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RESUMO

Xilanases sdo enzimas que possuem uma gama de aplicagdes biotecnoldgicas, como
hidrolise enzimatica da biomassa lignocelulésica para producéo de etanol, branqueamento de
polpa de papel Kraft, na racdo animal, na industria de alimentos como aditivo para melhorar a
qualidade de pées, na clarificagdo de sucos, entre outras. Essa variedade de aplicacOes deve-se
a atuacdo das xilanases sobre os residuos de xilose da cadeia principal do xilano, o segundo
principal componente da parede celular vegetal, liberando xilooligossacarideos. A amplitude
de aplicacdes confere as xilanases posicdo de destaque econémico e grande exploracao
cientifica, principalmente na busca por xilanases estaveis ou tolerantes a condices fisico-
quimicas mais extremas de temperatura, pH e salinidade. Este estudo mostra, pela primeira vez,
a producao, purificacdo e aplicacdo de xilanases de Aspergillus hortae, um fungo isolado de
lagoas salinas da regido do Pantanal do Mato Grosso do Sul, Brasil. A producdo de xilanases
foi realizada utilizando sabugo de milho como substrato. Apos a realizagdo de um planejamento
experimental, as condicdes 6timas de cultura foram pH 5,36 e 35 °C. As xilanases caracterizadas
no filtrado de cultura apresentaram pH e temperatura 6timos de 6,5 e 55 °C bem como
estabilidade em pH 3,0 a 8,0 e cerca de 70% da atividade ainda estava presente apds 5 h de
incubacéo do filtrado a 50 °C. A aplicagéo do filtrado de cultura na produgéo de paes, resultou
na reducdo da firmeza do miolo, provocando um efeito anti-endurecimento, o que é um fator
positivo quando se considera a vida de prateleira do pdo. O filtrado de cultura foi submetido
aos testes de purificacdo em trocador catidnico e anidnico bem como cromatografias de
exclusdo molecular, resultando na purificacdo de trés xilanases, Xyl I, Xyl 1l e Xyl I1I, com
massas moleculares de 33, 25 e 29 kDa, respectivamente. O pH 6timo das enzimas purificadas
foi em torno de 6,0 a 6,5 e a temperatura 6tima 55 °C, exceto para Xyl 111 que foi a 65 °C. As
trés enzimas apresentaram interessante tolerancia e estabilidade ao NaCl, com destaque para
Xyl I que foi ativada, especialmente a 4 M de NaCl, bem como permaneceram estaveis em
177%, 75% e 58%, respectivamente, quando incubadas a 2 M de NaCl por 3 h a 25 °C. Os
resultados deste trabalho indicam o potencial de aplicacdo destas enzimas em processos
industriais como na panificagdo e também processos que requerem estabilidade em faixas de
pH e salinidade mais extremas, como branqueamento de polpa de papel Kraft e preparacédo de

alimentos derivados de frutos do mar, respectivamente.

Palavras chave: Aspergillus hortae. Producdo de xilanases. Aplicacdo na panificacéo.
Purificacdo e caracterizacdo. Enzimas halotolerantes.



