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RESUMO
Neste trabalho foi utilizada a metodologia de superficie de resposta, por meio
de delineamento composto central rotacional para investigar as melhores
condigdes de producdo de xilanase pelo fungo filamentoso Aspergillus niger.
Este micro-organismo € considerado um bom produtor de enzimas xilanases,
sendo que estas enzimas tém a capacidade de hidrolisar xilana em
xilooligossacarideos e xilose. Produtos assim obtidos estdo sendo cada vez
mais utilizados em ragdes animais para melhoria da flora intestinal; para a
producao de xilitol e também para a produgéo de alcool de segunda geragao. A
analise estatistica dos resultados obtidos neste trabalho mostrou que as
melhores condigdes de producdo da enzima extracelular foram: pH 5,0,
temperatura de 37 °C, agitacdo de 80 rpm, e concentragao de fonte de carbono
de 2 % (p/v). Apés a determinagdo das condigbes ideais, o extrato foi
clarificado por filtragdo em caulim, e as proteinas assim obtidas foram
precipitadas com acetona ocorrendo uma melhora sensivel na atividade
especifica. Apos filtragdo em Sephadex G-75 foi mostrada a presenca de
atividade xilanolitica em dois picos, e as fra¢cdes referentes ao segundo pico
foram reunidas e submetidas a coluna de troca idbnica DEAE-Trisacryl, na qual
se constatou uma fragdo sendo eluida com 0,06 mol/L de NaCl, contendo
atividade de xilanase. A SDS-PAGE da fracdo majoritaria revelou uma unica
banda protéica com massa molar aparente de 34 kDa. A cromatografia em
silica gel P60 revelou que os produtos de hidrélise foram constituidos de

xilooligossacarideos, apos 120 min de hidrdlise.

Palavras-chave: Xilanase. Aspergillus niger. Delineamento composto central.



ABSTRACT
In the present work, response surface methodology was utilized, through
appliance of rotational central composite design to investigate the best
conditions of production of xylanase by the filamentous fungus Aspergillus
niger. This microorganism is considered a good producer of xylanase enzyme,
which has the ability to hydrolyze hemicelluloses in xylooligosaccharides and
xylose. Products obtained this way are being increasingly utilized in animal
feeding to improve the intestinal flora, to produce xylitol and also to produce
second generation ethanol. The statistical analysis of the obtained results
showed that the best conditions for the extracellular enzyme production were:
pH 5.0, 37 °C, 80 rpm shaking, and 2 % (w/v) carbon source concentration.
After the determination of the ideal production conditions, the enzyme extract
was clarified through filtration in kaolin, and the protein obtained were
precipitated with acetone, with a sensitive increase in the specific activity. After
molecular exclusion chromatography in Sephadex G-75 the presence of
xylanolitic activity was shown in two peaks, and the fractions related to the
second peak were collected and submitted to DEAE-Trisacryl ion exchange
column, in which were observed fractions showing xylanase activity that was
eluted with 0.06 mol/L NaCl. SDS-PAGE of the maijority fraction revealed only
one proteic band with apparent molar mass of 34 kDa. P60 silica gel
chromatography revealed that the product of hydrolysis was constituted of small

xylooligosaccharides released after 120 min of hydrolysis.

Key words: Xylanase. Aspergillus niger; Central composite design.
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1. INTRODUGAO

1.1. Enzimas microbianas e sua importancia biotecnolégica

Enzimas sdo substancias organicas, de natureza predominantemente
proteica (com excec¢éo das ribozimas, de natureza ribonucleica) cuja fungao é
promover e acelerar reagdes quimicas que regulam diversos processos
bioldgicos, através da redugdo da sua energia de ativagdo (energia inicial
necessaria para que uma reacgao especifica qualquer aconteca). As enzimas
sdo capazes de realizar, em poucos minutos ou mesmo segundos, reagdes
quimicas que sem sua participacdo levariam centenas de anos para se
processarem (DABLY, 2003; OTTEN; QUAX, 2005).

Presentes em micro-organismos, animais e vegetais, as enzimas tém
sido utilizadas direta ou indiretamente pela humanidade ha milhares de anos,
mas foi a partir de meados do século XIX, quando seu mecanismo de atuacao
foi cientificamente compreendido, e do século XX em diante, quando o
conhecimento sobre enzimas foi expandido, que sua utilizacdo direta se
multiplicou e possibilitou seu uso e producao industriais. Elas sdo amplamente
utilizadas em diversos setores, como o de alimentos (na producédo de queijos,
iogurtes, vinhos, paes, sucos e biscoitos), farmacéutico (antibiéticos, anti-
inflamatorios e digestivas), papeleiro, de biocombustiveis, téxtil, cosmético,
setor quimico de limpeza, e até no tratamento de efluentes e residuos
industriais (MUSSATO et. al., 2007).

Dentre as propriedades desejaveis de enzimas para a aplicagao
industrial e biotecnoldgica em geral, podemos citar a sua atividade catalitica de
alta especificidade em condigdes amenas de temperatura e pressao;
capacidade de catalisar reagdes dificeis de serem realizadas por métodos
quimicos convencionais, como por exemplo, reagdes de hidrolise enantio-
seletivas ou régio-seletivas, ou a adicao de grupos quirais (SARROUH et al.,
2012). Além disso, séo inertes e ndo afetam propriedades como entalpia e
entropia, ndo afetam o equilibrio da reagao, ndo sendo consumidas durante a
mesma, apresentam menor consumo energético e maior velocidade de reagao
em relagcdo aos catalisadores quimicos, também produzem menor quantidade

de residuos indesejaveis ao final do processo e, por conseguinte, geram um
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produto relativamente mais puro comparado aos processos quimicos
convencionais. Por apresentarem alta especificidade de atuagdo sobre o
substrato, frequentemente se obtém uma melhoria na qualidade final do
produto. Essa melhoria no processo reduz os custos de manutengdo com
maquinario ou laboratorial. Além disso, o emprego de enzimas possibilita a
fabricagdo controlada do produto em pequenas quantidades (MUSSATO et al.,
2007).

Uma caracteristica que torna as enzimas interessantes sob o ponto de
vista ambiental é o fato de serem biodegradaveis, atoxicas, e derivadas de
fontes renovaveis. Exemplos em que enzimas foram utilizadas para substituir
processos quimicos com sucesso significativo podem ser observados em
inumeras aplicagdes: em sabdes em pod, onde fosfatos foram substituidos por
enzimas tais como proteases e celulases, fabricagdo de paes, onde
emulsificadores quimicos foram substituidos por lipases, e a industria téxtil, em
que o hidroxido de soédio deu lugar a amilases e pectinases. A lista de
aplicacbes é vasta e crescente, e tal sdo os beneficios sociais e ambientais
trazidos em retorno (CHERRY; FIDANTSEF, 2003).

As enzimas sao classificadas em 6 grupos - ou classes - distintos,
conforme estabelecido pela Unido Internacional de Bioquimica e Biologia
Molecular (IUBMB) e de acordo o tipo de reagcado que catalisam. Sendo assim,
elas sao classificadas em:

1) Oxirredutases: todas as enzimas que catalisam reagbes de
oxirredugdo. O substrato oxidado € considerado o doador de
elétrons;

2) Transferases: enzimas que catalisam a transferéncia de grupos entre
moléculas;

3) Hidrolases: enzimas que catalisam reag¢des de hidrdlise (transferem
grupos funcionais para a agua);

4) Liases: enzimas que catalisam adicdo de grupos para duplas
ligacbes ou formagéao de ligagdes duplas por remogao e grupos;

5) Isomerases: sdo enzimas que catalisam transferéncia de grupos

dentro de moléculas para produzir formas isoméricas;
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6) Ligases: enzimas que catalisam reag¢des de formacdo de ligagdes
C-C, C-S, C-O, e C-N por reacgdes de condensacdo acoplado a
quebra de ATP.

A maioria das enzimas utilizadas para fins industriais € produzida por
fermentacdo por micro-organismos tais como bactérias, fungos (SARROUH et
al, 2012). Os fungos, devido a sua nutricdo por absorgao, sdo particularmente
interessantes produtores de enzimas. Eles secretam uma ampla variedade de
enzimas no meio extracelular, que atuam como pré-digestoras do alimento que
em seguida é absorvido pelas células para ser completamente processado e
incorporado (BENNET, 1998). A producdo de enzimas extracelulares € um fator
altamente desejavel do ponto de vista industrial, pois esta caracteristica
simplifica sua recuperacgao e purificagdo em comparagao com a producao de
enzimas intracelulares, as quais necessitam ser separadas e purificadas dentre
milhares de outras proteinas e outros componentes celulares (SARROUH et al,
2012).

As vantagens de se extrair ou produzir enzimas de fontes microbianas,
em comparagdo com fontes animais e vegetais incluem menor custo de
producdo, possibilidade de produgdo industrial em larga escala em
fermentadores, possibilidade de manipulacdo genética do micro-organismo
para potencializacdo da expressao da enzima ou expressdo de enzimas
exdgenas, auséncia de fatores ligados a sazonalidade, rapido desenvolvimento
de cultivo e métodos de manutengcdo relativamente simples. Tais
caracteristicas tornam as enzimas microbianas biocatalisadores adequados
para varias aplicagdes industriais (HASAN et al, 2006).

Idealmente, para sua utilizagdo em bioprocessos industriais, a escolha
do micro-organismo a ser manipulado deve pautar-se em uma série de
caracteristicas preferenciais. Dentre as quais incluem a n&o patogenicidade -
especialmente quando aplicado na industria alimenticia -, a elevada
capacidade de conversdao do substrato em produto, a tolerdncia a altas
concentragbes de substrato e de produto, ter estabilidade fisioldgica, ser pouco
exigente quanto as condigbes de cultivo e ndo requerer condi¢gdes operacionais
dispendiosas (LEISOLA et al., 2002).

Algumas das enzimas mais utilizadas industrialmente incluem a amilase,

a lipase, as proteases, as ligases, as fitases, as celulases e as xilanases
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(COWAN, 1996; KIRK et al, 2002; HOWARD et al., 2003; CHERRY;
FINDANTSEF, 2003; EIJSINK et al., 2008).

Alguns dos micro-organismos mais utilizados para producéo de enzimas
incluem os géneros Bacillus, Trichoderma, Saccharomyces, Rhizopus,
Humicola e Aspergillus (TURNER, 1975; BIGELIS, 1985; GODFREY; WEST,
1996; BENNET, 1998).

1.2. Materiais lignocelulésicos — composicao e distribuicao

Os materiais lignoceluldsicos representam a principal proporgao da
biomassa em plantas terrestres e constituem uma enorme fonte de carbono
renovavel na natureza (BOUDET et al., 2003). Sdo0 compostos, principalmente,
por quatro polimeros: celulose, hemicelulose, lignina, e pectina, responsaveis
por formar um complexo de estrutura rigida.

A celulose é o polissacarideo mais abundante na natureza. Possui uma
estrutura insoluvel de cadeia linear e homogénea, composto por B-D-
glicopiranosidios unidos através de ligagdes glicosidicas B-1,4, que por sua
vez, sdo interligados por pontes de hidrogénio, formando uma estrutura fibrilar
altamente ordenada. Representa cerca de 50% do peso da madeira
(MARTINEZ et al, 2005).

