ao oferecer numerosas vantagens sobre a sintese quimica. No
entanto, a separacdo dos produtos obtidos por estes processos pode ser limitada
devido a natureza das biomoléculas produzidas, geralmente complexas e sensiveis
ao pH, temperatura e concentracdo do substrato ao longo do processo. Além disso,
elas sdo produzidas juntamente a outras de menor interesse e em meios que as
tornam diluidas (WETHEARLY, 1994). Essas limitacbes tornam o processo de
separacao Oneroso por serem necessarias muitas etapas até que se tenha a
molécula pura.

Por isso, o desenvolvimento de técnicas e meétodos para separacdo e
purificagcdo de proteinas é um importante pré-requisito para a maioria dos avancos
nas industrias de biotecnologia (COSTA et al.,, 2000), que buscam producdes em
larga escala eficientes, que atinjam altos graus de recuperacdo e pureza, mantendo

a atividade biolégica da molécula e diminuindo o custo da purificacdo que pode
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atingir até 90% do custo total de producdo. Uma técnica de extracdo e purificacao
que se enquadra nestes critérios e que jA vem sendo utilizada industrialmente
envolve a particdo de biomoléculas entre duas ou mais fases imisciveis nos
sistemas aquosos (DIAMOND; HSU, 1992; DYR; SUTTNAR, 1997).

Também conhecida por extragdo liquido-liquido, € uma tecnologia versatil e
muito util na separacdo de compostos, tais como produtos quimicos, biomoléculas e
nanoparticulas. O processo de particdo € motivado pelas interacdes hidrofobicas ou
hidrofilicas do sistema com o produto a ser extraido (FRANK et al., 2008).

As principais vantagens deste tipo de extracdo sdo: a facilidade no aumento
da escala; rapida transferéncia de massa; equilibrio alcancado com recursos de
baixa energia na forma de mistura mecanica; possibilidade de operacéo rapida e
seletiva; possibilidade de operacdo a temperatura ambiente e mais econémico que
outros processos de separacado (ALBERTSSON, 1986).

Os primeiros sistemas PEG/sais a serem utilizados pela indlstria preparadora
de enzimas foram os constituidos de PEG/fosfato (KULA, 1982). Mas, tentando-se
minimizar a poluicdo ambiental, diferentes maneiras de reciclar os sais foram
desenvolvidas e além do fosfato, outros sais comegaram a ser empregados em
SDFA, como sulfatos e citratos. Polimeros neutros ou carregados (ex.: dextrana)
formam duas fases com polietilenoglicol, sendo esses sistemas extensivamente
utilizados em purificacao e extracao de biomateriais (FRANCO et al., 1996).

Nesse sentido, as industrias tém empregado o SDFA para o isolamento de
enzimas a partir da sua fonte natural ou de seu extrato bruto ou cru, sendo formados
pela mistura de dois polimeros de cadeias flexiveis em agua ou de um polimero e
um sal em certas concentracdes, com variacbes do sistema convencional —
PEG/dextrana/agua e PEG/sal/agua (ROSA et al.,, 2010; ASENJO; ANDREWS,
2011). As proteinas sdo particionadas para uma das duas fases de acordo com suas
caracteristicas fisico-quimicas, com um coeficiente de particdo que pode ser
modificado através da alteracdo das condi¢cdes experimentais do meio (SPELZINI et
al., 2008; BASSANI et al., 2010).

S&o diversas as variaveis que influenciam na formagédo das fases e na
particdo das biomoléculas nesses sistemas e elas podem ser classificadas como

variaveis inerentes ao proprio sistema (componentes do sistema, massa molar do
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polimero, concentracdo do polimero ou do sal, pH e temperatura) ou a proteina-alvo
(hidrofobicidade, distribuicdo de cargas, ponto isoelétrico e massa molar) quanto a
particdo das biomoléculas (COSTA et al., 1998; COSTA et al., 2000; OLIVEIRA et
al., 2001; OLIVEIRA et al., 2003; TUBIO; NERLI; PICO, 2004).

O fato da particdo depender de um grande numero de variaveis distintas
confere consideravel versatilidade aos sistemas de duas fases aquosas na
separacao de misturas de componentes. Entretanto, a existéncia de tantas variaveis,
a sua grande maioria interdependentes, torna extremamente dificil a previsao tedrica
do coeficiente de particdo de um dado soluto, obrigando por vezes a um trabalho
experimental exaustivo (KULA et al., 1982, PORTO, 2004).

Um método potencialmente Gtil para extracdo liquido-liquido na industria de
proteinas é a utilizacdo de metais como ligantes em SDFA, por aumentar a
seletividade da particdo dessas proteinas (SUH; ARNOLD, 1990; BIRKENMEIER et
al.,1991). Esse processo fundamenta-se na combinacdo da propriedade de
reconhecimento de biomoléculas pelo ligante e sua particdo no SDFA. O ligante é
acoplado covalentemente a fase rica em polimero, portanto sua particdo ocorre em
direcé@o a fase superior que € a de menor densidade. Se a biomolécula a ser isolada
tiver afinidade pelo ligante, a formagdo do complexo ligante-biomolécula (Figura 5)
induzira a alteracdo do coeficiente de particdo da proteina para aquela fase onde
encontra-se o ligante (KOPPERSCHLAGER, 1994).
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Figura 5. Sitio de ligac&o entre a proteina contendo histidina e 0 PEG-IDA-Cu* em SDFA.
Fonte: Silva et al. (1999).
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A utilizacdo de ligantes indutores da particdo apresenta algumas vantagens,
tais como: os ligantes podem ser reciclados diversas vezes sem sofrer perda
significante do comportamento; pode-se utilizar elevada concentracdo de metal
imobilizado o que resulta em elevada capacidade de “atracdo” da proteina; relativa
facilidade de desacoplamento da proteina e regeneragcdo do ligante e baixo custo
dos metais (ARNOLD, 1991).

O SDFA ainda tem sido utilizado como primeiro passo da purificacdo, com a
finalidade de remover grandes quantidades de diferentes contaminantes por uma
operacdo relativamente simples e econdmica, mesmo apresentando diversas
vantagens em relacdo aos métodos convencionais para o isolamento e purificacdo
de proteinas: o equilibrio de particdo é atingido rapidamente, pode ser aplicado em
escalas maiores como piloto e industrial, possibilita o funcionamento continuo, tem
baixos custos, os materiais que formam o sistema s&o baratos e podem ser
reciclados (RODRIGUEZ-DURAN et al., 2013).

Além disso, outra vantagem dos sistemas de duas fases aquosas é a elevada
concentracdo de agua utilizada (cerca de 85-99%), o que permite a particdo de
biomoléculas e de particulas celulares sem desnatura-las. As propriedades fisicas
dos sistemas bifasicos aquosos podem ser alteradas por manipulacdo de sua
concentracdo e composicdo dos polimeros e sais. Deste modo, a particdo de
moléculas e de particulas biolégicas pode ser explorada para obtencdo de
separactes, que de outro modo seriam dificeis ou mesmo impossiveis de serem
realizadas (VENANCIO, 1996; GAVASANE; GAIKAR, 2003).

Mas, as aplicacbes dos SDFA sdao em geral limitadas devido ao equilibrio
ideal de fases, da seletividade do sistema e da particdo de proteinas (CUNHA, T.;
AIRES-BARROS, 2002).

Para a formacgéo das duas fases do sistema aquoso, uma ampla variedade de
polimeros pode ser utilizada, sendo determinado pelo custo do polimero, o tempo de
separacdo das fases, a concentracdo de polimero necesséria para a formagédo das
fases, a possibilidade de reutilizacdo do polimero e o potencial toxico sdo fatores de
grande importancia para a escolha do polimero (COSTA et al., 2000). Na tabela 3,

estdo classificados os SDFA em diferentes grupos de acordo com sua composiGao.
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Tabela 3. Sistemas Liquidos de duas fases aguosas.

