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PRODUCAO DE XILO-OLIGOSSACARIDEOS POR HIDROLISE ENZIMATICA
DE XILANAS

RESUMO

Xilo-oligossacarideos (XOs) sdo oligossacarideos nao digeriveis e fermentaveis que possuem
propriedades prebiodticas, além de outros potenciais efeitos benéficos a saide humana. Os XOs
apresentam ainda maior estabilidade & temperatura e ao pH quando comparados aos demais
oligossacarideos. O processo industrial mais empregado para a producédo de XOs € a hidrdlise
enzimatica de xilanas extraidas de materiais lignocelulésicos (MLCs), sendo que a endo-f-1,4-
xilanase é a principal enzima responsavel pela catalise desta reacdo. Com o atual aumento da
demanda por compostos funcionais é cada vez mais necessario o desenvolvimento de estudos
voltados para a producédo vidvel de oligossacarideos. Neste contexto, a presente tese buscou
produzir XOs potencialmente prebidticos por hidrélise enzimatica de diferentes xilanas com
endo-B-1,4-xilanases de fungos filamentosos. Para tal, os preparados xilanoliticos comerciais
oriundos de Aspergillus oryzae (Shearzyme®), Thermomyces lanuginosus (Spring Mono®) e
Aspergillus niger (Hemicellulase Amano®) foram avaliados quanto & atividade de enzimas
xilanoliticas e as endo-B-1,4-xilanases presentes foram caracterizadas e utilizadas na hidrélise
da xilana de madeira de faia. Os resultados obtidos sugerem que o grau de polimerizacédo (GP)
e o rendimento dos XOs foram influenciados pela composi¢do do preparado xilanolitico e pelas
propriedades da endo-B-xilanase, e a producdo de xilose foi maior para os extratos xilanoliticos
com atividade de B-xilosidase. A hidrdlise da xilana de faia com endo-f-1,4-xilanases de T.
lanuginosus (Spring Mono®) produziu mais de 90% de XOs, representados principalmente por
xilobiose (X2) e xilotriose (X3), e apenas 6,47% de xilose nos hidrolisados, o que evidencia o
potencial do extrato enzimatico na obtencdo de XOs prebidticos. Em seguida, 0s parametros de
hidrélise enzimética foram estudados a fim de maximizar a producdo de XOs de baixo GP
(X2+X3), em razdo do seu elevado efeito prebidtico. A concentracao de substrato e temperatura
tiveram maior influéncia no rendimento dos XOs produzidos por endo-B-1,4-xilanases de T.
lanuginosus (Spring Mono®), sendo que na melhor condicdo de hidrélise (6,0% de xilana de
faia, 133 U/g de enzima, pH 5,5, 60°C por 24 h) foram obtidos 17,48 mg/mL de X2+X3, 0 que
corresponde a um incremento de 83% em relacdo a hidrélise inicial (9,55 mg/mL de XOs), e
apenas 0,65 mg/mL de xilose. Tais hidrolisados sdo potencialmente prebidticos e promissores
para a aplicagdo em alimentos. Posteriormente, as xilanas de casca (CA) e farelo (FA) de arroz,
casca de soja (CS) e engaco de uva (EN) foram extraidas por diferentes métodos alcalinos (M1
e M2) e usadas em substituicdo a xilana de faia na condicdo de hidrélise enzimatica predefinida.
Os melhores rendimentos de xilana foram alcangados com o M1 e M2 para a CA (43 e 28%), e
M2 para 0 EN (20%). A hidrolise da xilana de CA por endo-p-1,4-xilanases de T. lanuginosus
(Spring Mono®) rendeu a maior quantidade de XOs de baixo GP (5,67 mg/mL), seguido pela
xilana extraida de EN (2,91 mg/mL). No presente estudo, foi demonstrado que é possivel obter
XOs com potencial prebiotico por hidrolise de xilanas com endo-B-1,4-xilanases. Além disso,
0 uso de xilanas de materiais lignoceluldsicos agroindustriais pouco explorados do Estado do
Rio Grande do Sul, vem ao encontro da necessidade de agregar valor a cadeia produtiva e tornar
viavel a produgéo de XOs em larga escala.

Palavras-chave: Oligossacarideos prebidticos. Enzimas xilanoliticas. Endo-p-1,4-xilanases.
Caracterizacdo enzimatica. Parametros de reacdo enzimatica. Materiais lignoceluldsicos.
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PRODUCTION OF XYLOOLIGOSACCHARIDES FROM ENZYMATIC
HYDROLYSIS OF XYLANS