Hemiceluloses sdo grupos de heteropolissacarideos de pentoses (D-
xilose e L-arabinose), de hexoses (a-D-galactose, p-D-glicose e 3-D-manose),
e/ou acidos urbnicos (a-D-glucurbnico, a-D-4-O-metilgalacturénico e a-D-
galacturdnico); outros acgucares tais como o a-L-ramnose e a-L-fucose também
podem estar presentes em pequenas quantidades. A hemicelulose é
encontrada principalmente em associagdo com a celulose na parede celular de
plantas superiores (SAHA, 2003).

A lignina é altamente resistente a degradacado quimica e biologica; € o
elemento responsavel por conferir a dureza caracteristica da madeira. A lignina
situa-se, em maiores concentracdes, na lamela média exercendo propriedade
coesiva entre as fibras da madeira, mas é também encontrada na parede
celular vegetal, principalmente na parede celular secundaria, formando,
juntamente com a hemicelulose, uma matriz amorfa onde as microfibrilas de

celulose estado envoltas e protegidas contra a degradacdo (MARTINEZ et al.,
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2005). A pectina consiste em um grupo de heteropolissacarideos formados por
unidades de acido-D-galacturénico unidas por ligacdes a-1,4 (KULKARNI et al.,
1999; ARO et al., 2005).

Na Figura 1, observa-se uma representagdo esquematica da parede celular

vegetal.

Figura 1. Estrutura da parede celular vegetal. a) Parede celular contendo
microfibrilas de celulose, hemicelulose, pectina, lignina e proteinas soluveis. b)
Estratos que compdem a parede celular vegetal, a lignificagdo ocorre nas
camadas S1, S2, e S3 (STICKLEN, 2008).
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A biomassa lignocelulosica inclui residuos agricolas como palhas,
cascas, caules, hastes, bagacgos, farelos, madeiras deciduas e coniferas,
residuo da industria de polpa e papel, residuos de plantas herbaceas,
entreoutros (SAHA, 2003), sendo utilizados como substratos de baixo custo
para induzirem a producgao de diversas enzimas, tais como amilases, xilanases

e proteases.
1.3. Xilana — estrutura e biodegradagao

A xilana é o mais relevante e abundante polissacarideo componente da
hemicelulose, o qual esta presente em todas as camadas da parede celular
vegetal e na interface entre a celulose e lignina. Quanto a sua disponibilidade,
a xilana é a segunda maior fonte renovavel de carbono presente na natureza,
sendo inferior apenas & celulose (ZANOELO et al., 2004). E uma molécula
heterogénea constituida, em sua cadeia principal, por residuos de xilose unidos
por ligagcdes glicosidicas [(-1,4, podendo apresentar ramificacbes contendo
arabinose, manose, galactose, glicose e acidos urdnicos. Na natureza, sua
degradagao e modificagdo podem ser feitas por diferentes micro-organismos,
incluindo bactérias, leveduras e fungos (FERREIRA et al, 1999;
MAHESHWARI et al., 2000; ABDEL-SATER; EL-SAID, 2001; LENARTOVICZ,
2003) e sua completa hidrélise se da pela agdo de diversas enzimas do
complexo xilanolitico (LEE et al., 2009). As xilanases fazem parte desse
complexo, as quais sédo responsaveis pela hidrélise da xilana. Essas enzimas
sao principalmente produzidas por micro-organismos e atuam na
decomposicdo das paredes celulares das plantas, que com outras enzimas
hidrolisam polissacarideos, e também digerem a xilana durante a germinacao
de algumas sementes. As xilanases sado também encontradas em algas
marinhas, protozoarios, lesmas, crustaceos, insetos e sementes de plantas
(SUNNA e ANTRANIKIAN,1997). Entre as fontes microbianas, fungos
filamentosos sao importantes, pois estes produzem maior quantidade de
xilanases extracelulares em comparagdo com bactérias e leveduras
(HALTRICH et al., 1996; POLIZELI et al., 2005). Tais caracteristicas tornam
enzimas produzidas por fungos uma opcao interessante do ponto de vista

industrial, uma vez que n&o € necessaria a etapa de rompimento celular para a
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obtencdo destas enzimas (HALTRICH et al., 1996). Essas enzimas s&o
variadas na estrutura tridimensional. Elas podem ser encontradas em seis
familias de glicosideo hidrolases (GH): GH5, GH7, GH8, GH10, GH11 e GH43.
As familias se diferem uma das outras quanto as propriedades fisico-quimicas,
estrutura, modo de acado e especificidade do substrato (COLLINS et al., 2005;
PUCHART et al.,, 2007). Devido a estrutura heterogénea da xilana, sua
completa degradagcdo demanda a atuagdo sinérgica de diversas enzimas
xilanoliticas (Figura 2). Este conjunto enzimatico é particularmente constituido
pelas enzimas B-1,4-endoxilanases (1,4-B-D-xilana xilohidrolases; EC 3.2.1.8),
B-D-xilosidases  (B-D-xilosideo  xilohidrolases; EC  3.2.1.37), a-L-
arabinofuranosidases; EC 3.2.1.55, a-glucuronidases; EC 3.2.1.131,
acetilxilana esterases; EC 3.1.1.6, esterase para acido ferrulico; 3.1.1.73, e a
esterase para acido p-coumarico; EC 3.1.1.x. Este sistema enzimatico é
composto particularmente pelas enzimas: B-1,4-endoxilanases (1,4-B-D-xilana
xilohidrolases; EC 3.2.1.8) que clivam as ligagdes internas glicosidicas da
cadeia principal da heteroxilana, diminuindo o grau de polimerizagdo do
substrato. A clivagem do substrato ndo é ao acaso e as ligagbes a serem
hidrolisadas dependem da natureza do substrato (comprimento e/ou grau de
ramificacdo) e também da presenca de substituintes (LI et al.,, 2000).
Inicialmente, os principais produtos da reagdo sido xilooligossacarideos, mas
posteriormente, outras pequenas moléculas de monossacarideo, dissacarideo
e trissacarideo de xilose, isto €, xilose, xilobiose e xilotriose podem ser
liberados. Assim, as endoxinalases podem ser classificadas em dois tipos de
acordo com o produto final da reagao: as que catalisam a hidrélise nos pontos
de ramificacado 1,3-a-1-arabinofuranosil de arabinoxilanas em adic&o a hidrolise
das ligagbes da cadeia principal, e aquelas que n&o hidrolisam estes pontos de
ramificagdo (MATSUO et al., 1998; RIZZATTI, 2004; CZJZEK et al., 2005). As
B-D-xilosidases (B-D-xilosideo xilohidrolases; EC 3.2.1.37) sao exoglicosidases
que hidrolisam xilooligossacarideos pequenos e xilobiose, a partir da
extremidade ndo redutora, liberando xilose (KUMAR e RAMOM,1996;
MATSUO et al., 1998; LENARTOVICZ, 2003; RIZZATTI, 2004; CZJZEK et al.,
2005). Estas enzimas sao capazes de clivar substratos artificiais como p-
nitrofenil B-D-xilopiranosideo (ANDRADE, 2002; RIZZATTI, 2004). Um

importante papel é atribuido a essas enzimas, pois as xilanases séo inibidas
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por altas concentragdes de seus produtos e uma das funcbes das [(-D-
xilosidases € diminuir esta inibigdo causada pela concentracdo de
xilooligossacarideos (ANDRADE et al., 2004; POLIZELI et al., 2005). As B-D-
xilosidases tém sido caracterizadas em varios fungos e bactérias, mas pouco
se conhece sobre a regulagdo de sua biossintese (ANDRADE et al., 2004). Em
fungos filamentosos, estas enzimas estdo associadas ao micélio podendo ser
detectadas também no extrato celular ou durante o crescimento. As [B-D-
xilosidases apresentam uma massa molecular de 60 a 360 kDa sendo
geralmente glicoproteinas. Elas possuem pH o6timo entre 4,0 e 5,0, e as
temperaturas 6timas podem variar entre 40 °C a 80 °C, dependendo do micro-
organismo estudado (POLIZELI et al., 2005). Outras enzimas microbianas séo
capazes de afetar a conversao da xilana em seus constituintes. Estas enzimas
agem cooperativamente, ocorrendo um sinergismo entre elas, os quais
apresentam as seguintes atividades: a-L- arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55)
removem os residuos de L-arabinose substituidos no carbono trés (C3) das
unidades de xilose (KANEKO et al., 1993; RIZZATTI, 2004); a-glucuronidases
(EC 3.2.1.131) hidrolisam as ligagdes glicosidicas a-1,2 entre o acido
glucurdnico ou acido metil-glucurénico e residuos de xilose em glucuronoxilano
(ANDRADE, 2002; RIZZATTI, 2004); acetilxilana esterases (EC 3.1.1.6)
removem grupos O-acetil a partir dos carbonos dois e/ou trés (C2 e/ou C3) dos
residuos de xilose na acetilxilana (SHAO e WIEGEL, 1992; CRAUFRIER et al.,
2003; RIZZATTI, 2004); e os acidos fendlicos esterases também podem estar
presentes: acido ferrulico esterase (3.1.1.73) e o acido p-coumarico esterase
(EC 3.1.1.-) clivam na xilana as ligagdes éster entre residuos de cadeia lateral
de arabinose e acido ferrulico ou &acido p-coumarico, respectivamente
(RIZZATTI, 2004; POLIZELI et al., 2005).
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Figura 2. Esquema da estrutura da xilana e sitios de clivagem das diferentes

enzimas envolvidas na degradacdo completa da xilana (BEG et al., 2001).
1.4. Aplicacao Biotecnoldgica das Xilanases

O crescente fortalecimento das politicas ambientais tem gerado um
avango do desenvolvimento tecnologico mundial na direcdo dos processos
biotecnoldgicos, visando a substituicdo dos processos quimicos convencionais
por alternativas mais sustentaveis, como por exemplo, a utilizacdo de
processos enzimaticos.

O mercado global de enzimas para aplicagao industrial vem crescendo
significativamente nos ultimos anos. Em 2007, o montante financeiro gerado
por este segmento foi equivalente a 2,3 bilhdes de ddlares (THAKORE, 2008).
Segundo publicacdo da BBC Research, este valor passou para 3,3 bilhdes em
2010, com estimativa para atingir 4,4 bilhdes em 2015 (BBC RESEARCH,
2011).

A hidrdlise enzimatica apresenta diversas vantagens em relacédo a
processos convencionais de hidrdlise quimica, tais como maior rendimento,
maior especificidade de reacao, necessidade de menores temperaturas - o que

culmina em menor geragdo de energia durante 0 processo e,
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consequentemente, menor custo de produgao -, condigdes mais brandas de pH
durante o processo, ja que este ndo necessita de meios com pH muito baixo
(hidrélise acida) ou elevado (hidrélise alcalina), como ocorre no caso da
hidrolise quimica. Dessa forma, o processo ainda apresenta vantagem de ser
conduzido com maior seguranga e menores custos de manutencdo, pois os
equipamentos utilizados estdo menos sujeitos a agao da corrosdo, como ocorre
nos processos quimicos convencionais (KHAN, 2010).

Além disso, o mercado global da tecnologia enzimatica, adequando-se a
norma de reaproveitamento de subprodutos da industria, demonstra notavel
interesse em processos que envolvam tecnologia de baixo custo energético,
que utilize matérias-primas renovaveis e de reduzido impacto ambiental
(COELHO et al, 2001). Assim, tanto o mercado tecnolégico de enzimas,
quando as politicas ambientais contemporaneas convergem para evidenciar a
importancia do desenvolvimento e aprimoramento da biotecnologia de maneira
geral.