CLASSE1: Polimero nio iénico + Polimero nio iénico + Agua

Polipropilenoglicol Metoxipolietilenoglicol
Alcool polivinilico
Hidroxipropil-dextrana

Dextrana
Polietilenoglicol (PEG) Alcool polivinilico
Dextrana
Alcool polivinilico Metilcelulose
Hidroxipropil-dextrana
Metilcelulose Hidroxipropil-dextrana
Dextrana
Etilhidroxietilcelulose Dextrana

CLASSE 2: Polieletrélito + Polimero nio iénico + Agua

Sulfato de Dextrana de Sédio Polipropilenogligol
Metoxi-PEG-NaCl
PEG-NaCl
Alcool Polivinilico-NaCl
Carboximetilcelulose de polipropilenoglicol Dextrana-NaCl
NaCl
PEG-NaCl
Alcool Polivinilico-NaCl
Metilcelulose-NaCl
Etilhidroetilcelulose-NaCl
Hidroxipropil-dextrana-NaCl
DEAE-dextrana-HCl Polipropilenogligol +NaCl
PEG + LiSO4
Metilcelulose
Alcool Polivinilico

CLASSE 3: Polieletrélito + Polieletrélito + Agua

Sulfato de dextrana de s6dio Carboximetildextrana de s6dio

Sulfato de dextrana de s6dio Carboximetildextrana de s6dio
Carboximetildextrana de so6dio Carboximetilcelulose

Sulfato de dextrana de s6dio DEAE dextrana - HCI - NaCl

CLASSE 4: Polimero + Composto de Baixa massa molar +Agua

Polipropilenoglicol Fosfato de potassio
Citrato de sédio

Metoxipropilenoglicol Fosfato de potassio
Citrato de sédio

PEG Fosfato de potassio
Citrato de sédio

Fonte: (ALBERTSSON, 1986)
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Mesmo havendo muitas possibilidades na formacdo dos sistemas, 0
desenvolvimento de extracdes liquido-liquido utilizando SDFA em grande escala
estd muito limitado aos sistemas de PEG-dextrana e PEG-sal. Estes possuem
propriedades fisicas favoraveis, especialmente no que se refere a viscosidade e a
diferenca de densidade entre as fases. Esta escolha é bastante influenciada também
por questdes legais a que os processos de produgcédo tém que obedecer, tanto o
PEG como a dextrana sdo substancias atoxicas e ndo causam disturbios ao
ambiente (SARMENTO et al., 1994); os sistemas formados por PEG e sal também
apresentam rapida separacdo de fases, baixo custo e, sobretudo, elevada
seletividade na separacdo de moléculas com base na solubilidade (PADILHA et al.,
2011).

O diagrama de fases, representado na Figura 6, pode ser divido em duas
regides por uma linha convexa chamada binodal ou curva de equilibrio. Sistemas
cuja composicéo fica abaixo da curva binodal formam apenas uma fase, enquanto
gue os sistemas com composicdo situada acima da curva binodal formam duas
fases homogéneas. (ALBERTSSON, 1986).

——= Binodal

30 A

]
[=]
1

% PEG (m/m)

10 4

% Sal
Figura 6. Diagrama de fase para sistemas aquosos bifasicos. Fonte: Costa, 2010.
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Também estdo representadas na figura 6 a linha de amarracdo que, para
determinada composicao global do sistema (ponto A), fornece a concentracdo dos
solutos nas duas fases em equilibrio, representadas pelos pontos C (fase superior) e
B (fase inferior). Qualquer conjunto de pontos globais ou de mistura (A, A’, A”) que
pertenca a regido bifasica e que esteja sobre a mesma linha de amarragéo fornecera
fases superiores que possuirdo propriedades termodinamicas intensivas iguais
(composicdo, densidade, volume molar, entalpia molar, etc.), entretanto, sendo
distintas as suas variaveis termodinamicas extensivas (massa, volume, etc.). Aplica-
se 0 mesmo raciocinio para as fases inferiores formadas a partir de composi¢cdes
globais localizadas sobre uma mesma linha de amarragéo (ZASLAVSKY, 1995, DA
SILVA; LOH, 2006).

Outra particularidade de um diagrama de fases € o ponto critico (Pc) no qual
as propriedades fisico-quimicas (composicdo e volume, dentre outras) das duas
fases sdo teoricamente iguais. Quanto mais a composi¢cao do sistema se aproxima
do ponto critico, menor € a diferenca entre as fases. No entanto, nas proximidades
do ponto critico, pequenas alteracbes na composicdo dos sistemas provocam
drasticas mudancas, levando o sistema de uma para duas fases e vice-versa
(ALBERTSSON, 1986).

As curvas binodais podem ser determinadas por trés métodos diferentes. No
primeiro, a determinacdo da composicao das fases que formam o sistema é feita
através da cromatografia liquida de alta eficiéncia. O segundo método baseia-se em
um processo de titulagdo entre os componentes que formam os sistemas (PEG, sais
e agua). A grande vantagem deste sistema de titulacdo € a simplicidade e rapidez,
porém como o método baseia-se na observacédo visual de mudanca de fase tem-se
um determinado grau de imprecisdo quando as fases se alternam (VERNAU; KULA,
1990). O terceiro método que pode ser utilizado consiste ha combinacdo entre 0s
dois métodos citados anteriormente, baseando-se na preparacao de varios sistemas
de fases com composices diferentes. Em seguida, adiciona-se agua em cada
sistema sob agitagcdo até as solugcdes tornarem-se transparentes. Finalmente
determina-se a composicado dos novos sistemas monofasicos e com isto obtém-se
0s pontos da curva binodal (RIBEIRO, 2001).
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Retornando ao SDFA e sua funcionalidade, tem-se visto que na prética, as
Otimas condi¢cBes para o rendimento e altos fatores de purificacdo tém sido obtidas
para varias proteinas que foram estudadas. Isto € comumente feito seguindo
estudos experimentais dos efeitos das variaveis que influenciam o sistema. Como
um exemplo tipico € a separacdo e purificagdo da proteina taumatina, que foi
purificada em 20 vezes e rendimento de 90-95% alcangados em um Unico passo
usando SDFA (CASCONE et al., 1991).

Além da taumatina, o SDFA tem sido utilizado como processo pos-
fermentacdo para a extragdo, separacdo, concentracdo e purificacdo primaria de
varias enzimas, dentre elas a xilanase, xilose redutase e 3-glicosidase (GAIKAIWARI
et al.,, 1996; VAIDYA et al., 2006). Devido ao seu potencial na remocdo de
contaminantes tais como acidos nucleicos e as proteinas indesejaveis, sua utilizacéo
tem obtido sucesso na purificacdo de B-xilosidases e lisozimas em condi¢cdes muito
proximas da purificacao total (PAN; LI, 2001; SU; CHIANG, 2006).

A recuperacdo destes produtos do meio fermentado é essencial em muitos
processos industriais, e a dificuldade nos processos de recuperacdo depende
significativamente da natureza do produto. Com isso, sob o0 ponto de vista
econdbmico, o desenvolvimento e otimizagcdo de processos de recuperacdo e
purificacdo de proteinas passaram a ser de vital importancia na produc¢ao industrial
dessas biomoléculas (SEADER; HENLEY, 1998).

2.6 Polietilenoglicol

O polietilenoglicol (PEG) € um importante composto para as areas biomédicas
e de biomateriais (LI, 2001). E produzido mundialmente em grandes quantidades e
com massas molares variando de poucas centenas a milhares de Daltons, sendo a
designacdo PEG utilizada para os compostos de baixa massa molar (abaixo
20.000g/mol) e a designacdo PEO poli (6xido de etileno) é restrito para compostos
de altas massas molares (maiores que 20.000 g/mol). Os PEGs com massas
molares menores que 1.000 g/mol séo fornecidos na forma de solucdes incolores
estaveis ou pastas, ja os de massas molares elevadas, acima de 1.000 g/mol, sdo

encontrados na forma de p6 ou flocos brancos. Podem ser estocados a temperatura
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ambiente, embora a 4°C a ocorréncia de oxidacdo em solucdes seja retardada
(RIBEIRO, 2001).

A utilizacdo do PEG é de grande interesse na biotecnologia principalmente
por excluir, em ambiente aquoso, outros polimeros de sua vizinhanca, pelo fato de
ndo se solubilizar com eles. Por ser um composto biodegradavel e atoxico, a
descarga de PEG nao causa danos ao meio ambiente. O PEG possui uma
variedade de propriedades pertinentes para aplicacbes biomédicas, sao elas:
insolubilidade em agua a elevadas temperaturas, formacdo de complexos com
cations metalicos, alta mobilidade com grande poder de volume excluido em &gua e
agente precipitante de proteinas e &cidos nucléicos. Vale ressaltar que o PEG foi
aprovado para consumo interno pelo FDA (Food and Drug Administration) (LI, 2001).

Por estas razdes, o polietilenoglicol € o polimero padrdo para os sistemas
bifasicos aquosos. Além de, ser vantajosa sua utilizacdo devido ao seu baixo custo,
suas propriedades fisicas e quimicas sdo favoraveis, por ndo diminuir a atividade

das biomoléculas e por ser biodegradavel e atoxico como ja citado (HARRIS, 1992).