ABSTRACT

Xylanases are enzymes that have a range of biotechnological applications, such as
enzymatic hydrolysis of lignocellulosic biomass for ethanol production, bleaching of Kraft
paper pulp, in animal feed, in the food industry as an additive to improve the quality of breads,
clarification of juices, among others. This variety of applications is due to the action of
xylanases on the xylose residues of the xylan main chain, the second main component of the
plant cell wall, releasing xylooligosaccharides. The range of applications gives xylanases an
outstanding economic position and great scientific exploration, mainly in the search for stable
or tolerant xylanases to extreme physicochemical conditions, such as high temperature, pH or
salinity. This study shows, for the first time, the production, purification and application of
xylanases of Aspergillus hortae, a fungus isolated from saline lagoons in the Pantanal region of
Mato Grosso do Sul, Brazil. The xylanases production was carried out using corn cobs as a
substrate. After an experimental design, optimum culture conditions were pH 5.36 and 35 °C.
The xylanases characterized in the culture filtrate presented optimum pH and temperature of
6.5 and 55 °C as well as stability at pH 3.0 to 8.0 and almost 70% of the activity was still present
after 5 h incubation of the filtrate at 50 °C. The application of the culture filtrate in the bread
production resulted in a reduction of the firmness of the crumb, causing an anti-stalling effect,
which is a positive factor when considering the shelf life of the bread. The culture filtrate
produced under the conditions described above was subjected to purification tests, which
included chromatographic steps in cationic and anionic exchangers as well as exclusion
chromatography, resulting in the purification of three xylanases, Xyl I, Xyl Il and Xyl 111, with
molecular mass of 33, 25 and 29 kDa, respectively. The optimum pH of the purified enzymes
was around 6.0-6.5 and the optimum temperature 55 °C, except for Xyl 111 which was at 65 °C.
The three enzymes presented interesting tolerance and stability to NaCl, especially Xyl I, which
was activated mainly at 4 M NaCl, as well as remained stable at 177%, 75% and 58%,
respectively, when incubated at 2 M NaCl for 3 h at 25 °C. The results of this work indicate the
potential application of these enzymes in industrial processes such as baking and also processes
that require stability in more extreme pH and salinity ranges, such as bleaching of Kraft paper

pulp and preparation of foods derived from seafood, respectively.

Keywords: Aspergillus hortae. Production of xylanases. Application in baking. Purification
and Characterization. Halotolerant enzymes.
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1 INTRODUCAO

A crescente necessidade de tornar os processos industriais mais vantajosos quanto aos
aspectos de rendimento, operacionalidade e, consequentemente, competitividade encontra,
principalmente nos ultimos anos, desafios perante a coeréncia com 0 que € ecologicamente
correto. Sob esta perspectiva, cada vez mais as industrias se interessam nao apenas por metodos
e substancias com implicacdo direta nos parametros que determinardo a produtividade e
lucratividade, mas também pelos métodos de reaproveitamento de residuos ou subprodutos,
principalmente os de origem agroindustriais, oriundos da biomassa lignocelulésica.

Neste contexto, as enzimas microbianas como ferramentas da biotecnologia tém exibido
aplicaces no atendimento dos interesses conjuntos de aprimoramento dos processos
industriais, reaproveitamento de residuos, minimizacdo dos impactos causados pela liberagdo
dos mesmos no ambiente e consequente cumprimento das exigéncias de fiscalizacdo ambiental.

Devido a intensa exploracdo e a gama de aplicacdes dessas enzimas, este mercado tem
apresentado crescimento progressivo. O segmento movimentou em 2014, valores da ordem de
4,2 bilhdes de dblares e espera-se que se desenvolva a uma taxa composta de crescimento anual
de 7% no periodo de 2015 a 2020 para chegar a aproximadamente 6,2 bilhdes de ddlares
(SINGH et al., 2016). O Brasil, por outro lado, apesar da diversidade ambiental e do grande
potencial de bioprospecc¢do e descoberta de microrganismos produtores de enzimas de interesse
biotecnoldgico, tem contribuido com pequena fatia desse mercado (DE GODOY DAIHA et al.,
2016). Segundo BON e colaboradores (2008), o pais contribuiu com apenas 3,7% do mercado
internacional em 2005. A pequena participacdo brasileira e a predominancia das importagdes
indicam uma situacao de desvantagem tecnoldgica e estratégica em termos de producdo e uso
destes biocatalisadores no pais (BON et al., 2008; DE GODQOY DAIHA et al., 2016). Tal
contexto necessita ser revertido, principalmente devido ao grande potencial de bioprospeccéo e
desenvolvimento de patentes através da aplicacdo de enzimas microbianas em processos
industriais. Isso torna de extrema importancia iniciativas governamentais de apoio ao
desenvolvimento dessas tecnologias, como a Politica de Desenvolvimento da Biotecnologia,
que considera em suas diretrizes as enzimas industriais como areas prioritarias (BRASIL,
2007).