A xilana e as enzimas xilanoliticas se inserem neste contexto e tém sido
alvo de particular interesse para muitos pesquisadores (KULKARNI et al, 1999),
devido ao seu potencial biotecnolégico e amplo espectro de aplicagdo na
industria (COLLINS et al., 2005).

Xilanases tém importancia no setor de agronegdcios, onde sao
empregadas na produgao de rag¢des animais, juntamente com outras enzimas,
como glucanases, pectinases, celulases, proteases, amilases, fitases,
galactosidases e lipases. Elas integram a formulagcdo da racdo animal e
promovem a quebra de arabinoxilanas presentes na ragao, conferindo redugcao
a viscosidade do material bruto, aumentando a sua digestibilidade e elevando a
taxa de absorc¢do de nutrientes pelo animal, auxiliando o ganho de peso mais
rapidamente. (POLIZELLI, 2005).

Na industria alimenticia, como por exemplo, na panificagdo, xilanases
podem ser utilizadas em conjunto com a a-amilase, que leva a produgao de
maltose, conferindo maior maciez e melhor textura da massa e do miolo do
pao, bem como aumentando sua vida de prateleira, por manter o pao fresco
por mais tempo. (MUSSATO et al, 2007). As xilanases também sao
empregadas na hidrolise de arabinoxilanas, contidas na farinha de trigo em

uma quantidade de aproximadamente 2 a 3% (p/p) e responsaveis por
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absorverem 1/3 da agua adicionada a massa, impedindo o desenvolvimento do
gluten e reduzindo, dessa forma, o volume do p&o e qualidade da textura do
mesmo. Ao realizar a hidrdlise da arabinoxilana, as xilanases promovem a
liberagcdo da agua retida nas arabinoxilanas, conferindo uma massa de melhor
manuseabilidade e permitindo a obtencdo de um produto final mais volumoso,
com melhor estrutura de miolo e qualidade de textura (KULKARNI et al, 1999;
HARBAK; THYGESEN, 2002; CAMACHO; AGUILAR, 2003). Além disso,
xilooligossacarideos em grande quantidade podem ser benéficos a saude, pois
influenciam no bom funcionamento do intestino delgado, melhorando a
digestdo e absorgdo de agucares, na protecdo de doengas cardiovasculares,
prevencao de cancer do colo retal e auxiliam na regulagdo da evacuacgao
intestinal periddica por promover o aumento do bolo fecal (MENEZES;
DURRANT, 2008). Na industria de biscoitos, a xilanase também é
recomendada na fabricagdo de cream-crackers e waffers, por conferir
uniformidade, melhoria na palatabilidade e textura do produto final (POLIZELLI
et al, 2005).

Ainda na industria alimenticia, as xilanases s&o empregadas no
processo de clarificacdo de sucos e vinhos (BIELY, 1985), na mucilagem de
café e na liquefagao de frutas e vegetais (WONG et al., 1988), promovendo
melhorias na estabilizacdo da polpa de fruta, a recuperagdo de aromas
naturais, Oleos essenciais, vitaminas, sais minerais, cor, reducao da
viscosidade e hidrélise de compostos que impedem ou dificultam a clarificagcao
fisica e quimica do suco, ou que possam causar 0 seu escurecimento.

Embora em menor escala, a xilanase ¢ utilizada na industria
farmacéutica. A xilanase foi algumas vezes empregada, junto com um
complexo de enzimas (hemicelulases, proteases e outras), em suplementos
alimentares, mas poucos produtos medicinais possuem essa formulacao
(POLIZELLI et al, 2005). Outras aplicagdes das xilanases incluem a produgcao
de biocombustiveis (etanol) a partir da fermentagcao do seu produto de hidrélise
(xilose); de «xilitol, um polidlcool de baixa caloria com poder adocante
comparavel ao da sacarose (PARAJO, et al, 1998) com aplicacdes
odontoldgicas e terapéuticas, devido as suas propriedades anticariogénica e

remineralizadora, sendo também eficaz no tratamento e prevencao de diabetes
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osteoporose e infecgbes respiratérias (MUSSATO; ROBERTO, 2002); e na
industria téxtil no processamento das fibras dos tecidos (BEG et al, 2001).

No entanto, é na industria papeleira que as xilanases encontram sua
maior e mais significativa aplicacdo. Ela é empregada no processo de
branqueamento da polpa Kraft, constituindo uma importante via alternativa para
0 uso de compostos organoclorados. O processo de branqueamento
convencional da polpa Kraft gera problemas ambientais devido a emissao
destes compostos organoclorados nos efluentes, muitos dos quais sao toxicos,
mutagénicos, bioacumuladores e persistentes, capazes de acarretarem
numerosos desequilibrios no meio ambiente e em seus sistemas bioldgicos. O
emprego da xilanase ajuda a reduzir em grande parte a utilizacédo de tais
compostos ao longo do processo, além de ser uma substancia biodegradavel,
reutilizavel e ndo ofensiva ao meio ambiente. No processo, as xilanases atuam
de forma altamente especifica na abertura da estrutura da polpa, pela clivagem
de ligacdes entre ligninas e carboidratos nela presentes. Como resultado, as

xilanases promovem uma melhoria na pureza e qualidade da textura do papel.

1.5. Delineamento Experimental e Metodologia de Superficie de Resposta

A Metodologia de Superficie de Resposta (MSR), € uma técnica de
otimizacdo baseada em planejamentos experimentais. A MSR é
essencialmente um conjunto de técnicas estatisticas, composta por
planejamento e analise de experimentos, que procura relacionar respostas com
os niveis de fatores quantitativos (variaveis independentes) e suas interagdes
(CUSTODIO, 2000).

Delineamentos experimentais sado planejamentos formais desenvolvidos
para conduzir experimentos, isto é, sao testes elaborados de maneira
planejada, onde os fatores (ou variaveis controladas) sao alterados a fim de
avaliar o seu impacto sobre uma variavel resposta. Delineamentos
experimentais se tornam opg¢des muito convenientes quando comparados a
métodos convencionais de analise tais como, por exemplo, o método de
analise univariada, e o da analise total de combinac¢des (fatorial completo).

A andlise univariada (figura 4 a) se fundamenta em um procedimento

experimental que consiste em fazer mudancas em uma das variaveis
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estudadas enquanto mantém-se todas as demais fixas, a fim de observar sua
influéncia na variavel resposta. Este tipo de procedimento possui a
desvantagem de impossibilitar a verificacdo dos efeitos das interagdes entre as
variaveis em estudo, as quais podem influenciar diretamente a variavel
resposta, o que o torna, além de dispendioso, pouco eficiente especialmente
quando as variaveis em estudo sdo muitas.

A analise total de combinag¢des ou planejamento fatorial completo (figura
4 b) consiste em verificar todas as variagbes possiveis entre os niveis das
variaveis em estudo, investigando todo o espago experimental em busca do
melhor resultado para a variavel resposta. Este tipo de procedimento, embora
fornega a vantagem de explorar extensivamente o espectro de experimentos,
traz a desvantagem de necessitar um grande numero de medidas, agregando
maior possibilidade de erros causados por varidveis ndo controladas, ou
tornando-o inviavel pelo numero de ensaios requeridos.

Delineamentos experimentais sao ferramentas utilizadas no intuito de
promoverem uma boa quantidade e qualidade de informacdes acerca do
processo estudado, sem sacrificar a sua eficiéncia ou viabilidade de execucao.
Existem diversas op¢des de delineamentos a serem escolhidos, cada qual com
vantagens e desvantagens intrinsecas, de modo que a escolha e o emprego
adequado de um determinado tipo de delineamento dependem, principalmente,
da finalidade de sua aplicacdo e nivel de conhecimento preliminar do
pesquisador acerca do processo a ser analisado.

Delineamentos compostos centrais (DCC) (figura 4 c) sdo planejamentos
experimentais muito utilizados dentro da metodologia de superficie de resposta.
Foram desenvolvidos, inicialmente, por BOX e WILSON (1951) para estudo de
funcbes polinomiais de resposta na industria, sendo o erro experimental
pequeno, e as condicbes do experimento mais facilmente controlaveis
(MATEUS et. al., 2001). E uma estratégia experimental que visa reduzir o
tempo, o custo e o numero de ensaios de um dado estudo - e, por conseguinte,
a minimizagcdo de erros experimentais - em que se deseja reconhecer uma
resposta minima ou maxima para um determinado numero de variaveis
combinadas. Geralmente é empregado quando um planejamento fatorial com
alto numero de fatores e niveis tornaria a execucao experimental inviavel. Para

sanar este problema, os DCC combinam um planejamento fatorial de dois
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niveis com um planejamento axial, estruturado em relagdo a um ponto central,
de modo a analisar uma dada regido onde se acredita ou se tem indicios
prévios de que nela se encontra o ponto 6timo da resposta desejada. Por este
motivo, sdo modelos experimentais considerados bastante adequados para

otimizar processos.

Figura 3. Algumas estratégias para condugdo de experimentos. a) analise
univariada; b) planejamento fatorial completo; c) delineamento composto
central (CHAVES, 2008)

Em geral, um planejamento composto central para k fatores,

devidamente codificados como (Xj,..., Xk), € constituido de trés partes:

1. Uma parte chamada de fatorial (ou cubica), contendo um total de n¢y
pontos de coordenadas x; = -1 ou x;j= +1, para todos os i = 1,...,k;

2. Uma parte axial (ou em estrela), formada por nax = 2k pontos com todas
as coordenadas nulas, exceto uma, que € igual a um certo valor a (ou —
a);

3. Um total de n¢entr €nsaios realizados no ponto central, onde x;=... xx = 0.
(BARROS NETO, 2001).

A figura 4 ilustra a representacdo de um delineamento composto central para 3
fatores.
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Figura 4. Representagdo de um DCC para 3 fatores. Pontos quadrados
representam a parte cubica — os ensaios de um fatorial 23. Pontos circulares
representam a parte axial. O ponto central é representado inscrito no cubo. a; e
by sdo as distancias dos pontos cubicos e axiais, respectivamente, em relagao
ao ponto central (PLASUN, R., 1999).

Neste caso hipotético, para k = 3 e trés repeticdes no ponto central, o
numero total de ensaios do DCC corresponderia a 17, sendo 8 na parte cubica
(2%), 6 na parte axial (2 x 3) e as repetigdes no ponto central.

Os pontos cubicos sado idénticos a um planejamento fatorial de dois
niveis, distando +1 ou -1 em relagao ao centro do delineamento. Os pontos
axiais correspondem a um dado valor a, em geral definido entre 1 e V" k. O total

de niveis distintos num DCC é n¢y + 2K + 1.

Tabela 1. Composicdo de um DCC. O ponto central é codificado como 0,

pontos fatoriais como -1 e +1, e axiais como -a e +a.

Nax Nfat Ncentr Nfat Nax

-a -1 0 +1 +a
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A tabela 2 apresenta uma comparacao, quanto ao numero de ensaios
totais, entre a abordagem do planejamento fatorial completo e o delineamento
composto central para a analise de um processo envolvendo 4 variaveis

(fatores).

Tabela 2. Comparacédo entre planejamento fatorial completo e DCC para 4

variaveis independentes, quanto ao numero total de experimentos.