2.7 Fatores que influenciam num sistema de duas fases aquosas

Sao muitas as variaveis que podem influenciar na formacdo de fases e na
particdo de biomoléculas dos sistemas bifasicos aquosos, entretanto, o equilibrio e a
separacao das fases, sao fatores importantes para todos os sistemas de duas fases
aquosas. Para cada sistema formado por polimero/polimero ou polimero/sal, existe
um diagrama de fases que define as propor¢cdes entre seus componentes
formadores. Alguns desses diagramas estdo disponiveis na literatura, porém é
importante que ao se iniciar um trabalho com um novo tipo de sistema, se construa
um diagrama adequado as condi¢cdes de trabalho a serem utilizadas na extracao,
tais como, temperatura, pH, massa molar do PEG e adicdo de suspensdes
biol6gicas (ALBERTSSON, 1986; PORTO, 2004).

Vale lembrar que essas variaveis que induzem a particdo de biomoléculas
entre duas fases podem ser classificados como variaveis inerentes ao proprio

sistema (componentes do sistema, massa molar do polimero, concentracdo do

36



bY

polimero ou do sal, pH e temperatura) ou a proteina alvo (hidrofobicidade,
distribuicdo de cargas, ponto isoelétrico e massa molar) (COSTA et al.,, 1998;
COSTA et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2003; TUBIO; NERLI;
PICO, 2004; PORTO, 2004), mas 0s mecanismos que governam a particdo de
materiais biolégicos ndo sdo ainda entendidos por completo, sabe-se que o
coeficiente de particdo é resultante de forcas de Van de Walls, hidrofébicas, ligages
de hidrogénio e interacdes ibnicas das biomoléculas com as fases do sistema
(GUNDUZ; KORKMAZ, 2000).

No entanto, até onde € esclarecido, o efeito da massa molar dos polimeros
depende da massa molar da biomolécula a ser separada. Por exemplo, as proteinas
com massas molares maiores sdo mais influenciadas pelas mudancas na massa
molar dos polimeros que as proteinas com pequena massa molar (ASENJO;
ANDREWS, 2011).

Por sua vez, um aumento da massa molar do polimero geralmente diminui a
particdo de material biolégico para a fase rica nele. Contudo, quanto maior for esta
massa, menor sera o volume de solvente disponivel, o que implica em uma
diminuicdo de solubilidade das proteinas na fase rica em polimero (ALBERTSSON,
1986).

Ainda em relagéo ao polimero, tem sido demonstrado que o sistema de fases
desloca-se em direcdo a regido bifasica com o aumento de sua concentracao e da
viscosidade das fases, consequentemente, isto influencia a particdo da proteina-
alvo. Além disso, a concentracdo do polimero a ser usada para a separacao de
fases depende da massa molar do mesmo (PORTO, 2004).

A influéncia da carga da biomolécula na sua particio em SDFA pode ser
estudada medindo o coeficiente de particdo a varios valores de pH. Contudo, esta
influéncia da carga da biomolécula depende muito do tipo de sal presente no
sistema, uma vez que diferentes sais ddo origem a diferentes potenciais elétricos
entre as fases. Mudancas no pH podem também induzir mudancas conformacionais
na estrutura das proteinas, causando mudanca em seus comportamentos de
separacdo. Em condi¢des extremas de pH € possivel que ocorra a desnaturagcéo das
proteinas. Geralmente, a particdo de proteinas desnaturadas é diferente da particao

das mesmas proteinas na forma nativa, o que pode ser atribuido ndo s6 a maior
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area superficial da forma desnaturada, mas também ao fato da superficie exposta
desta ser muito mais hidrofébica. Como regra geral, as proteinas carregadas mais
negativamente (nos casos em que o pH é superior ao ponto isoelétrico) tem maior
afinidade pela fase superior que € rica em PEG (PORTO, 2004).

A composicdo do sal € outra varidvel de grande importancia na particdo de
todas as espécies de moléculas e particulas celulares. Embora 0s sais se separem
igualmente entre as fases, existem diferencas significativas no coeficiente de
particdo das proteinas em funcéo do tipo de sal (COSTA et al., 1998).

Os sais de fosfato tém maior afinidade pela fase inferior do sistema de duas
fases, o litio tem maior afinidade pela fase superior e o NaCl tem afinidade para
ambas as fases. Portanto, os sais que possuem distribuicdo diferenciada entre as
duas fases sdo importantes para o sistema, pois eles terdo grande influéncia na
diferenca de potencial elétrico entre as fases. Por exemplo, a particdo dos ions
fosfato para a fase inferior cria um potencial elétrico com uma carga negativa nesta
fase que forca a particdo das macromoléculas ou células carregadas negativamente
para a fase superior. Com o aumento da concentracdo de NaCl, o efeito da
distribuicdo desigual dos ions fosfato pode ser reduzido ou eliminado. Com isto, a
mudanga na composigdo ionica pode influenciar, e muito, o coeficiente de particdo
de uma molécula (FORCINITI, 2002).

O efeito da temperatura varia de acordo com o tipo de sistema utilizado. Para
o sistema PEG/dextrana, foi constatado que para que ocorra a separacao das fases
€ necessaria uma concentracdo maior dos polimeros a medida que a temperatura
elevada. Neste caso, para que a separacdo das fases seja favorecida, deve-se
trabalhar em temperaturas inferiores a ambiente. Ja para PEG/sal, ocorre
justamente o contrario, pois em temperaturas maiores ou préximas a ambiente a
separacédo das fases do sistema é facilitada e o aumento da temperatura favorece o
aumento da concentracdo de PEG na fase superior do sistema e consequentemente
ocorre uma reducdo da concentracdo do polimero na fase inferior (FORCINITI;
HALL, 1991; ZASLAVSKY, 1995).

O tempo de separacao das fases ap0s a mistura dos componentes depende
do tipo de sistema. Sistemas contendo PEG/sal possuem tempo de separacao de
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fases menor que os sistemas contendo PEG/dextrana devido a densidade e
viscosidade do sistema (ALBERTSSON, 1986).

Os sistemas de duas fases aquosas formados por PEG/sais de fosfato tém
sido amplamente utilizados para extracdo de proteinas diversas (GUNDUZ;
KORKMAZ, 2000; SRINIVAS et al., 2002; MAYERHOFF et al., 2004), mas outros
sais estdo sendo utilizados para a composicdo dos sistemas, tais como, sulfato de
amonio (ZAVARZINA et al., 2002) e citrato de sédio (MARCOS et al., 2002).

Portanto, deve-se compreender como essas variaveis atuam de forma a
influenciar as caracteristicas do SDFA e a particdo das moléculas para se obter éxito
no processo de purificacao.

2.8 Fermentacédo extrativa em sistema de suas fases aquosas

Como j& mencionado, as duas fases mutuamente imisciveis dos SDFA séo
gerados pela mistura formadora de componentes acima de uma concentracao limiar
(ALBERTSSON, 1986), a qual € descrita no diagrama de fases do sistema
especifico. Esses sistemas tém sido amplamente utilizados para o processamento
pés-fermentacdo de compostos como enzimas (OOl et al., 2009; PORTO et al.,
2008), biofarmacos (ROSA et al., 2010; AZEVEDO et al., 2008) e outros produtos
como acidos organicos (SILVA et al, 2009). Porém, o uso do SDFA pode ser
alargado a purificacdo espontanea no processo de fermentacéo, ou seja, através da
fermentacao extrativa. Neste tipo de fermentacdo, ha integracdo da formacédo de
produto e purificacdo num processo de etapa Unica, o que facilita a recuperacéo
instantanea da biomolécula alvo (BANIK; SANTHIAGU, 2002).

Portanto, para definirmos, a fermentacdo extrativa € aquela onde ha a
integracdo da producdo e recuperacdo da biomolécula in situ (Figura 7). Esta
recuperacdo in situ de produtos provenientes de caldos fermentados sugere a
aplicacdo de um sistema de duas fases aquosas como uma alternativa para
extracao de produtos bioldgicos da fermentacdo (ALBERTSSON, 1986).

Quando se trata de enzimas, 0 seu custo € um dos o principais fatores que
determina a economia de todo o processo (PARK et al., 2002). Por esse motivo, o

custo da enzima pura é considerada um dos maiores obstaculos para a
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comercializacdo generalizada de hidrélise enzimética da biomassa lignocelulésica.
Nos ultimos anos, os esfor¢os de investigagdo concentram-se na reducao do custo
de producéo e extracdo da enzima. Uma forma de diminuir o custo e agregar valor
seria a utilizacdo de residuos, especialmente os agricolas, agroindustriais e seus
subprodutos. (RODRIGUEZ-COUTO; SANROMAN, 2005).