As xilanases ou 4-p-D-xylan xylohydrolases (EC 3.2.1.8) sdo amplamente estudadas

pela diversidade de aplicacfes industriais gracas a capacidade de hidrolisar o xilano, o segundo



15

principal componente da biomassa vegetal. Dentre as aplicagdes das xilanases, uma delas é na
panificacdo a fim de melhorar os aspectos reoldgicos da massa, volume do péo.

Apesar das inUmeras pesquisas com Xxilanases obtidas a partir do cultivo de
microrganismos em residuos ou subprodutos agroindustriais bem como sua aplicacdo em
diferentes processos industriais, ainda é importante a descoberta de enzimas que sejam
tolerantes a determinadas condi¢cBes de temperatura, pH, salinidade e outras inumeras
propriedades requeridas por uma gama de processos industriais nos quais elas séo empregadas.
Assim, a producdo, purificacdo e caracterizacdo de xilanases termotolerantes, halotolerantes ou
alcalinotolerantes merece destaque, evidenciado pelas inimeras pesquisas e prospecgdo de
microganismos em ambientes extremdfilos. Desta forma, o presente trabalho mostrou, pela
primeira vez, a producdo, purificacdo, caracterizacdo e aplicacdo de xilanases de Aspergillus

hortae isolado de lagoas salinas do Pantanal Mato-Grossense.
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6.0 CONSIDERACOES FINAIS

A primeira parte deste trabalho compreendeu a otimizacdo da producéo de xilanases
por uma espécie de fungo isolada de lagoa salina da regido da Nhecolandia, no Mato Grosso do
Sul, a qual foi posteriormente identificada como Aspergillus hortae. A producéo de xilanases
foi avaliada em diferentes fontes de carbono, especialmente residuos agroindustriais, sendo o
sabugo de milho, o melhor substrato analisado. A caracterizacgdo do filtrado de cultura, mostrou
atividade 6tima em pH 6,5 e 55 °C, estabilidade em pH 3,0 a 9,0 bem como boa estabilidade a
50 °C, mantendo mais de 67% da atividade por 5 horas. O filtrado de cultura contendo xilanases
foi aplicado na producdo da massa panificada, as sutis melhorias observadas com a adi¢cdo do
filtrado de cultura contendo xilanases na producéo de péo, podem ser devido ao tipo de farinha
empregado ou ainda ao fato de que, como evidenciado no capitulo 02, as xilanases presentes
no filtrado, apresentaram atividade 6tima em pH nao muito acido bem como temperatura 6tima
mais elevada quando o ideal para aplicacdo em pao seria a utilizacdo de xilanases mais acidas
e com temperatura 6tima em torno de 35 °C que é a temperatura de preparacdo da massa do
pdo. A segunda parte do trabalho mostrou, pela primeira vez, a purificacdo das xilanases
presentes no filtrado de cultura de A. hortae, bem como a caracterizacdo de suas principais
propriedades fisico-quimicas. Foram purificadas trés xilanases, Xyl I, Xyl Il e Xyl Il em
poucas etapas cromatograficas. As caracteristicas bioquimicas destas enzimas, pH étimo
levemente acido, a temperaturas 6timas mais elevadas 55-65°C bem como estabilidade em
ampla faixa de pH e termoestabilidade a 55°C por longo periodo indicam potencial de aplicacédo
em diversos processos industriais. Além disso, as enzimas apresentaram halofilicidade e
halotolerancia, caracteristica pouco reportada na literatura para enzimas produzidas por fungos.
A atividade de Xyl I foi ativada em todas as concentracfes de sal analisadas, 0,5 M a4 M, e
Xyl 11 e Xyl 11l apresentaram 85% e 58% de atividade a 2 M de NaCl. Por fim, as enzimas
produzidas e purificadas a partir do filtrado de A. hortae podem apresentar diferentes aplicaces
industriais, como na composicdo de alimentos derivados de frutos do mar, no processo de
sacarificacdo da biomassa com possibilidade reaproveitamento de aguas devido ao fato da
enzima ser estavel a diversos ions bem como condi¢6es de salinidade, ndo necessitando de agua

purificada para permanecer ativa.
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