Tipo de _ Tipo de Numero de
. Fatores (k) | Numero de niveis _ .
delineamento varredura ensaios totais
42=16 +8 =24

2 + pontos axiais . o
DCC 4 Parcial +repeticdes no
+ ponto central
ponto central

Fatorial 5
4 5 Completa 4°=1024
Completo

A rotacionalidade €, por vezes, uma caracteristica adicional atribuida ao
delineamento composto central, cuja finalidade é garantir igual precisdo na
estimativa do valor da variavel resposta, independentemente da direcdo em
que a regido oOtima do processo em estudo se encontra. Ou seja, a
rotacionalidade é uma propriedade que assegura que o caminho da resposta
estimada é tdo acurado quanto possivel. Como o objetivo da MSR é justamente
a localizacdo de um ponto otimo desconhecido, um delineamento que
providencie precisdo equivalente em qualquer dire¢do dentro da regido a ser
analisada é altamente conveniente.

O conceito de rotacionalidade foi proposto por BOX e HUNTER (1957)
como um critério para a escolha do valor de a. De uma maneira geral, para se
atribuir rotacionalidade ao delineamento composto central, admite-se um valor

de a = ngd .
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2. OBJETIVOS:

2.1. GERAL

O objetivo do presente trabalho foi determinar as melhores condigdes de
cultivo para a produgao de enzimas xilanoliticas por Aspergillus niger (FCUP1)
em sistema de fermentacdo submerso, através do uso de delineamento

experimental do tipo composto central.

2.2. ESPECIFICOS

- Desenvolver o DCC para as 4 variaveis independentes (pH, agitagéo,
temperatura e fonte de carbono);

- Produzir xilanases através da execucgao dos ensaios conforme as condi¢des
pré-estabelecidas no delineamento experimental,

- Otimizar a producgao de xilanases para as variaveis estudadas;

- Clarificar e purificar o filtrado de cultivo otimizado quanto a atividade
xilanolitica;

- Analisar os produtos de hidrélise obtidos com a xilanase purificada.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Micro-organismo

Como micro-organismo produtor de xilanases, foi utilizado um fungo
filamentoso isolado por BENEDETTI (2009) a partir da polpa de cupuagu em
decomposicéo e estudado como sendo um bom produtor de xilanases. O fungo
foi rotulado como FCUP1.

3.2. Manutengao do Micro-organismo

Para cultivo do FCUP1, foram preparados meios de cultura sélidos
inclinados, contendo 2% de agar e 4% de farinha de aveia (p/v), sendo o
repique feito com auxilio de uma alca de platina esterilizada por aquecimento
ao rubro, em uma camara de fluxo laminar previamente irradiada com luz
ultravioleta e sanitizada com alcool etilico 70% (v/v). Em seguida, o fungo foi
incubado a uma temperatura de 37 °C por um periodo de quatro dias para
obtencdo de conidios e entdo foi estocado a 4 °C para posterior utilizagcdo na

produgao do extrato enzimatico.

3.3. Identificagao do Micro-organismo

Apds isolado o fungo FCUP1, foi realizada a sua identificacdo
taxondmica pelo grupo da Dr.2 Derlene Attilli de Angelis, do Centro de Estudo
de Insetos Sociais do Instituto de Biociéncias da Unesp de Rio Claro — SP. A
identificacao foi feita através de observagao em microscoépio, utilizando método

de coloracdo em azul de lactofenol.

3.4. Delineamento Experimental

O planejamento de experimentos para otimizagdo da produgédo de
xilanases pelo micro-organismo isolado foi desenvolvido com a colaboragéo do
Dr. Cristian Jacques Bolner de Lima, Unesp-Rio Claro. A estratégia escolhida
para o processo de otimizacdo foi o Delineamento Composto Central
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Rotacional (DCCR), com quatro repeticbes no ponto central, e para quatro
variaveis independentes. As variaveis foram: pH, quantidade de fonte de
carbono, temperatura e velocidade de agitacdo do meio de cultivo. A confecgao
do delineamento experimental foi realizada através do programa de
computador STATISTICA® 7.0 (Statsoft, Tulsa, OK, USA). O plano de
experimentos incluiu um total de 28 ensaios.

A tabela 3 apresenta os pontos fatoriais, axiais e centrais do DCC e

valores correspondentes para cada uma das 4 variaveis independentes

Tabela 3. Valores dos pontos central, fatoriais e axiais para as 4 variaveis

independentes do DCC.

DCC - pontos central, fatoriais e axiais

Fatores - -1 0 +1 +ou
X1 (pH) 5 6 7 8 9
X2 (temperatura - °C) 27 32 37 42 47
X3 (agitagdo — rpm) 80 100 120 140 160
X4 (fonte de carbono - %) 0 0,5 1 1,5 2

Os niveis das variaveis estudadas foram colocados na forma codificada,

utilizando a seguinte equacao (3.4.1) de codificagéo:

X=Xy
L P
2

(3.4.1)
Onde Xn é o valor da variavel no experimento na forma codificada;
X é o valor real da variavel a ser calculado;
Xo € o valor real da variavel no ponto central;
X41 € o valor real da variavel no nivel superior;

X.1 é o valor real da variavel no nivel inferior.

Na Tabela 4 esta ilustrada a matriz do planejamento experimental com o
total de ensaios e o0s niveis das variaveis independentes representados na

forma adimensionalizada (codificada).
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gerado pelo software

STATISTICA® 7.0, com varidveis independentes representadas na forma

adimensionalizada.

Matriz do Planejamento Experimental - Valores Codificados

Experimento
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X1 = pH
X2 = Temperatura (°C)

x3 = Agitagao (rpm)

X4 = Fonte de carbono (%)

(C) = ponto central
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A tabela 5 apresenta a matriz do planejamento experimental com o total
de ensaios e o0s niveis das variaveis independentes representados na sua
forma dimensionalizada (valores definidos dentro de grandezas apropriadas

para cada uma das variaveis).

Tabela 5. Matriz do Planejamento Experimental gerado pelo software
STATISTICA® 7.0, com varidveis independentes representadas na forma

dimensionalizada.

Matriz do Planejamento Experimental - Valores Reais

Experimento  pH Temperatura Agitagao Fonte de carbono

(°C) (rpm) (%)

1 6 32 100 0,5

2 6 32 100 1,5

3 6 32 140 0,5

4 6 32 140 1,5

5 6 42 100 0,5

6 6 42 100 1,5

7 6 42 140 0,5

8 6 42 140 1,5

9 8 32 100 0,5

10 8 32 100 1,5

11 8 32 140 0,5

12 8 32 140 1,5

13 8 42 100 0,5

14 8 42 100 1,5

15 8 42 140 0,5

16 8 42 140 1,5
17 5 37 120 1
18 9 37 120 1
19 7 27 120 1
20 7 47 120 1
21 7 37 80 1
22 7 37 160 1
23 7 37 120 0
24 7 37 120 2
25 (C) 7 37 120 1
26 (C) 7 37 120 1
27 (C) 7 37 120 1
28 (C) 7 37 120 1
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3.5. Confecgao das superficies de respostas

Apos calculada a atividade especifica, graficos de superficie de resposta
demonstrando a relagcdo entre as variaveis independentes estudadas e o
rendimento na produgdo de enzimas foram elaborados, os quais ilustram as
regides de 6timo para produgdo de xilanases pelo fungo FCUP1. Os graficos
de superficie de resposta e a analise estatistica dos resultados do
delineamento experimental foram desenvolvidos com auxilio do Dr. Cristian
Jacques Bolner de Lima com utilizagao do software Statistica®.

A partir dos resultados obtidos através do DCCR, um novo extrato
enzimatico foi preparado, de acordo com os melhores valores observados para
as variaveis estudadas para a produgédo de xilanase pelo Aspergillus niger
FCUP1. O novo extrato produzido teve sua atividade xilanolitica determinada e

foi entdo utilizado nos ensaios subsequentes deste trabalho.

3.6. Meio de cultivo

O sistema utilizado para o crescimento do fungo e producéo de
xilanases no presente trabalho foi o de fermentagcdo submersa, cuja
composi¢cao do meio de cultivo foi estabelecida nos estudos de BENEDETTI
(2009). O meio de cultivo utilizado por BENEDETTI foi denominado “M4
modificado”, e composto por CaCO3 (0,2%), NaCl (0,5%), NH4CI (0,1%), agua
de maceracéo de milho (0,5%), e sabugo de milho procedente da empresa
RASUL-PR, como fonte de carbono (0% - 2%) e agua destilada.

3.7. Producao dos extratos xilanoliticos

Para a producado dos extratos enzimaticos, os meios de cultivo foram
preparados com valores de pH e concentracdo de fonte de carbono de acordo
com o planejamento de experimentos, e entado esterilizados em autoclave a 120
°C durante 20 minutos. Apds a esterilizacdo, os meios de cultivo foram
inoculados com uma suspensdo de conidios coletada a partir do meio de
cultura de manutengdo do micro-organismo, e entdo incubados em mesa

incubadora com agitagao orbital variando entre 80 e 160 rpm, e temperatura
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variando entre 27 °C a 47 °C, dependendo do experimento conduzido no
planejamento, sendo o crescimento interrompido apds 18 horas. Em seguida,
cada meio de cultivo foi filtrado a vacuo em papel Whatman n°1. O filtrado foi
utiizado como fonte de enzimas xilanases extracelulares e submetido a

determinacao de proteina e da atividade enzimatica.

3.8. Determinagao do coeficiente de extingao molar da xilose

Para dosagem de acgucares redutores liberados na hidrélise do substrato
(xilana) pela agdo da enzima xilanase, utilizou-se o método de MILLER (1959).
Como referéncia utilizou-se xilose. Para a obtenc¢do da curva de calibragao fez-
se diluicoes da xilose (1,0 mg/mL) em agua milliQ,e entdo acrescidas de acido
3-5’-dinitrossalicilico (DNS), aquecidas por cinco minutos em agua fervente,
resfriadas, e a seguir foi adicionado 2,5 mL de agua e entdo submetidas a
leitura em A = 540 nm. A absortividade molar fornecida pela curva de referéncia
da xilose foi utilizada para calcular a quantidade de acgucares redutores

liberados nos ensaios de atividade enzimatica dos extratos de xilanoliticos.

3.9. Curva de calibragao de proteina

A curva de referéncia para quantificacdo de proteinas foi construida
utilizando-se o método de LOWRY (1951) modificado por HARTREE (1972),
com soroalbumina bovina como padrao. A soroalbumina bovina (1 mg/mL) foi
diluida em diversas concentracbes em agua milliQ. A estas diluicbes foi
adicionada uma solugédo (solugédo A) composta de Na,CO3; 2% (p/v) em NaOH
(0,1 mol/L), CuSO4 1%(p/v) e tartarato de sodio e potassio 1% (p/v) em agua
milliQ, sendo entédo agitadas. Apdés 15 minutos de reacgéo, foi adicionado folin-
ciocalteau (1:1 em agua miliQ) e, apos 30 minutos, foi realizada leitura em A =
660nm. A absortividade determinada na curva de referéncia de soroalbumina
bovina foi utilizada para calcular a quantidade de proteinas contidas nos

extratos xilanoliticos.
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3.10. Dosagem de proteinas dos extratos de xilanase

A dosagem de proteina nos filtrados de cultivo foi realizada através da
metodologia descrita no item 3.9. Para tanto, diluicdes em agua milliQ do
extrato bruto foram preparadas em tubos de ensaio (10 L, 20 uL, e 40 pL em
volume final de 500 uL) e entdo acrescidas de 2,5 mL de solugéo A e agitadas.
Apds 15 minutos de reacado, 250 pL de folin-ciocalteau 1:1 (v/v) em agua miliQ
foram acrescidos aos tubos. Estes foram novamente agitados e apds 30

minutos de reacgao, foi realizada a leitura em A = 660 nm.