Processo Integrado

i Extracio | i Etapas de
Meio de por SDFA Purificacio de
Cultura i Fermentaciao ¥ —H—» Alta E— Produto
Resolucio

Figura 7. Representacdo simplificada do processo integrado do SDFA e
fermentacao para produtos extracelulares. Fonte: Rito-Palomares (2004).

Desta forma, o emprego da fermentacéo extrativa num sistema de duas fases
aquosas, diminuiria também o custo da enzima, devido a sua caracteristica de
producdo e extracdo acontecerem integradamente, eliminando-se assim algumas
etapas para a purificacdo da enzima. Além disso, a fermentacdo extrativa € um
método potencial para aumentar concentracdo do produto (DHAMOLE et al., 2012).

Na fermentacgdo extrativa ideal, as células e o substrato devem se concentrar
de preferéncia em uma das fases do sistema, enquanto que a biomolécula-alvo
(produto) deve concentrar-se na fase oposta. Tal situacdo facilitaria a remocéo do
produto do seu local de producéo logo que este fosse formado, assim eliminando a
influéncia de inibidores, bem como realizando a purificacdo primaria (MARQUES,
2011).

Na fermentacdo, o SDFA é adequado para o crescimento de células

microbianas, devido ao alto conteddo de &gua, baixa tenséo interfacial e ambiente
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relativamente biocompativel que pode estabilizar a célula (LEE; CHANG, 1990;
CHEN; LEE, 1995).

No entanto, deve-se ter cuidado quanto ao oxigénio dissolvido e ao nivel do
efeito de corte na biomassa, pois sdo fatores importantes que influenciam
bioprocessos utilizando polietilenoglicol, como uma fase de polimero e solugbes de
sais. A diminuicao da taxa de transferéncia de oxigénio no meio de cultivo pode
ocorrer com o0 aumento da concentracdo de soluto e de PEG, o que reduz
significativamente a difusédo e solubilidade do oxigénio; sendo este fator limitante na
fermentacao extrativa (BANIK et al., 2003); embora nenhum estudo ainda tenha sido
realizado a respeito(MARQUES et al., 2009).

A fermentacdo extrativa em duas fases aquosas ja foi demonstrada para a
producdo de enzimas como glucosidase (PERSSON; TJERNELD; HAHN-
HAGERDAL, 1989), protease alcalina (LEE; CHANG, 1990; HOTHA; BANIK, 1997),
enzimas celuloliticas (PERSSON; TJERNELD; HAHN-HAGERDAL, 1991), enzimas
fibrinoliticas (ASHIPALA; HE, 2008), a-amilase (ANDERSSON; JOHANSSON;
HAHN-HAGERDAL, 1985; KIM; YOO, 1991), B-galactosidase (KUBOI; UMAKOSHI;
KOMASAWA, 1995), lipase (OOl et al., 2011, SHOW et al., 2012), fosfatase alcalina
(PANDEY; BANIK, 2011) e tanase (RODRIGUEZ-DURAN et al., 2013).

2.10. Género Aspergillus e Producgéo de Xilanases

Eucariontes ubiquos, os fungos estao distribuidos em aproximadamente 1,5
milhGes de espécies, das quais, somente cerca de 5% estdo identificadas
atualmente (BETINI, 2006). Em funcdo de suas caracteristicas de reproducao e
crescimento, adaptam-se a diversos substratos, entre os quais efluentes de
industrias processadoras de alimentos, residuos agricolas e agroindustriais e
residuos derivados de petréleo (TAVARES et al., 1998).

A utilizagdo de fungos como produtores de enzimas tem muitas vantagens,
considerando que as enzimas produzidas sao normalmente extracelulares, tornando
facil sua recuperagéo no caldo ou substrato fermentado; além disso, os fungos como

produtores de enzimas sdo mais seguros do que as bactérias, pois estes ja sao
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reconhecidos pelo FDA (Food and Drug Administration) nos Estados Unidos, e seus
produtos derivados podem ser destinados ao consumo humano (SAID et al., 2004).

Dentre as vantagens existentes na utilizacdo de fungos filamentosos para a
producdo de enzimas por processos fermentativos, podemos citar o facil cultivo e a
alta producdo de enzimas extracelulares de grande potencial industrial
(GUIMARAES, 2006).

Muitos pesquisadores tém abordado a aplicacdo de fungos filamentosos na
biotecnologia, observando aspectos distintos como a producdo de enzimas por
processos fermentativos, em condi¢Bes controladas e reproduziveis (ALVES et al.,
2002). O controle de aspectos fisico-quimicos tais como temperatura, pH,
composicdo do meio nutriente, aeracdo e agitacdo do meio, aliados ao controle de
agentes como indutores, repressores, e outros que afetam o metabolismo e a
secrecdo da enzima pelo micro-organismo, podem proporcionar um aumento na
producdo por processos fermentativos, em condigcbes submersa ou semi-sélida
(PANDEY et al., 2000).

O interesse pelo uso de espécies pertencentes ao género Aspergillus em
processos industriais vem aumentando nos ultimos anos, proporcionando vantagens
econdbmicas na producdo de enzimas de interesse industrial e de elevado valor
econdmico (destacando-se as celulases, lacases, xilanases, pectinases e amilases),
acidos organicos (como o &cido citrico), na producdo de farmacos como alguns
antibioticos, no controle de pragas da agricultura, no controle de indmeras moléstias
que atacam as plantas cultivadas e na producdo de etanol (CAMPBELL,;
BEDFORD, 1992; KIM et al., 2003).

Embora a maioria das espécies de Aspergillus seja saprofita, algumas sao
parasitas de insetos, plantas e animais, incluindo o homem. Algumas espécies
produzem potentes toxinas, enquanto outras sao igualmente significantes como
agentes de biodeterioragdo, economicamente importantes para fabricacdo de
alimentos fermentados ou como fontes de enzimas (BETINI, 2006).

Este género inclui aproximadamente 185 espécies. Das quais 20 espécies
foram informadas como agentes causadores de infec¢cdes oportunistas no homem.
Entre essas, Aspergillus fumigatus € a espécie mais comumente isolada, seguida

por A. flavus e o A. niger. As espécies A. clavatus, A. glaucus, A. nidulans, A.

42



oryzae, A. terreus, A. ustus, e A. versicolor estdo entre as espécies menos isoladas
como agentes patdgenos oportunistas (LARONE, 1995).

A literatura traz algumas espécies conhecidas como produtoras de xilanase,
podendo-se destacar: A. awamori (ADOLPH et al., 1996; VERBRUGEM et al., 1998),
A. fischeri (RAJ; CANDRA, 1996), A. nidulans (MACCABE et al., 1998), A. oryzae
(BAKALOVA et al., 1996; KITAMOTO et al., 1999), A. phoenicis (RIZZATTI et al.,
2001), A. sojae (KIMURA et al., 1995) A. niger (SARDAR et al.,, 2000; PAL,;
KHANUN, 2011), A. tamarii (KADOWAKI et al., 1997), A. versicolor (CARMONA et
al., 1997), A. caespitosus (SANDRIM et al., 2003), A. foetidus (CHAPLA et al., 2010;
CHAPLA;PANDIT;SHAH, 2012) e Aspergillus fumigatus (DAS et al., 2013).

4. OBJETIVOS DA DISSERTACAO

4.1.0bjetivo geral

Produzir xilanase por Aspergillus tamarii URM4634 por fermentacéo extrativa

utilizando sistemas de duas fases aquosas (PEG/Citrato).
4.2. Objetivos especificos
» Determinar as melhores condi¢cdes fermentativas para a producédo da enzima

em sistema de duas fases aquosas;

» Caracterizar parcialmente a enzima,

A\

Escalonar a producéo da enzima a nivel piloto;
» Verificar a influéncia da digestdo monogastrica sobre a atividade da xilanase.
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Resumo - Das muitas aplicacbes da xilanase relatadas, o seu uso como
suplemento em racfes tem sido de grande importancia para animais
monogastricos a medida que a adicdo da xilanase em suas dietas melhora a
utilizacdo dos nutrientes contidos nos alimentos ricos em xilana. Nesse
sentido, objetivou-se com este trabalho produzir xilanase por fermentacao
extrativa em sistema de duas fases aquosas utilizando Aspergillus tamarii
URM 4634, aumentar a escala de producdo em biorreator, caracterizar a
xilanase parcialmente e avaliar a influéncia in vitro da digestdo monogastrica
em sua atividade. Com aplicacdo da fermentacdo extrativa em biorreator
foram obtidos atividade xilanasica total de 331,4 U mL * e rendimento de
72%, a xilanase produzida é estavel ao pH e a temperatura, sendo
otimamente ativa em pH 3,6 e 90 °C. Foi ativiada em 6% na simulacdo da
digestdo monogastrica completa e apenas o Mg 2 inibiu sua atividade a 5mM.
A xilanase produzida pelo Aspergillus tamarii URM4634 possui grande

potencial para ser empregada industrialmente.

Palavras-chave: SDFA, biorreator, xilana, complexo xilanolitico e

suplementacao enzimatica.
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Introducéao

A hidrdlise da hemicelulose implica na participacdo de hidrolases que agem
cooperativamente, no entanto, a principal enzima envolvida na despolimerizacao da
xilana é a endo (-1,4-xilanase [1]. As p-1,4-endoxilanases (1,4-B-D-xilana
xilohidrolase, EC 3.2.1.8) sdo comuns na hatureza e tém sido produzidas por algas,
protozoarios, moluscos, crustaceos, insetos, sementes de plantas terrestres,
bactérias e por grande numero de fungos, principalmente os pertencentes ao género
Aspergillus [2]. Mas, fungos filamentosos que produzem xilanases s&o
particularmente interessantes do ponto de vista industrial, porque possuem uma alta
producdo desta enzima quando comparados a leveduras e bactérias [5].

Essas enzimas podem ser utilizadas na dieta de animais monogastricos com
a finalidade de hidrolisar os polissacarideos ndo-amilaceos, como as (3-glucanas e
arabinoxilanas encontrados em vegetais, aumentando a conversao alimentar, o
ganho de peso do animal e consequentemente, o lucro da producéao [3, 4].

Porém, do custo total associado a producao enziméatica, aproximadamente de
50-80%, estdo relacionados com o0s processos poés-fermentativos na tentativa de
extrair e purificar a enzima. Este alto custo pode ser atribuido aos métodos
convencionais de purificacdo de proteinas que sao geralmente caros devido a
necessidade da realizacdo em varias etapas, custo com reagentes e da dificuldade
em expandir o processo em nivel de escala industrial; por isso é necessério o
desenvolvimento de novos métodos que visem a producdo em grandes escalas
utilizando baixo custo de producdo, para que sejam produzidas quantidades
suficientes da enzima a fim de suprir a demanda comercial [6,7]. Desta forma, existe

crescente interesse no desenvolvimento de processos inovadores para a separagao
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e purificacdo de biomoléculas, que sejam economicamente viaveis e que preservem
a atividade biologica das proteinas [8,9].

A fermentacdo extrativa em sistema de duas fases aquosas tem sido relatada
como uma excelente alternativa para reduzir o custo total de producdo da enzima,
devido a sua caracteristica de producéo e extracao do produto ocorrer integralmente
in situ, eliminando algumas etapas para a purificagdo da enzima, portanto, uma
solucéo tecnoldgica e cientifica que supera os problemas da baixa produtividade
volumétrica caracteristica das operacfes biotecnologicas, devido a inibicdo do
produto [10]. O conceito do presente processo de purificagdo em in situ envolve a
integracdo de uma etapa da extracdo, a primeira fase de processamento pos-
fermentacdo para sintetizar e simultaneamente remover o produto. Isto € ndo sé
assegurar a recuperacdo primaria, mas também aumentar a taxa de formacao de
produto, minimizando a inibicdo pelo produto final durante a fermentacdo. Além
disso, o sistema de duas fases aquosas proporciona um ambiente ndo desnaturante
para 0s compostos bioldbeis [11]. Portanto, objetivou-se com este trabalho
caracterizar parcialmente a xilanase produzida por Aspergillus tamarii URM 4634

através de fermentacao extrativa em biorreator.

Materiais e Métodos

Micro-organismo
Aspergillus tamarii URM 4634 foi obtido da Colecdo de Culturas Micoteca
URM do Departamento de Micologia, do Centro de Ciéncias Bioldgicas, da

Universidade Federal de Pernambuco e mantido em tubos de ensaio contendo meio
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batata dextrose agar (BDA). Para esporulacdo o fungo foi crescido em placas de

Petri contendo o meio &gar Czapek por cinco dias, a 28 °C.
Producao de xilanase em frascos

Primeiramente, para a producdo da xilanase foi utilizada a fermentacéo
extrativa em sistema de duas fases aquosas (SDFA), realizada em Erlenmyers de
125 mL contendo 30g totais do SDFA composto por polietilenoglicol, citrato de sédio,
acido citrico, extrato de levedura (0,5%) e farinha da entrecasca de mandioca (2%);
a agua foi adicionada em massa a fim de completar os 30g finais. A massa molar do
polietilenoglicol (PEG), (MMpgg), as concentracdes de citrato de sodio (Cc) e do PEG
(Cpec) € 0 pH dos sistemas variaram de acordo com um planejamento fatorial 2*
(Tabela 1). Cada ensaio foi realizado de forma aleatoria e em triplicata. O indculo foi
preparado a uma concentracdo de 10° esporos mL™ e a fermentacdo foi mantida a
28°C, 120 rpm, por até 144h.

Ao serem determinadas as melhores condi¢Bes para a producdo de xilanase
nesse primeiro experimento, foi realizada uma cinética de producdo em Erlenmyers
do micro-organismo, em que aliquotas foram retiradas a cada 24 horas até 144
horas de fermentacdo. Os parametros de producdo e extracdo avaliados foram:
atividade xilanasica, dosagem de proteinas totais, pH, rendimento de extracdo e

coeficiente de particdo.

Producao da xilanase em biorreator
Depois de derteminadas as melhores condi¢cbes de fermentacdo e o melhor

tempo na cinética de producdo; a fermentacdo extrativa utilizando SDFA foi
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realizada em biorreatores com capacidade total de 10 L e 7 L utilizaveis, sendo
composto de polietilenoglicol, citrato de sodio, acido citrico (em concentracdes
determinadas pelo melhor resultado do planejamento fatorial em frascos), extrato de
levedura (0,5%), farinha da entrecasca de mandioca (2%), e agua em massa que
completasse um total de 5000g. Nesta etapa foram utilizadas as melhores condicbes
de MMpes, Cc e Cpeg Selecionadas no planejamento fatorial realizado em frascos
agitados. O inéculo foi preparado em 10° esporos mL?! e a fermentacdo
acompanhada por 96 horas. Aliguotas foram coletadas a cada 24 horas para
posterior andlise de atividade xilanasica, dosagem de proteinas totais, coeficiente de
particdo, rendimento e pH. A fermentacdo ocorreu a 28°C, 150 rpm e aeracao
forcada a 9L/minuto.

O extrato enzimatico foi obtido a partir da filtracdo do meio fermentado, com
auxilio de bomba de vacuo. Em seguida, o filtrado foi centrifugado a 5000g durante
10 min a 4°C. Em seguida os volumes totais e de cada fase foram medidos para
posterior calculo do rendimento. Por fim, as fases foram separadas e utilizadas para
a realizacdo dos processos analiticos como determinacdo de proteinas totais e

atividade xilanéasica.

Determinacdes Analiticas

Para determinar as proteinas totais, foi utilizado o método de Bradford
modificado [12], que utiliza o corante “Coomassie Brilhant Blue” e albumina de soro
bovino foi utilizada como padrdo. As determinacdes foram realizadas em triplicata
em cada amostra e a média do resultado foi utilizada. A atividade xilanolitica foi

determinada de acordo com a metodologia descrita por Bailey [13], tendo como
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substrato a xilana (Sigma -ALdrich, St Louis, EUA) a 1% (w/v), solubilizada em
tampéo acetato de sodio, 50 mM, pH 5,0 a 60°C, onde 0,9 mL desta solucao foi
estabilizada em banho-maria a 50°C durante 5 minutos. Em seguida, 0,1 mL de
extrato enzimatico foi acrescentado e incubado também durante 5 minutos a 50°C.
Apos este periodo, a reacao foi parada pela adicdo de acido dinitrossalicilico 1500uL
(DNSA) e por meio deste reagente, os acucares redutores liberados pela acédo da
xilanase, foram determinados segundo metodologia de Miller [14] e a xilose (Sigma-
AlLdrich, St Louis, EUA) foi utilizada como padrdo nas concentracdes de 0 a 2 mg
mL™. A atividade de xilanase foi definida como a quantidade de enzima necesséria
para liberar 1umol de acucares redutores por minuto e expressa em unidades por

mL (U mL™).

Determinacgao do coeficiente de particdo (k) e rendimento (R)

O coeficiente de particdo (kx) da atividade xilanasica (mg ml™) foi determinado
como a relacdo da atividade xilanasica na fase top (AT) e a fase bottom (AB) [15,

16] (1):

AT
(1) Kx = E

Para determinar o coeficiente de particdo para as proteinas totais (ket), 0S
valores de atividade xilanasica nas fases top e bottom foram substituidos pelos
valores de proteinas para cada fase.