3.11. Determinacao da atividade xilanolitica

Para a execucdo do ensaio de atividade enzimatica foram preparadas
solugdes contendo 27 mg de xilana birchwood (Sigma® lote 52H0544) como
substrato, 4 mL de solugédo tampao acetato de sddio 50 milimol/L pH 5,0, e 1
mL de extrato de xilanase, perfazendo um volume final de 5 mL (BIELY, 1985).
Os ensaios foram conduzidos a 50 °C, sob agitagdo constante por 15 minutos,
sendo retiradas aliquotas de 250 pL imediatamente apds adigcdo da enzima
(branco) e a cada 5 minutos, adicionadas a tubos contendo 250 pyL de DNS. A
atividade enzimatica da xilanase nos filtrados de cultivo foi determinada por
método colorimétrico, utilizando-se o reagente acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)
para quantificacdo do produto de hidrolise Os tubos foram entdo submetidos a
banho de fervura por 5 minutos, resfriados e acrescidos de 2,5 mL de agua
destilada para verificagao da variacao de densidade 6tica em A = 540 nm. Uma
unidade (U) de atividade xilanolitica foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para produzir 1 micromol de agucar redutor por minuto nas

condi¢des do ensaio. A atividade especifica foi expressa em U/mg de proteina.

3.12. Clarificagao dos extratos de xilanase com caulim

A clarificagao foi realizada com vistas a obtengdo de um extrato mais

puro, com eliminacdo de pigmentos e polissacarideos remanescentes do

processo de fermentagao da fonte de carbono e producao da enzima.
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Ao extrato de xilanase foi adicionado caulim (2 g / 100 mL de extrato),
sendo agitado cuidadosamente com uma bagueta. Em seguida, o extrato foi
resfriado a temperatura de 4 °C e mantido em repouso por duas horas,
centrifugado sob refrigeracédo a 4 °C a 12.400 x g por 20 minutos em centrifuga
refrigerada Hitachi HIMAC CR22GlI| utilizando rotor R13AF. O extrato de
enzimas entdo foi filtrado em papel de filtro, com auxilio de uma bomba a
vacuo. O filtrado recolhido foi armazenado em refrigerador para posterior

dosagem de proteinas e atividade enzimatica.

3.13. Precipitagcao com acetona

Para a precipitagdo de proteinas do extrato de xilanase, foi utilizada
acetona 3 volumes a frio (4 °C). A solugcdo foi mantida, overnight, sob
refrigeragcdo. O precipitado entdo foi coletado e em seguida centrifugado a
12400 x g por 20 minutos a 4 °C. Descartou-se o sobrenadante e realizou-se a
volatilizagdo do excesso de acetona contido no precipitado, vertendo-se os
tubos e submetendo o precipitado a ventilacdo constante, sendo a temperatura
mantida baixa durante o processo. Apés isto, o precipitado foi ressuspendido
no menor volume possivel de agua miliQ e entdo congelado para
posteriormente ser utilizado para dosagens de proteina e de atividade

enzimatica.

3.14. Purificagao parcial da enzima em Sephadex® G-75

Para a purificacdo parcial do extrato xilanolitico, apds tratamento com
caulim e precipitacdo com acetona 3 volume (v/v) a frio, as proteinas foram
submetidas, primeiramente, a uma coluna de 1 cm de didmetro e 50 cm de
altura contendo gel de Sephadex® G-75, previamente tratada com solucéo de
bicarbonato de sddio 20 milimol/L e tampéao fosfato de sédio 50 milimol/L pH
6,8. O filtrado foi coletado em coletor automatico Pharmacia® LKB-FRAC-200,
em fragbes de 70 gotas por tubo (2,0 mL). As fragées foram entdo submetidas
a determinacao de presenca de proteinas pela analise da absorbancia em A =

280 nm, e da atividade enzimatica. As fragdes correspondentes ao pico 2 que
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apresentaram atividade enzimatica e absorbancia em 280 nm foram reunidas,

dialisadas e liofilizadas.

3.15. Cromatografia de troca ionica em DEAE-Trisacryl

A fracdo proveniente da filtragdo foi submetida a uma coluna de 1,5 cm
de diametro e 15 cm de altura, contendo resina de troca i6nica DEAE-Trisacryl,
previamente equilibrada com tampao fosfato de sddio 5 milimol/L pH 6,8. Apds
a eluigao foi aplicado um gradiente continuo de NaCl de 0 - 0,5 mol/L. Novas
fragbes de 2 mL foram entdo recolhidas e submetidas a determinacdo
qualitativa de proteinas em A = 280 nm e a analise de atividade enzimatica

utilizando xilana como substrato.

3.16. Cromatografia em Camada Delgada Silica-Gel P60

O produto de hidrélise da xilana birchwood pela acdo da xilanase em
diferentes tempos de reacao foi verificado por cromatografia em camada
delgada de silica-gel P60 (Merck). Foram coletadas fragdes de 100 yL em 30,
60 e 90 minutos de um ensaio enzimatico conduzido em banho-maria a 37 °C
contendo 14 mg de xilana, 1,9mL de solugdo tampdo acetato de sodio 50
milimol/L pH 5,0 e 600 uL do extrato concentrado e purificado. Estas fragdes
foram aplicadas na cromatofolha juntamente com xilose e xilobiose, que foram
utilizados como padrdes. O sistema de solvente utilizado foi constituido de
acetato de etila / acido acético / acido formico / agua (9:3:1:4 v/viviv). A
cromatografia foi revelada com orcinol 0,2 % em acido sulfurico : metanol (1:9
v/v) e exposi¢cdo ao calor (100 °C) por 5 minutos, conforme descrito por
FONTANA et al (1988).

3.17. Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

O extrato de xilanase purificado foi submetido a eletroforese
desnaturante (SDS-PAGE) de acordo com o método de LAEMMLI (1970) em
gel de poliacrilamida em concentragdo de 12% para a determinacdo da

quantidade de proteinas contidas no extrato e estimativa da massa molecular
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das mesmas. O kit "LMW Calibration Kit for SDS Electrophoresis" (Amersham
Biosciences, Fairfield, CT, USA) foi utilizado como marcador molecular,
contendo as seguintes proteinas como padrdes: fosforilase b (97 kDa),
albumina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidrase carbdnica (30 kDa), inibidor
de tripsina (20,1 kDa) e a-lactoalbumina (14,4 kDa). O método de revelagéo
empregado foi por coloragdo com nitrato de prata, de alta sensibilidade e

especifico para deteccao de proteinas (MERRIL et al, 1984).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Identificagcao do micro-organismo

O micro-organismo isolado apresentou as seguintes caracteristicas
microscopicas em azul de lactofenol: cabecas conidiais radiadas, vesiculas
globosas a subglobosas de 40,0-65,0 um de didmetro; conidiéforos longos e
grossos, de parede lisa, acastanhados. Células conidiogénicas bisseriadas.
Métulas medindo 11,5-22,5 x 3,25-4,5 ym e fidlides de 7,5-12,0 x 2,5-4,0 ym.
Conidios acastanhados, esféricos a sub-esféricos, verrucosos, 4,5-6,0 um de
diametro, e presencga de célula-pé. Apds a identificacdo, o micro-organismo foi

caracterizado como sendo Aspergillus niger FCUP1 (figura 5).

Figura 5. Imagem de microscopia 6tica do fungo isolado do fruto de cupuacgu e
classificado como Aspergillus niger (FCUP1).

Além da classificagdo morfoldgica, a linhagem denominada FCUP1 foi
identificada por taxonomia molecular como Aspergillus niger van Thieghem,
pela Fundagao André Tosello, Campinas, SP (OS 120017).
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O resultado da identificagdo do fungo isolado corrobora com os estudos
prévios de BENEDETTI (2009), em que foi concluido que tal fungo era um bom
produtor de xilanases. De fato, a espécie Aspergillus niger € uma das principais
fontes utilizadas na producédo de xilanases para aplicagdo na industria. Na
tabela 6, pode-se observar uma lista das principais enzimas de importancia

comercial produzidas por fungos e sua fonte produtora correspondente.

Tabela 6 — Enzimas fungicas de importancia comercial. Fonte: HAMLYN, 1998.

Enzima Principal Fonte
Asparaginase Aspergillus spp. e Penicillium spp.
Amilase Aspergillus niger, Aspergillus oryzae
Catalase A.niger, Penicillium spp
Celulase A. niger, Trichoderma reesei, T. viride, Penicillium finiculosum
Dextranase Penicillium spp.
B-Glucanase A. niger, Penicillium emersonii, T. reesei, T. viride
Glucoamilase A. niger, A. oryzae
Glicose oxidase A. niger, Penicillium spp.
Hemicelulase A. niger, A. oryzae, T. reesei, T. viride, P. emersonii
Lacase Pyricularia oryzae
Lipase Varias espécies, incluindo A. niger, A. oryzae
Pectinase Varias espécies, incluindo A. niger, Rhizopus oryzae
Protease Varias espécies, incluindo A. niger, A. oryzae
Renina Mucor miehei, Endothia parasitica
Tannase A. niger, A. oryzae
Xilanase A. niger, T. reesei

O fungo Aspergillus niger € um fungo filamentoso ascomiceto mesdfilo e
termotolerante, de abundante distribuicdo no meio ambiente, podendo ser
encontrado no solo, na serrapilheira, e em dejetos e adubos organicos. E um
fungo capaz de crescer em um amplo espectro de temperatura (6 °C - 47 °C),
com valor de atividade de agua (medida, com escala de 0 a 1,0 que indica a
disponibilidade de agua livre no meio para participacdo em reacgoes fisico-
quimicas) limite para seu crescimento de 0,88, considerado relativamente alto
entre as espécies do género Aspergillus e bastante elevado em relagdo a

maioria das espécies de bolores. Também € capaz de resistir e crescer em
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uma faixa extremamente ampla de pH: 1.4 — 9.8. Tais caracteristicas, somadas
a profusa capacidade de producdo de conidiésporos, nao apenas conferem ao
Aspergillus niger uma grande capacidade de adaptacdo a diversos ambientes,
como também um alto potencial de aplicacdo no setor biotecnologico
(SCHUSTER et al., 2002).

4.2. Curvas de calibragao para determinacdao de agucares redutores e

proteinas

As figuras 6 e 7 mostram, respectivamente, as curvas de calibragédo para

dosagem de proteinas e agucares redutores.
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Figura 6 - Curva de calibracdo para dosagem de proteinas pelo método de
Lowry (1972), utilizando soroalbumina bovina como padrao.
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Figura 7 - Curva de calibracdo para dosagem de agucares redutores pelo

método de Miller (1959), utilizando xilose como padréo.

Pode-se observar, com base nos graficos, que o coeficiente de
correlagdo de ambas as curvas apresentou um valor bem proximo de 1 (0,998
para xilose e 0,999 para proteinas), tornando-as boas referéncias para
dosagem precisa nos ensaios de determinacdo de acgucares redutores e
dosagem de proteinas dos extratos enzimaticos produzidos. As medidas foram
conduzidas em cubetas de 3 mL com 1 cm de diametro. A absortividade (€)
apresentada para soroalbumina bovina foi igual a 1,75 (mg/mL)" cm™ a25°C e

a absortividade molar da xilose foi igual a 94,35 M™".cm™
4.3. Delineamento Composto Central
A determinagao dos parametros significativos foi realizada através de um

teste de hipdtese utilizando t de Student com nivel de significancia de 5%,
sendo desconsiderado, para o resultado obtido da xilanase (atividade
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enzimatica) os parametros que apresentam nivel de significAncia maior que
este valor. O coeficiente de correlagdo quadratico R? e a comparagdo entre o
Fc (Fato calculado) e o Ft (Fator tabelado) foram utilizados também para todas
as respostas, a fim de constatar a significancia ou ndo do modelo.