A fim de se avaliar o rendimento de xilanase na fermentacdo extrativa, foi

utilizada a equacgéo (2):
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100

(2) Rendimento (100%) PPREI
Vr

Onde Vr é a razédo entre os volumes de cada fase do sitema e k o coeficiente de

particdo da xilanase.

Efeito do pH na atividade enzimética e estabilidade ao pH

O pH ¢6timo para a atividade enzimética da xilanase foi determinado utilizando
diferentes tampbes a 50 mM - Glicina-HCI (pH 2,4 - 3,6), acetato de Na (pH 3,6 -
5,0), Citrato-Na (pH 5,0 - 8,0), Tris-HCI (pH 6,0 — 8,0) e Glicina-NaOH (pH 8,0 -
10,0). A determinagdo da atividade xilanasica foi realizada como descrito
anteriormente. A estabilidade do pH foi medido, submetendo a enzima aos tampdes
Glicina-HCI (pH 2,4 - 3,6), acetato de Na (pH 3,6 - 5,0), Citrato-Na (pH 5,0 - 8,0),
Tris-HCI (pH 6,0 - 8,0) antes de iniciar a reagdo enzimatica. Aliquotas foram retiradas
para determinar a atividade xilanolitica em intervalos de tempo de 0 a 180 minutos e

aliquotas retiradas a cada 60 minutos [17].

Efeito da temperatura na atividade enzimatica e estabilidade a temperatura

A temperatura Otima foi determinada através da realizacdo da atividade
xilanésica em temperaturas que variaram de 30 a 100°C. Para avaliar a estabilidade
a temperatura, o extrato enzimatico foi submetido previamente a diferentes
temperaturas (30 a 90°C), posteriormente aliquotas foram retiradas a cada 1 hora

para determinar a atividade xilanasica em intervalos de tempo de 0 a 180 minutos.
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As amostras forma retiradas a cada 60 minutos e submetidas a determinacdes

analiticas [17].

Efeito de ions metalicos e inibidores sobre a atividade da xilanase

O grau de inibicdo ou potencializacao de diferentes ions e substancias sobre a
atividade da xilanase foi avaliado sujeitando-se o extrato enzimatico a ions e
substancias inibidoras durante 1 h, seguido da realizacdo da atividade xilanasica. Os
fons utilizados foram Cu®*, Mn®*, Na*, Fe**, Zzn’*, Mg®*, Ca®* a1 e 5 mM e os

inibidores foram o EDTA e o 2-mercapetanol, nas mesmas molaridades [17].

Simulacado da digestdo monogastrica

O efeito da simulacdo no trato digestivo de monogastricos foi determinado in
vitro, como descrito por Boyce; Walsh [18], com algumas modificacées. A atividade
de xilanase residual foi determinada apés incubacéo (150 rpm e 39°C) da enzima
com () pepsina e HCI, pH 2,5 por 2 h (simulando a digestdo gastrica), (ll) extrato de
bile e pancreatina em pH 6,8 por 4 h (simulando a digestéo intestinal), (1) tripisina
1% e acido taurocélico por 4h (também simulando a digestédo intestinal) e (IV)
pepsina, pH 2,5 por 2 h, seguido da incubagédo com extrato de bile e pancreatina em

pH 6,8 por 4 h (simulando a digestdo completa no trato digestivo de monogastricos).

Eletroforese e zimograma
A eletroforese SDS-PAGE em gel de poliacrilamida foi realizada de acordo
com o método de Laemmli (1970) [19], utilizando gel de concentracdo a 4,9% e de

separacao a 15,4%. Foram utilizadas as amostras da fermentacdo em biorreator de
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acordo com as melhores condicdes e melhor rendimento de fermentacdo, numa
concentracdo de 100 e 200 mg mL * de proteina. Os géis foram corados por duas
horas em solugdo de “Coomassie Brilhant Blue” R-250 0,25% e descorados em
solucdo de metanol 45% e acido acético 10%, até a visualizacdo das bandas. A
massa molecular das bandas foi determinada através do software Lablmage 1D
(Loccus Biotecnologia) utilizando-se como padrdo de proteinas (GE healthcare),
fosforilase b (97 kDa), albumina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidrase carbdnica
(30 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e a-Lactalbumina (14,4 kDa).

O zimograma foi realizado em gel de poliacrilamida a 15,4%. As amostras
foram testadas numa concentracdo de 500mg e 1g L™; apés a corrida o gel foi
lavado por 1h em tampé&o acetato de sédio 50 mM, pH 5,0 contendo 1% de Tritom X-
100 e, em seguida, incubado no mesmo tampao sem o Triton X-100 por mais 1h.
Para a visualizacdo da area de hidrolise, o gel foi corado com Vermelho Congo por

30 minutos e descorado em solugéo de NaCl por 30 minutos [20].

Resultados e Discussdes
Fermentacao em frascos

Aspergillus tamari URM 4634 produziu xilanase em todos os ensaios do
planejamento fatorial 2*. Esta espécie ja foi mencionada como uma produtora de
xilanase em outros estudos, porém, nenhum dos trabalhos cita a utilizacdo da
fermentacao extrativa [21, 22, 23].

Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados dos ensaios realizados e seus
respectivos valores de Kpr e Kx e 0 rendimento obtido pelas combinagbes entre as

variaveis estudadas. Ao analisar as variaveis independentes tendo o rendimento
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como variavel resposta, € evidente que as Cc e Cpes tém um efeito significativo. A
Figura 1 mostra o grafico de pareto representando os efeitos das variaveis
independentes e os efeitos das suas combinacdes, nele pode-se verificar que o
efeito das Cc e Cpes foi negativo, o que significa que concentracbes mais baixas
aumentam o rendimento da extracao.

Sabe-se que quanto maior a MMpgg, menores concentracdes do polimero sédo
necessarias para a formacéao das fases [24]; no caso do PEG 6000, pode-se reduzir
suas concentracfes, sem afetar a formacdo de fases. No entanto, a formacéo de
fases do sistema é facilitada com o aumento da concentracdo de polimero [24,25],
fator que € limitante ao diminuir as concentracées do polimero. Além disso, as
alteracdes nas concentracbes do polimero pode alterar o k da molécula. Um
exemplo séo os estudos de Schimidt et al. [26], que relatam uma diminuicdo de 3,2
vezes no k da a-amilase em funcdo do aumento da Cpgg €m um sistema
PEG/fosfato. Enquanto que em um sistema PEG 4000/fosfato uma concentragéo
aumentada de PEG de 14% a 20% resultou em um aumento de 5 vezes o valor do
coeficiente de particdo da enzima. No caso da xilanase produzida por A. tamarii
URM 4634, a concentracdo do polimero ndo demonstrou efeitos significativos para
sua particao.

Ooi et al. [27] estudaram a producéo de lipase por Burkholderia pseudomallei
através da fermentacdo extrativa, variando-se a Cpegc €em 5 e 20% (p/p), e
observaram que o crescimento de células foi retardado em meios constituidos por
elevadas Cpes. O aumento da Cpgg pode causar um aumento na viscosidade do
meio, o que dificulta a taxa de transferéncia de oxigénio, que por sua vez, afeta o

crescimento celular [28].
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Em relacdo ao sal, Kuboi et al. [29] relataram que altas concentracdes sao
toxicas para as ceélulas microbianas. Esse evento pode ser relacionado com a
pressdo osmotica devido a desidratacdo das células em meio hipertonico. Por este
motivo, 0s sais muitas vezes ndo sdo considerados adequados para a composi¢ao
da fase inferior do sistema. No entanto, os estudos feitos por Ooi et al. [27] mostram
que o sistema formado por PEG/citrato de sodio (5% p/p) foi adequado para a
producdo da enzima, com atividade lipasica e crescimento celular semelhantes a do
sistema constituido por PEG/dextrana. Para a producdo da xilanase por A. tamarii
URM 4634, concentracdes baixas foram melhores, mas a Cc utilizada ainda assim,
foi superior a utilizada para a producédo de lipase citada [27], sem provocar danos ao
crescimento do fungo e a atividade da xilanase por ele produzida. O aumento da
concentracdo de sal pode também resultar em aumento da viscosidade do meio,
baixando assim o rendimento final da fermentacao.

Com base nos resultados obtidos pela anélise do planejamento fatorial 2* foi
elaborado um novo planejamento tendo como variaveis o citrato de sédio e o PEG
em concentracdes mais baixas do que as anteriormente testados (Tabela 3). Como
MMpec Nnenhum efeito significativo foi observado, o PEG 6000 por fazer parte do
ensaio com maior rendimento (Ensaio 2, Tabela 2) foi escolhido para as etapas
seguintes de fermentagéo.