Os resultados obtidos no delineamento composto central rotacional
(DCCR) a partir das variaveis estudadas: pH, temperatura (°C), agitagdo (rpm),
e fonte de carbono (%) empregando o fungo isolado Aspergillus niger,

encontram-se na Tabela 7.

Tabela 7. Matriz do planejamento experimental com resultados em atividade

especifica da enzima xilanase produzida por Aspergillus niger.

Experimento pH  Temperatura Agitacao Fonte de Ativ. Especifica
(°C) (rpm) carbono (%) (U/mg prot.)
1 6 32 100 0,5 0,9328
2 6 32 100 1,5 1,1810
3 6 32 140 0,5 0,2826
4 6 32 140 1,5 0,4803
5 6 42 100 0,5 0,1030
6 6 42 100 1,5 1,4632
7 6 42 140 0,5 0,1013
8 6 42 140 1,5 0,1851
9 8 32 100 0,5 0,0270
10 8 32 100 1,5 1,1169
11 8 32 140 0,5 0,0238
12 8 32 140 1,5 0,8921
13 8 42 100 0,5 0,4288
14 8 42 100 1,5 0,1161
15 8 42 140 0,5 0,0691
16 8 42 140 1,5 0,1298
17 5 37 120 1 1,3070
18 9 37 120 1 0,2600
19 7 27 120 1 0,0245
20 7 47 120 1 0,0165
21 7 37 80 1 1,4530
22 7 37 160 1 0,3276
23 7 37 120 0 0,0293
24 7 37 120 2 1,2250
25 (C) 7 37 120 1 0,5094
26 (C) 7 37 120 1 0,5156
27 (C) 7 37 120 1 0,4944
28 (C) 7 37 120 1 0,5175

Com base na interpretagdo preliminar dos dados da matriz do
planejamento experimental, podemos inferir que a quantidade de fonte de

carbono exerceu notavel influéncia na producdo de xilanase pelo micro-
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organismo, apresentando melhor produtividade quando o meio M4 foi provido
de maior quantidade de sabugo de milho (experimentos 2, 6, 10, 12, 17, 21 e
24). Quanto ao pH, pbéde-se observar que o micro-organismo apresentou
melhor produgdo de xilanases em meios mais acidos, com valor de pH 5
(experimento 17). Baixas rota¢gdes por minuto durante o periodo de incubagéo
do fungo também resultaram em melhor produgdo de xilanases pelo fungo
(experimentos 2, 6, 10, e 21). O melhor valor da temperatura para a produgao
de xilanases, individualmente, nao foi significativo, pois tal variavel apresentou
boa producédo de enzimas para uma faixa bastante ampla de valores (32 °C a
42 °C); contudo, pbéde-se observar que a temperatura apresentou melhores
valores diferentes para melhor produgcdo de enzimas quando interagindo com
valores das variaveis fonte de carbono e pH, como pode ser observado nos
experimentos 1 a 16. Nestes experimentos, quando o pH do meio foi ajustado
para 6, valores mais baixos de temperatura (32 °C) se mostraram melhores
para produgdo de xilanases em meios com menor concentracdo de fonte de
carbono (0,5%), ja para maiores concentragbes (1,5%), a temperatura
apresentou valores mais altos como sendo melhores para a producédo de
enzimas. Comparativamente, quando o pH do meio foi ajustado para 8, o
inverso ocorreu, ou seja, maiores valores de temperatura (42 °C) para menores
concentragbes de fonte de carbono (0,5%), e menores temperaturas (32 °C)
para maiores concentracbes de fonte de carbono (1,5%) proporcionaram
melhores condi¢cdes para produgao de xilanase. Nao obstante, pode-se estimar
que a temperatura ideal se encontra proxima ao ponto central, isto &, 37 °C, ja
que valores de temperatura definidos em —a (27 °C) e + a (47 °C) apresentaram
producao de xilanases muito baixa (experimentos 19 e 20), e valores
compreendidos entre 32 °C e 42 °C demonstraram melhores resultados
(experimentos 1 a 16, 17, 21 e 24).

Para melhor compreensdo dos resultados observados na tabela 7 e
validacdo estatistica, foi realizada uma analise de multipla regressao,
significancia, e estudo de interagdo entre as variaveis independentes através

do software Statistica 7.0.
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4.3.1. Andlise de regressao dos resultados obtidos na produgao de

xilanase a partir das variaveis estudadas.

ApoOs a realizacdo da regressdo multipla no programa Statistic 7.0,

obteve-se a seguinte equacao geral (4.3.1.1) para a sintese de xilanase.

Xilanase (U/mL) = 0,509225 - 0,167488X; - 0,098171X, - 0,227313X; +
0,249479X, - 0,018244X:X, + 0,128544X1X3 - 0,011481X:Xs - 0,002931X,X3 -
0,075756XoXs - 0,073444X3Xs + 0,050309X:X1 - 0,140441X,X, + 0,077009X5X5
+0,011222X4Xs

(4.3.1.1)

Contudo, foram eliminadas as variaveis com nivel de significancia
superior a 5%. Assim, foram desprezadas a variavel linear X, (Temperatura),
as quadraticas X1X4, X3X3 e X4X4, € as interagdes XXz, X1X3, X1 X4, X2X3, XoX4,
X3Xg.

A Tabela 8 apresenta os resultados obtidos dos efeitos significativos das
varidveis estuda, juntamente com o coeficiente de determinagdo (R?) e o valor

de F da distribuigdo de Fisher como resposta a produgao de xilanase.

Tabela 8 - Resultados da andlise de regressdo multipla para a produgéo de

xilanase.
Fator Codificado Parametro tde . N'.V?IAde .
student significancia
Constante By 0,6478 0,0776 8,350
X4 -0,1675 0,0633 -2,644
X3 -0,2273 0,0633 -3,589
Xa 0,2495 0,0633 3,939
XoXo -0,1635 0,0592 -2,760
R?>=0,7 F.= 10,75 Fi(4,23) = 2,80

Constata-se, na Tabela 8, que as variaveis isoladas X (pH), X3
(agitagcdo) e X4 (quantidade de fonte de carbono) influenciaram
significativamente no processo, bem como a variavel quadratica X,X,, 0 que

demonstra que embora isoladamente a temperatura ndo tenha exercido
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influéncia significativa, quando em conjunto com as demais variaveis ela se
mostra importante no processo. Os sinais dos coeficientes dessas variaveis
indicam um ponto de maximo na producgéo da xilanase.

O coeficiente de correlacdo (R?) de 0,7 indica um ajuste satisfatorio dos
dados experimentais na resposta de producio de xilanase, mostrando que 70%
da variabilidade dos dados foram explicados pela equagdo empirica proposta.
O resultado de F calculado (Fc) foi superior ao F tabelado (F+) para um nivel de
significancia de 5%. Tal comparagao pode ser interpretada através de um teste
de hipotese. A hipdtese de nulidade (Hp) diz que o modelo n&o é significativo,
ou seja, todos os parametros sdo iguais a zero. A hipotese alternativa (H+)
afirma que o modelo é significativo. O resultado do teste F mostrou que se
pode rejeitar Hp no nivel de significancia de 5%, ou seja, tem-se uma confianga
de 95% de significancia do modelo obtido. Esta analise foi extrapolada para as
demais respostas obtidas nos planejamentos experimentais realizados.

Assim, apds a eliminagao dos parametros nao significativos, conforme

apresentado na Tabela 8, obteve-se a seguinte equacgao ajustada (4.3.1.2):

Xilanase (U/mL) = 0,647766 - 0,167488X; - 0,227313X; + 0,249479X, -
0,163531X,X>
(4.3.1.2)

A Figura 8 mostra o grafico de valores preditos versus observados. Nota-
se que os valores observados ficaram proximos dos preditos, levando a uma

tendéncia constante e a distribuicdo normal dos mesmos.
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Figura 8. Valores preditos em funcdo dos observados, relativo a produgao de

xilanase.

Para maior facilidade de Vvisualizagdo do efeito das variaveis
independentes (pH, temperatura, agitacdo e fonte de carbono) sobre a
producao da xilanase pelo Aspergillus niger, foram construidas superficies de

resposta, que estdo ilustradas nas figuras 9, 10, 11, 12, 13 e 14.
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Figura 9. Superficie de resposta para a atividade enzimatica em fungéo do pH e

da temperatura.

Na Figura 9, observa-se na superficie de resposta uma tendéncia ao
aumento na producdo de xilanase nos menores valores de pH (5,0), e

temperatura variando entre 32 °C e 42 °C.
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Figura 10. Superficie de resposta para a atividade enzimatica em fun¢do do pH

e da agitacao.

Na superficie de resposta obtida para a atividade enzimatica em fungao
do pH e da agitagdo, ha uma tendéncia de aumento na produgdo de xilanase
no sentido dos menores valores de pH (5,0) e na diminuicao da agitagcao (80

rpom).
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Figura 11. Superficie de resposta para a atividade enzimatica em fun¢ao do pH

e da fonte de carbono.

Os melhores valores para a producao de xilanase foram obtidos nos
experimentos 6 (1,46 U/mg prot), 21 (1,45 U/mg prot.), 17 (1,3 U/mg prot) e 24
(1,22 U/mg prot), com variacao de pH entre 5,0 e 7,0 e fonte de carbono entre
1% e 2%. Tais resultados vao ao encontro dos valores representados pelo
grafico acima (Figura 11), ou seja, a maior producao de xilanase é obtida com

aumento da fonte de carbono e diminuigdo do pH no meio M4 modificado.
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Figura 12. Superficie de resposta para a atividade enzimatica em fungédo da

agitacéo e da temperatura.

A superficie de resposta da figura 12 indica a existéncia de uma regiao
o6tima para a atividade enzimatica que varia de 32 °C a 42 °C para a

temperatura e velocidade de agitagao entre 80 a 100 rpm.
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Figura 13. Superficie de resposta para a atividade enzimatica em fungao da

fonte de carbono e da temperatura.

Na figura 13, constata-se que o aumento na quantidade de fonte de
carbono acarreta em maior produgdo de xilanase. Nota-se, também, que a
maxima producao de xilanase foi obtida em uma faixa de temperatura que

variou entre 32 °C e 42 °C.
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Figura 14. Superficie de resposta para a atividade enzimatica em funcdo da

fonte de carbono e da agitacao.

Na superficie de resposta ilustrada na figura 14, ha uma tendéncia de
aumento na producido de xilanase no sentido das maiores concentragdes de

fonte de carbono, bem como menores valores de agitagao.

De acordo com as superficies de resposta obtidas, os melhores valores
examinados no DCCR para a produgéo de xilanases extracelulares pelo fungo
Aspergillus niger foram: entre 5,0 e 6,0 para a variavel pH, entre 32 °C e 42 °C
para a variavel temperatura, de 80rpom a 100rpm para a variavel agitacao, e de
1,5% a 2,0% para a variavel fonte de carbono.

Quanto ao efeito do pH inicial no meio de cultivo, os resultados
encontrados neste trabalho apresentaram valores semelhantes aos de diversos
outros trabalhos na literatura. SOLIMAN et al (2012) estudaram a produtividade
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de xilanases extracelulares de diversos micro-organismos em meios de
fermentacdo em estado solido utilizando cevada como fonte de carbono, tendo
obtido o valor de pH inicial 5,5 como 6timo para a producéo de xilanase por
Aspergillus niger. AHMAD et al (2012), estudando o efeito da concentragdo de
sabugo de milho e de outras variaveis, em meios de fermentagdo submersa,
sobre a biossintese de xilanases por Aspergillus niger também mostrou o pH
inicial do meio ajustado para 5,5 como valor 6timo para produtividade da
enzima (com 3% de concentracdo de fonte de carbono, e incubagao a 30 °C
por 72h). Nestas condigdes os autores determinaram o valor de 60,03 + 1,83
U/mL para a atividade. Outros autores encontraram resultados concordantes
com o presente trabalho quanto ao valor de pH 6timo situado entre 5,0 e 6,0
para produgdo de xilanases por Aspergillus niger NRC 107 (ABDEL-NABY;
KWON, 1992), Aspergillus niger GCBCX-20 (HAQ et al., 2004) e Aspergillus
niger LPB 326 (MACIEL et al, 2008). Segundo SUBRAMANIYAN; PREMA
(2002), é sabido que os fungos em geral, com raras exceg¢des, apresentam
valores otimos de pH inicial de cultivo menores que 7 para producao de
xilanases. O pH externo apresenta pouca influéncia sobre o pH interno das
células microbianas, entretanto, o rompimento dos substratos, seu transporte
através da parede celular, e a secrecdo dos produtos celulares sao todos
afetados pelo valor do pH do ambiente. O pH do meio exerce efeito sobre a
estrutura e a permeabilidade da membrana externa (VAZ et al, 2007). Os
efeitos do pH inicial na producdo de xilanases possuem caracteristicas tanto
sinérgicas quanto antagbnicas. Em uma determinada regido de valores de pH o
micro-organismo é capaz de crescer e desenvolver suas atividades bioldgicas
normalmente. Dentro dessa regidao, o pH inicial exerce influéncia na atuagao do
sistema enzimatico e no transporte de enzimas através da membrana celular
(POORNA; PREMA, 2007; MOHANA et al., 2008).

A agitagdo é um fator importante com relagdo a condugado térmica no
meio de cultivo, a dissolugdo de oxigénio, e a disponibilidade de nutriente
utilizavel pelo micro-organismo (VAZ et al, 2007). A velocidade da agitagcéo
também pode influenciar a morfologia do fungo filamentoso durante o processo
de fermentagcao, o que, por sua vez, influencia na formagao de produtos pelo
mesmo (CUI et al, 1997; EL-ENSHASY et al, 1999; METZ; KOSSEN, 1977;
PAPAGIANNI et al, 1998, WONGWICHARN et al, 1999; ZETELAKI; VAS,
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1968, SUIJDAM; METZ, 1981, BRAUN; VECHT-LIFSHITZ, 1991). Maiores
velocidades de agitacdo tendem a favorecer a dispersdo celular e o
desenvolvimento do fungo na forma de micélios livres, enquanto menores
velocidades de agitagao favorecem a agregacao celular e o desenvolvimento
do fungo na forma de pellets. No presente trabalho, a melhor produtividade da
enzima xilanase pelo Aspergillus niger foi alcangada com menores velocidades
de agitagcado. Estes resultados sao concordantes com os encontrados por
BAKRI et al (2011). Segundo CHIPETA et al (2008) uma das causas para a
reducdo na produtividade de xilanase é atribuida ao efeito de tensédo
hidrodindmica gerada pela maior intensidade de agitagdo, o que pode causar a
ruptura das hifas e a vazao de compostos intracelulares ao meio. A relagéo
entre a intensidade da agitagdo e o decréscimo na produgcdo enzimatica por
alguns fungos filamentosos tem sido documentada na literatura (PALMA, et al.,
1996; LENARTOVICZ et al., 2003; TECHAPUN et al., 2003).

A temperatura é uma variavel importante em um processo
biotecnolégico, ja que ela exerce influéncia direta na taxa de crescimento do
micro-organismo, bem como na velocidade de todas as outras reacdes
quimicas. Quanto a temperatura 6tima, os resultados obtidos no presente
trabalho estdo de acordo com o esperado apds identificagdo do micro-
organismo isolado como sendo Aspergillus niger, ja que trata-se de uma
espécie de fungo mesofila e termotolerante (SCHUSTER, 2002). Segundo VAZ
et al (2007), micro-organismos mesofilos possuem temperatura otima de
crescimento compreendida entre 30 °C e 36 °C. Mesdfilos termotolerantes
podem, presumivelmente, apresentar maiores temperaturas de crescimento
ideal. Contudo, o rendimento maximo de conversdo do substrato ocorre a uma
temperatura menor que a temperatura oOtima de crescimento, pois a
temperatura também exerce influéncia sobre a eficiéncia em que a fonte de
carbono é convertida em energia pelo micro-organismo. Esta informacéao
constitui um ponto particularmente importante no processo de otimizacao
quando se almeja um maximo rendimento, mas nao necessariamente um
maximo na taxa de crescimento. As reagdes bioquimicas simultidneas que
acontecem no interior das células influenciam no crescimento microbiano e na

formacao de proteinas enzimaticas, que sofrem rapidas variacées de acordo
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com a faixa de temperatura. Cada micro-organismo possui uma temperatura
otima para crescimento e para formagao de produto (VAZ et al, 2007).

Os resultados observados no presente trabalho para a variavel
temperatura sao concordantes com os de SOLIMAN et al (2012), que
obtiveram maxima produgao de xilanases por Aspergillus niger com valores de
temperatura de incubagao entre 30 °C e 40 °C, tendo sido encontrado 35 °C
como ponto de o6timo. Diversos outros trabalhos também determinaram a
temperatura 6tima proximas destes valores para producédo de xilanases por
Aspergillus niger (PRASERTSAN et al., 1997; MACIEL et al., 2007; HAQ et al,
2004; AHMAD et al, 2009).

A concentracao da fonte de carbono no meio de cultivo exerce um papel
decisivo tanto no crescimento quanto na formagdo de produtos pelo micro-
organismo. Baixas concentragbes de fonte de carbono podem inibir o
crescimento microbiano devido a quantidade reduzida de nutrientes fornecida
pelo substrato. Em contrapartida, altas concentragcbes também podem
comprometer o rendimento do processo por aumentar a viscosidade do meio,
reduzindo a disponibilidade de oxigénio dissolvido para utilizagdo pelo micro-
organismo. Assim sendo, o ideal seria utilizar uma concentragdo cuja
quantidade de nutrientes fosse satisfatéria e a viscosidade do meio néao
comprometesse o0 desenvolvimento microbiano. Além disso, a alta
concentracdo do produto da hidrdlise do substrato fornecido pode acarretar na
repressao da sintese da enzima responsavel pela conversao substrato-produto
pelo micro-organismo. Como exemplo, diversos trabalhos mostraram que a
concentracdo elevada de xilose no meio de cultivo exerceu um efeito
fortemente repressor na sintese de xilanase por Aspergillus niger, Aspergillus
awamori, e Bacillus sp. (GESSESSE; MAMO, 1999; ZEILINGER et al, 1993;
BATAILLON et al.,, 1998). No presente trabalho foram testadas as
concentracoes de 0%, 0,5%, 1%, 1,5% e 2% de farelo de sabugo de milho, que
contém alto teor de xilana. A melhor producdo de xilanases se deu quando o
meio de cultivo foi preparado com 1,5% e 2% de fonte de carbono. No entanto,
€ possivel que maiores concentragdes de farelo de sabugo de milho pudessem
induzir ainda mais a produgdo de xilanases. AHMAD et al (2012) testaram
diversas concentracdes de sabugo de milho como fonte de carbono no meio de
cultivo para produgéo de xilanases por Aspergillus niger, tendo concluido que
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3% foi a melhor concentragdo de sabugo de milho para a melhor produgéo da
enzima, obtendo-se o valor de 60,03 + 1,83 U/mL para atividade. Quando
utilizada uma concentragao acima de 3%, houve decréscimo na produgéao de
xilanase, devido a maior viscosidade do meio de cultivo e, consequentemente,

a menor disponibilidade de oxigénio no mesmo.

Com os resultados obtidos através do DCCR, um novo extrato
enzimatico foi preparado, sendo produzido com os melhores valores
encontrados para as variaveis pH, temperatura, agitagdo e fonte de carbono.
Sendo assim, foi conduzido o crescimento do Aspergillus niger em meio M4
modificado com pH inicial ajustado em 5,0, temperatura a 37 °C, agitacéo a
80rpm e 2% (p/v) de concentragéo de fonte de carbono. Foi medida a atividade
enzimatica do extrato e em seguida, este foi utilizado para os experimentos

subsequentes do presente trabalho.

4.4. Filtragcao em caulim e precipitagao de proteinas com acetona 3:1 (v/v)

a frio

ApOs a preparagao do extrato xilanolitico de acordo com os melhores
valores encontrados para as variaveis estudadas no DCCR, o extrato
enzimatico produzido foi submetido ao processo de clarificacéo por filtracdo em
caulim e precipitacido de proteinas por meio de uma solucao de acetona 3:1
(v/v) a frio, com a finalidade de reduzir os interferentes nas dosagens de
proteina e de atividade especifica xilanolitica. O caulim € um mineral oriundo
da regidao do Monte de Kaolim na China. Sua utilizacdo neste trabalho teve a
finalidade de retirar pigmentos e outras impurezas do extrato xilanolitico.

Uma das técnicas empregadas para se obter uma proteina (enzima)
pura consiste na separacdo por diferenca de solubilidade. De acordo com
BOYER (1993), os agentes frequentemente utilizados para precipitagcédo de
proteinas sdo os sais inorganicos (ex: sulfato de aménio), os solventes
organicos (metanol, etanol e acetona), polietilenoglicol, pH e temperatura. Ele
explica que os solventes organicos atuam como agentes precipitantes de duas
formas. Uma delas é através da desidratacdo da proteina, e a outra por meio

da diminuicdo da constante dielétrica da solucdo. Dessa forma, como as
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proteinas sdo soluveis em solugbes aquosas, o uso da acetona provoca o
rompimento da interagdo proteina-agua, reduzindo assim a sua solubilidade e,
consequentemente, aumentando a interagcdo proteina-proteina, o que resulta
na concentracdo da proteina no meio. Apos o tratamento descrito
anteriormente, dosou a quantidade de proteina e determinou a atividade
enzimatica especifica. Os resultados estdo apresentados na Tabela 9, onde
verificou que embora o rendimento foi baixo, a enzima passou por um processo

de purificagdo, mostrando a eficiéncia dos métodos utilizados.

Tabela 9. Fator de purificacdo e rendimento apds tratamento do extrato

enzimatico com caulim e precipitagdo com acetona.