No grafico de pareto representado na figura 2 observou-se o efeito causado
pela Cpes € C, onde a primeira tem um efeito positivo significativo, ja a Cc néo foi
significativa para o rendimento da fermentacdo. Por esta razdo, o sistema
constituido por 14% de PEG 6000 e 14% de citrato de sodio foi escolhido para as

etapas seguintes de fermentacao.
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Na cinética de producao, foi observado que o rendimento diminuiu ao longo
do tempo e que em 48 horas houve maior rendimento (Figura 3). O pH pouco mudou
ao longo do tempo, com variacbes entre pH 6,17 e 6,2. Até as 72 horas, o
coeficiente de particdo visto para as proteinas (Figura 4), indica que estas moléculas
encontravam-se na fase de maior concentracdo do polimero (fase rica em PEG),
uma vez que este manteve-se acima de um, em contrapartida, o kx foi mantido
abaixo de 1 neste mesmo tempo (k=0,2, a fermentacdo a 48h), indicando que a
enzima foi extraida para a fase rica em citrato de sédio. Resultados semelhantes
foram vistos no estudo da fosfatase alcalina [30] que teve o particionamento para a
fase rica em sal em um sistema constituido por 10% de PEG 6000 e de citrato de
sodio a 12,9%, com k semelhante a xilanase produzida pelo A. tamarii URM4634 (K=
0,26), porém apds 96h houve uma inversao dos valores, mas a xilanase manteve-se
na fase oposta das outras proteinas.

Fermentagcao em biorreator

Em biorreator, a enzima se comportou semelhantemente a produzida em
frascos agitados com rendimento de 72% e atividade xilanasica de 331,4 U mL™;
porém a enzima manteve-se na fase inferior durante todo processo e apresentou
atividade xilanésica superior as encontradas em frascos agitados (141,0 U mL ).
Embora nenhum trabalho de producdo de xilanases por fermentacdo extrativa em
SDFA tenha sido relatado, esse tipo de fermentacéo ja € utilizado na producdo de
outras enzimas como endoglucanase [11], fosfatase alcalina [30] e lipase [27; 31].
Parte destes estudos a escala de producao foi aumentada utilizando a fermentacéo

extrativa em biorreatores [31], os valores do k e o rendimento da fermentagao foram
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maiores do que os obtidos na fermentacdo em frascos agitados, provavelmente
devido a uma melhor homogeneidade na agitacdo do meio e areacao forcada.

Estes fatores podem permitir um melhor controle dos parametros do ambiente
fermentativo e um transporte mais eficiente de nutrientes, em especial oxigénio. Os
resultados sugerem que a agitacdo desempenha um papel crucial na fermentacéo
extrativa, principalmente na presenca de uma elevada viscosidade. Isto € devido a
influéncia da agitacdo sobre a taxa de transferéncia de oxigénio, a concentracédo de
oxigénio dissolvido e de producao e recuperacao de produtos [32].

O rendimento obtido pela fermentacdo extrativa em biorreatores foi
consideravelmente elevado (72%) quando comparado a outros valores, como o da
xilanase produzida por fermentacdo submersa em frascos agitados que atingiu
rendimento de 17,5% ao utilizar precipitacdo com sulfato de aménia e cromatografia
como métodos de purificacdo [33], com metodologia semelhante, outros autores
alcancaram um rendimento de 87% [34]. Um rendimento de 74,6% foi obtido por
precipitacdo com sulfato de amdnia da xilanase produzida por Aspergillus nidulans
KK-99 [34]; com a aplicacdo de outras fases para a purificacdo da enzima, este
rendimento certamente iria diminuir, dados que corroboram com encontrados por Pal
e Khanum [35] que realizaram a purificacdo de xilanase produzida por Aspergillus
niger DFR-5 em trés etapas, obtendo um rendimento de 81,92% na primeira etapa e
apenas 38,9% na ultima.

Caracterizacao da xilanase produzida em biorreator

A enzima caracterizada parcialmente foi produzida nas melhores condi¢cbes

em biorreator. Em relagdo ao pH 6timo as maiores atividades foram observadas na

faixa de pH acido, tendo o seu pH ¢6timo de 3,6 (Figura 5) em tampéao de acetato de
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sédio e a sua menor atividade em pH 7,5 em tamp&o Tris-HCI (61,4%). As xilanases
fungicas mais relatadas na literatura sdo otimamente ativas em pH acido (pH 4,5 a
6,5) ou neutro [5, 36-40], porém, ao contrario do observado neste trabalho, a
xilanase produzida por Chaetomium sp. CQ31 teve melhor atividade em pH 7,5 [33].

A estabilidade ao pH da enzima é essencial para caracterizacdo enzimatica,
antes da enzima ser explorada comercialmente. A xilanase produzida por Aspergillus
tamarii URM 4634 mostrou-se estavel ao pH, permanecendo ativa durante todo o
ensaio em todos os pHs testados, chegando aos 180 minutos de ensaio com
atividade residual superior aos 40% (Figura 6) e 97,18% em pH 6timo. Assim, a
estabilidade da xilanase em uma ampla gama de pH é uma caracteristica
importante, que demonstra o seu potencial para possiveis aplicacfes industriais. A
xilanase produzida por Arthrobacter sp. MTCC 5214 foi estavel ao longo de uma
estreita faixa de pH 7,0-8,0 [41], enquanto que a produzida pelo Thermomyces
lanuginosus manteve-se acima de 95% da sua atividade entre pH 5,5 e 9,5 [42].
Além disso, a xilanase do Aspergillus nidulans manteve-se estavel num intervalo de
pH de 3,5-10,0 apd6s 4 h de incubacédo [43] e a xilanase produzida pelo Aspergillus
niger DFR-5 néo foi estavel ao pH tendo uma perda de atividade entre pH 4,0 a 6,5
[36].

Pode-se dizer que o efeito da temperatura sobre a atividade xilanasica foi
positivo, pois a atividade aumentou conforme a elevacdo da temperatura até 90 °C,
temperatura onde houve a maior atividade da xilanase, apenas reduzindo sua
atividade a 100°C. Para a maioria das xilanases fungicas, as atividades 6timas séo

em temperaturas entre 45 e 60°C [34, 40, 44 - 47]. Os resultados relatados por Jiang

74



351

352

353

354

355

356

357

358

359

360

361

362

363

364

365

366

367

368

369

370

371

372

373

374

et al. [33] corroboram com o0s obtidos pela xilanase produzida por A. tamarii
URM4634, também com atividade 6tima acima de 60°C.

A enzima mostrou-se estavel a temperatura mantendo sua atividade a cima
de 50% aos 180 minutos de reacdo. Diferente do visto, a xilanase produzida pelo
Chaetomium sp., teve sua atividade relativa reduzida a zero aos 180 ° C depois de
30 minutos de reacao [33]. A termoestabilidade enzimatica envolve fatores ligados a
estabilidade termodindmica e cinética e depende de interacbes moleculares como as
ligacdes de hidrogénio existentes, interacdes eletrostaticas e hidrofobicas, ligacdes
dissulfeto e a existéncia de metais que podem promover uma estrutura
conformacional diferenciada para a enzima com uma maior eficiéncia estrutural,
reduzindo a entropia no desdobramento e na liberacéo de tenséo [48, 49].

Na presenca de ions metdlicos e de substancias inibidoras, a xilanase néo
sofreu inibicdo do Cu®*, Mn?*, Fe**, Ca®" (ImM) e do 2-mercaptoetanol, porém o
Unico fon a inibir a enzima de forma consideravel foi o0 Mg®* (5 mM), com inibicdo de
65% da atividade enzimética; a 1mM a inibicéo foi 10 vezes menor. Os outros ions e
o EDTA inibiram a enzima numa faixa que variou entre 1,8 e 12,7%. Estes valores
corroboram com o estudo de Jiang et al. [33], onde foi relatada ativacao da xilanase
na presenca de Cu?* e pequenas alteracbes na presenca de EDTA e 2-
mercaptoetanol, a 1 mM. Os resultados obtidos foram positivos, uma vez que na
racdo animal se faz necessaria, em algumas situacdes, a suplementacdo mineral; o
gue n&o iria inibir a atividade da xilanase produzida por Aspergillus tamarii URM
4634.