Proteinas Ativ. Ativ. enz.
Passosdo Volume Fator de Rendimento
totais Enzimatica  Especifica N
tratamento (mL) purificagao (%)
(mg) (U/mL) (U/mg prot.)
Extrato
600 900 2,4 1,6 1 100
bruto
Caulim 190 247 2,2 1,69 1,05 92
Acetona 3v 73 34 1,25 2,7 1,69 52

Métodos adicionais de separagao de proteinas como, por exemplo,
cromatografias de troca ibnica, por adsorgao, por afinidade e por filtragdo em
gel sdo outros recursos utilizados para aumentar o grau de pureza da proteina

de interesse.
4.5. Purificagdao da enzima em gel de separacao Sephadex® G-75
A purificagado parcial da enzima xilanase produzida pelo Aspergillus niger

foi realizada através de cromatografia de exclusdo molecular em coluna

empacotada com gel Sephadex® G-75, apdés o extrato ter sido tratado em
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caulim, as proteinas foram precipitadas em acetona 3 volumes (v/v) a frio, e
ressuspendida no menor volume possivel, e aplicada a coluna.

ApOs coletar as fragdes, fez-se leitura, em A = 280 nm para verificar o
perfil de proteinas. Os resultados obtidos demonstraram a presenga de dois
picos em que foi evidenciada a presenga de proteinas, sendo o primeiro
compreendido entre as fragbes 7 a 15, e 0 segundo compreendido entre as
fracdes 17 a 32.

Em seguida, determinou-se a atividade xilanolitica em cada fragdo. Os
resultados apresentados na Figura 15 mostram que foi possivel evidenciar dois
picos principais de atividade, sendo o primeiro entre as fracbes 15 e 20, e 0
segundo entre as fragdes 23 e 27. Um pico com menor quantidade de agucares

redutores liberados também foi observado, localizado entre as fragdes 10 e 14.

1,2

0,8

0,6

Absorbancia

0,4

0,2

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Fragoes

Figura 15. Filtracdo em gel de separagcdo Sephadex G-75 do extrato com
atividade xilanolitica. Determinagao qualitativa de proteinas em A = 280 nm (¢)

e da atividade enzimatica em A = 540 nm (m).
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Através da analise do grafico, foi possivel evidenciar uma convergéncia
entre os picos observados. Os resultados apontam para a possibilidade do
extrato parcialmente purificado conter pelo menos duas xilanases distintas
produzidas pelo fungo, participando na hidrélise da xilana de forma sinérgica,
corroboram com informagdes encontradas na literatura (SUNNA;
ANTRANIKIAN, 1997; SUBRAMANIYAN; PREMA, 2002). Além disso, os
resultados apresentados reforgam a evidéncia de que muitos micro-organismos
produzem multiplas formas de xilanases (GILBERT et al, 1988; GILBERT;
HAZLEWOOD, 1993; YANG et al, 1989). Segundo BIELY et al (1985), o fungo

Aspergillus niger produz diferentes tipos de xilanases extracelulares.

4.6. Cromatografia de troca ionica em DEAE-Trisacryl

Fragbes coletadas na cromatografia por exclusdo molecular em coluna
Sephadex G75 foram submetidas a cromatografia de troca iénica em DEAE-
Trisacryl com objetivo de aumentar a pureza da enzima e posteriormente
caracteriza-la através da eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida
SDS-PAGE. A DEAE-Trisacryl € uma resina sintetizada a partir da
copolimerizagdo de um mondémero primario, N-acrilolil-2-amino-2-hidroximetil-
1,3-propanodiol, e um mondmero acrilico derivativo aniénico ou catidnico. A
natureza extremamente hidrofilica da matriz da resina permite a fixagao e
eluicdo de proteinas com base tdo somente no fenbmeno da troca ibnica. O
mondmero primario atua como uma estrutura rigida conferindo estabilidade
mecanica a resina, e o0 mondmero funcional pode ser positiva ou
negativamente carregado, conferindo, portanto, as propriedades de troca
ibnica. A presenga de trés grupos hidroximetil em cada mondmero primario
confere a resina um alto grau de hidrofilia.

As proteinas sao ligadas a resina através da afinidade entre as cargas
das proteinas e as cargas do mondmero funcional. Em seguida, estas sao
recuperadas através da realizagdo de um gradiente crescente de salinidade
pela coluna, que competira com a resina para interagir com a proteina. Dessa
forma, assim que a interagao solugao salina - proteina se torna mais forte que a

interagdo resina - proteina, as proteinas sao liberadas e entdo recuperadas.
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ApoOs coletadas as fragdes do eluido da coluna, foram realizados testes
de atividade xilanolitica para determinar a presenga de xilanases.

A figura 16 mostra o grafico da recuperagcdo das proteinas do extrato
xilanolitico ja previamente purificado pelos métodos anteriormente descritos

neste trabalho.
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Figura 16. Purificagcao do extrato de xilanases por cromatografia de troca ibnica
em coluna DEAE-Trisacryl. Determinagao qualitativa de proteinas em A = 280
nm (¢) e da atividade enzimatica em A = 540 nm (m) das fragbes eluidas da

coluna.

Com base no gréafico, podemos observar que as fragcbes 5 a 8
apresentaram um pico de atividade xilanolitica, indicando que a liberacdo da
enzima da coluna DEAE-Trisacryl ocorreu em uma concentragao salina de 0,05
mol/L a 0,1 mol/L. As fracbes 5 a 8 foram entdo reunidas e submetidas a
liofilizagdo, sendo ressuspendidas em 1 mL de agua miliQ. Apds determinagao
de sua atividade enzimatica especifica, o liofilizado foi utilizado na SDS PAGE

para caracterizagdo da massa molecular das proteinas nele contidas.
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4.7. Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) foi
utilizada para estimar a massa molecular da enzima coletada na coluna de
separagao, bem como para verificar a pureza do extrato purificado. Durante o
processo, as moléculas foram submetidas a um campo elétrico e percorreram
uma matriz porosa de poliacrilamida. A velocidade de migragdo das amostras
analisadas depende de fatores tais como: sua massa molar e forma. Numa
SDS-PAGE, uma preparagao prévia das amostras permite que apenas a
massa molecular se torne caracteristica importante no processo migratorio em
meio ao gel de poliacrilamida. Essa preparagao envolve a desnaturagao da
proteina pela atuagado do dodecil sulfato de sddio, um detergente que possui
grupos anfipaticos (polares e apolares), e que quebra oligbmeros de proteinas
em subunidades, desnaturando-as. Nas cadeias peptidicas abertas, a molécula
de SDS se liga e confere a elas uma carga fortemente negativa. Para garantir a
totalidade da desnaturacdo, € adicionado B-mercaptoetanol para romper as
pontes dissulfeto das cadeias polipeptidicas das proteinas e a amostra é
fervida a 100 °C. Apos o processo de migracdo pelo gel, as amostras foram
coradas pelo método de coloragéo por nitrato de prata (MERRIL et. al., 1984).
Os resultados apresentados na figura 17 mostram a identificagcdo de uma unica
banda protéica, apresentando massa molecular aparente de aproximadamente
34 kDa.
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Figura 17. SDS-PAGE da fragdo obtida na DEAE-Trisacryl. (1) padrao de
massa molecular (fosforilase b (97 kDa), albumina (66 kDa), ovoalbumina (45
kDa), anidrase carbbdnica (30 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e a-

lactoalbumina (14,4 kDa)), (2) extrato de xilanase purificada.
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4.8. Cromatografia em camada delgada silica-gel P60

Os produtos da hidrolise da xilana em funcdo do tempo pela xilanase
produzida pelo Aspergillus niger foram analisadas por cromatografia em

camada delgada e estdo apresentados na figura 18 (FONTANA et. al., 1988)

Figura 18. Cromatografia em Silica Gel P60 do produto de hidrdlise da xilana
da por acao da xilanase do fungo Aspergillus niger. 1- xilose; 2- xilobiose, 3- 30
minutos; 4 — 120 minutos; 5 — 1080 minutos. 1 e 2 foram utilizados como

padroes.

Os resultados da cromatografia em camada delgada silica-gel P60
demonstram a agao da enzima xilanase produzida pelo fungo Aspergillus niger
sobre xilana birchwood em ensaio de cinética enzimatica. Aliquotas de 10 pL

do ensaio foram transferidas para a folha cromatografica em 30, 120 e 1080
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minutos de reagdo. Apos a migragcdo e aplicagdo do revelador, pbéde-se
observar a formacgao do produto de hidrolise do substrato pela xilanase, com
progressiva liberagao de agucares mais simples. As aplicagées 3 (30 minutos)
e 4 (120 minutos) apresentaram maior predominancia de xilooligossacarideos,
como xilobiose, xilotriose e xilotetraose, sendo a concentracdo de xilobiose
notadamente maior em 4. A ultima aplicagéo, em 5 (1080 minutos), apresentou
grande queda na prevaléncia de xilooligossacarideos, sendo a presenga de
xilobiose praticamente inexistente; e o surgimento da presenca de xilose,
caracterizando a ocorréncia de hidrolise total do substrato pela enzima xilanase
produzida pelo fungo. Os resultados indicam que as enzimas extracelulares
produzidas por esta linhagem de Aspergillus niger sdo predominantemente
endoxilanases, realizando a hidrdlise da xilana de modo a liberar
xilooligossacarideos que, por sua vez, sdo submetidos a agao de exoxilanases,
liberando xilose como produto. Provavelmente, no caso do Aspergillus niger, a
maior parte da formacéao de xilose se da intracelularmente, apds absor¢ao dos

xilooligossacarideos presentes no meio e atuagao de xilosidases intracelulares.
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5. CONCLUSOES

O Delineamento Composto Central Rotacional utilizado no presente
trabalho se mostrou uma ferramenta eficiente para definir as melhores
condigbes de producédo de xilanase extracelular pelo fungo Asperigillus niger,
sendo elas: pH 5,0; temperatura entre 37 °C, agitacdo de 80 rpm e fonte de
carbono a 2%. Considerando que alguns valores 6timos obtidos no DCCR
estdo situados na proximidade dos pontos axiais do delineamento
experimental, o emprego de um novo planejamento mais simples ou a
condugdo de novos ensaios isolados podera determinar com ainda maior
exatidao as condigcdes 6timas para a producao de xilanases pelo fungo.

A enzima produzida nas melhores condi¢gdes predeterminadas foi
purificada com sucesso, sendo o produto de sua hidrdlise caracterizado por
cromatografia em camada delgada, revelando a formagdo de acucares
progressivamente mais simples (xilooligossacarideos: xilotriose, xilobiose e
xilose).

A cromatografia por exclusdo molecular revelou que o extrato enzimatico
produzido pelo fungo Aspergillus niger pode conter, na verdade, duas espécies
de xilanases, devido a observacao de dois picos de atividade existentes para
proteinas de diferentes pesos moleculares presentes no filtrado.

A massa molecular da xilanase produzida foi determinada por SDS-
PAGE, sendo esta estimada em 34 kDa. Experimentos adicionais estdo sendo
conduzidos para verificar se o0s resultados obtidos na SDS-PAGE
correspondem a uma unica enzima xilanolitica ou duas enzimas xilanoliticas
com massas moleculares proximas.

Os resultados do presente trabalho serdo importantes para o
desenvolvimento de trabalhos futuros como, por exemplo, a producdo de
xilanase extracelular utilizando o fungo Aspergillus niger em escala piloto
industrial, utilizando biorreatores para a condugao do processo fermentativo. A
determinacdo da quantidade de xilanases extracelulares diferentes produzidas
no extrato enzimatico sera util para fornecer informacdes adicionais para
tentativa de imobilizacdo destas enzimas em suportes solidos alternativos.
Estudos com imobilizacdo das xilanases produzidas pelo Aspergillus niger ja

estdo sendo conduzidos no Laboratério de Enzimologia Industrial da Unesp —
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Araraquara, pelo doutorando Caio Casale Aragon sob orientagdo do Prof. Dr.

Rubens Monti.
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