A xilanase se comportou positivamente sob a acdo das enzimas digestorias

de animais monogastricos in vitro. Sua atividade in vitro mais baixa ficou em torno de
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65% no ensaio gastrico (pepsina+HCL) e nos ensaios intestinais (pancreatina +
extrato de bile e da tripsina + acido taurocadlico) sua atividade ficou acima dos 70%.
Na simulacédo da digestdo completa, a enzima foi ativada, com atividade xilanasica
de 106%. Esses resultados sugerem que a enzima ao ser aplicada em racdes para
animais monogastricos terd pequenas perdas em sua atividade ou ainda sera
portencializada, jA& que In vivo, a presenca dos componentes da digesta pode
melhorar o desempenho da enzima [18].

Na imagem da eletroforese SDS-PAGE (Figura 9A), foram visualizadas
bandas contidas no extrato enzimatico da fermentacdo extrativa com massas
moleculares variando entre 13,53 e 71,46 kDa. A area de hidrolise observada no
zimograma (Figura 9B) indica que o Aspergillus tamarii URM 4634 produziu apenas
uma xilanase extracelular com massa molecular por volta de 19,08 kDa. Geralmente,
xilanases com peso molecular abaixo de 30 kDa séo classificadas na familia 11 das
glicosil-hidrolases e possuem um ponto isoelétrico alto [50], isso explicaria porque a
xilanase teve melhor atividade em pH acido, pois em seu ponto isoelétrico, que deve
ser elevado, ela apresentaria menor solubilidade e menos interagdo com meio
dificultando sua atividade. O resultado encontrado é similar aos de autores que

identificaram xilanases com pesos de 17,5 e 23,0 kDa; 21 kDa e 26kd [34; 51; 52].

Concluséo

A fermentagédo extrativa com SDFA é efetiva na extracdo da enzima, obtendo-
se alto rendimento (72%) e 6timos resultados no escalonamento, mais que o dobro.
A xilanase produzida por Aspergillus tamarii URM 4634 tem grande potencial para

industria de racdes para animais monogastricos, pois apresenta boa atividade
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xilanasica e estabilidade em ampla faixa de pH e temperatura caracteristicas muito
importantes na manipulacdo industrial. Além disso, a enzima ndo demonstrou
grandes modificacdes in vitro sob a influéncia de enzimas e sucos digestérios, com
portencializacdo de sua atividade na simulacéo da digestdo completa (106%), sendo
indicada para suplementacdo de racfes animais para monogastricos, melhorando
assim a energia metabolizavel dos alimentos e consequentemente, aumentando a

conversao alimentar e producédo animal.
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Legendas das figuras

Figura 1. Grafico de Pareto dos efeitos principais tendo como variavel resposta o

rendimento da fermentacéo. Planejamento fatorial 2*.

Figura 2. Grafico de Pareto dos efeitos principais tendo como variavel resposta o

rendimento da fermentacéo. Planejamento fatorial 2°.
Figura 3. Curva de rendimento da fermentag&o ao longo do tempo.

Figura 4. Curva dos coeficientes de particdo da proteina (¢) e da xilanase (m) e

Curva de pH (e).

Figura 5. Curva de pH 6timo da xilanase produzida por Aspergillus tamarii URM
4634. (¢) Tampéo Glicina-HCI (pH 2,4, 3,0 e 3,6), (e)Tampéo Acetato - Na (pH 3,6,
4,0, 4,5 e 5,0), (A)Tampéo Citrato-Na (pH 5,0, 5,5, 6,0, 7,0 e 8,0), (m) Tampéao Tris-

HCI (pH 6,0, 7,0, 7,5 e 8,0) e (x) Glicine-NaOH (pH 8,0, 9,0 €10,0).

Figura 6. Curva de estabilidade ao pH da xilanase produzida por Aspergillus tamarii
URM 4634 ap6s 180 minutos de ensaio. (¢)Tampéo Glicina-HCI (pH 2,4, 3,0 e 3,6), (
m),Tampao Acetato-Na (pH 3,6, 4,0, 4,5 e 5,0), (A)Tampéao Citrato-Na (pH 5,0, 5,5,

6,0, 7,0 e 8,0) e (x)Tampao Tris-HCI (pH 6,0, 7,0, 7,5, e 8,0).

Figura 7. Curva de temperature 6tima da xilanase produzida por Aspergillus tamarii

URM 4634.
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Figura 8. Curva de estabilidade a temperature da xilanase produzida por Aspergillus

tamarii URM 4634 ap6s180 minutos de ensaio.

Figura 9. (A) Perfil eletroforético da enzima produzida por Aspergillus tamarii URM
4634 presente na fase sal da fermentacdo extrativa. (B) Atividade xilanasica
demonstrada no zimograma. (1) Coluna com proteinas padrbes. (2) Coluna com a

amostra.

Tabelas

Tabela 1. Matriz do planejamento estatistico 2* da fermentacéo em Sistema de Duas

Fases Aquosas PEG/citrato.

Variaveis Inferior Central Superior
MMpeggmo ) 2000 4000 6000
Crec ) 15 20 25
pH 6 7 8
Cc ) 15 20 25

Onde: MMpec € a Massa Molar do Polietilenoglicol; Cpec € a concentracdo do

ploetilenoglicol e C¢ € a concentragdo do citrato.
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647

Tabela 2. Resultados do planejamento 2* para a producéo de xilanase utilizando

fermentacao extrativa em SDFA por Aspergillus tamari URM 4634

Fatores experimentais

Ensaio MMpgg Crec pH Cc Kpt Kx Y
1 2000 15 6 15 8,48 0,19 95,2
2 6000 15 6 15 7,20 0,14 96,5
3 2000 25 6 15 5,85 0,12 89,8
4 6000 25 6 15 1,05 1,89 32,7
5 2000 15 8 15 1,41 0,12 89,3
6 6000 15 8 15 3,08 0,16 86,2
7 2000 25 8 15 0,91 0,55 71,8
8 6000 25 8 15 0,90 0,77 64,4
9 2000 15 6 25 1,72 3,21 35,6

10 6000 15 6 25 1,28 0,15 94,0
11 2000 25 6 25 2,57 2,98 251
12 6000 25 6 25 0,49 2,27 36,4
13 2000 15 8 25 3,47 1,00 80,0
14 6000 15 8 25 2,01 3,98 20,0
15 2000 25 8 25 1,04 1,51 49,9
16 6000 25 8 25 5,96 2,93 32,9
17 4000 20 7 20 10,37 0,47 62,9
18 4000 20 7 20 9,90 0,55 62,5
19 4000 20 7 20 10,38 0,89 62,7
20 4000 20 7 20 8,21 0,66 64,2

88



648

649

650

651

652

653

654

655

656

657

658

659

660

661

662

663

664

665

666

667

668

Onde: MMpes € a Massa Molar do Polietilenoglicol; Cpec € a concentracdo do
ploetilenoglicol; Cc € a concentracéo do citrato, Ky € o coeficiente de particdo das
proteinas; Kx € o coeficiente de particdo da xilanase e Y é o rendimento da

fermentacao.

Tabela 3. Matriz do planejamento estatistico 22 da fermentacdo em Sistema de Duas

Fases Aquosa PEG/citrato.

Variaveis Inferior Central Superior
% PEG 12 13 14
%CITRATO 12 13 14
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669 Tabela 4. Inibicdo das xilanases na presenca de ions metais e inibidores.
Atividade Residual Inibicdo Atividade Residual Inibicdo Desvio
Substancias
A mM) (%) (5 mM) (%) Padréao (z)
* Controle + 1000 - 1000 - 0
Cu? 103,4 0 104,7 0 1,56
Mn ** 155,5 0 156,6 0 0,497
Na * 85,7 14,3 91,8 8,2 3,08
Fe 100,2 0 98,2 1,8 3,51
Zn* 96,2 3,8 87,3 12,7 0,67
Mg 2* 93,5 6,5 34,6 65,4 1,76
ca® 101,1 0 93,1 6,9 0,07
EDTA 94,3 5,7 90,9 9,1 0,92
2-Mercaptoetanol 100,0 0 127,0 0 1,12

670

671

672

673

674

675

676

677

678

679

* O controle foi realizado ao testar a atividade xilanasica normalmente, ou seja, sem

a adicao de ions ou substancias inibidoras.
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Tabela 5. Efeito da digestdo monogastrica in vitro na atividade da xilanase produzida

por Aspergillus tamarii URM 4634

Ensaios Atividade Total Atividade Total Atividade Residual Desvio
Xilanase (UmL™)  Controle (UmL™) da Xilanase (%) Padréo ()

1 13,66 20,96 65 0,986

2 15,50 20,96 74 1,079

3 16,30 20,96 78 0,536

4 13,68 12,96 106 0,835
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696 Figuras

697
(4)%|Citrato] [/ //?// 3189
(2)%[PEG] 1231138
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