ABSTRACT

Xylooligosaccharides (XOs) are non-digestible and fermentable oligosaccharides that have
prebiotic properties, besides several other beneficial health effects. XOs also present increased
temperature and pH stability when compared to other oligosaccharides. The most widely used
industrial process for XOs production is the enzymatic hydrolysis of xylan derived from
lignocellulosic materials (LCMs), and endo-1,4-B-xylanase is the major enzyme responsible for
catalyzing this reaction. With the current increase in demand for functional compounds, it is
strongly necessary the development of studies aimed to viable production of oligosaccharides.
In this context, the present thesis aimed to produce XOs with prebiotic potential by enzymatic
hydrolysis of xylans from different sources using endo-1,4-p-xylanases from filamentous fungi.
To achieve this goal, xylanolytic preparations derived from Aspergillus oryzae (Shearzyme®),
Thermomyces lanuginosus (Spring Mono®) and Aspergillus niger (Hemicellulase Amano®)
were evaluated for activity of xylanolytic enzymes, and the endo-1,4-p-xylanases present in the
extracts were characterized and used for beechwood xylan hydrolysis. The results suggest that
the degree of polymerisation (DP) and yield of XOs were influenced by the composition of
xylanolytic preparation and by the properties of endo-1,4-p-xylanase, and the xylose production
was higher for xylanolytic extracts with 3-xylosidase activity. Hydrolysis of beechwood xylan
with endo-1,4-B-xylanases from T. lanuginosus produced more than 90% of XOs, represented
mainly by xylobiose (X2) and xylotriose (X3), and only 6.47% of xylose in the hydrolysates,
which highlights the good potential of this enzyme in obtaining XOs prebiotics. Next, the
enzymatic hydrolysis parameters were studied to maximize the production of low-DP XOs (X2
and X3), because of their high prebiotic effect. The substrate concentration and temperature
had higher influence on XOs yield produced by endo-B-xylanase of T. lanuginosus, whereas in
the best hydrolysis condition (6% beechwood xylan, 133 U/g enzyme, pH 5.5, 60°C for 24 h)
were obtained 17.48 mg/mL of X2+X3, which corresponds to an increase of 83% compared to
the initial hydrolysis (9.55 mg/mL), and only 0.65 mg/mL of xylose. These hydrolysates are
potentially prebiotics and promising for the application in functional foods. Next, xylans were
extracted from rice hulls (RH), rice bran (RB), soybean hulls (SH) and grape stalks (GS) using
different alkaline methods (M1 and M2) and were used to replace the beechwood xylan in the
same conditions of hydrolysis previously applied. The higher xylan yields were achieved
through M1 and M2 for RH (43% and 28%), and M2 for GS (20%). Hydrolysis of RH xylan
by endo-xylanases from T. lanuginosus gives the higher quantity of low-DP XOs (5.67 mg/mL),
followed by GS xylan (2.91 mg/mL). In this work, it was demonstrated that it is possible to
obtain XOs with prebiotic potential by hydrolysis of xylans with endo-1,4-B-xylanases.
Furthermore, the use of xylans from underexploited LCMs from the state of Rio Grande do Sul
come to meet the need to add value to the productive chain and making viable the large-scale
production of XOs.

Key words: Prebiotic oligosaccharides. Xylanolytic enzymes. Endo-1,4-B-xylanases.
Enzymatic characterization. Enzymatic reaction parameters. Lignocellulosic materials.
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1 INTRODUCAO

A busca por um estilo de vida saudavel é crescente entre as pessoas, e 0s cuidados
com a alimentacdo tém impulsionado o interesse no consumo de alimentos funcionais, que séo
aqueles que possuem efeitos metabolicos e/ou fisioldgicos e/ou benéficos a saude, alem de suas
funcgdes nutricionais basicas. Em resposta a grande demanda dos consumidores pelos alimentos
funcionais, um grande nimero de compostos alternativos tem surgido desde o inicio dos anos
80, entre eles os oligossacarideos. Os oligossacarideos sdo carboidratos que contém de 2 a 10
unidades de monossacarideos, sendo naturalmente encontrados em muitos alimentos, incluindo
frutas, vegetais, leite e mel. Estes compostos sdo considerados ingredientes funcionais, uma vez
gue a sua ingestdo traz inUmeros beneficios a saude.

Dentre os oligossacarideos com propriedades funcionais, galacto-oligossacarideos
(GOs) e fruto-oligossacarideos (FOs) sdo os mais comumente utilizados em alimentos, mas 0s
xilo-oligossacarideos (XOs) tém merecido grande destaque, devido a seus beneficios potenciais
a satde humana. Os XOs séo oligossacarideos nao digeriveis constituidos basicamente por 2 a
10 unidades de xilose unidas por ligac6es do tipo B-1,4, e que podem ter proporcdes variaveis
de substituintes, tais como grupos acetila, acidos urénicos e arabinose, dependendo da estrutura
da xilana da matéria-prima original e do processo de produgdo (CARVALHO et al., 2013;
KABEL et al., 2002).

Os XOs podem ser utilizados como adocantes de baixa caloria e fibras alimentares
sollveis porque ndo sdo metabolizados pelo sistema digestivo. Além disso, tém propriedades
fisiol6gicas importantes, incluindo ndo toxicidade (SAMANTA et al., 2015), melhora na fungédo
intestinal, na absorcéo de calcio e no metabolismo de lipideos (IINO et al., 1997; KOBAYASHI
et al., 1991), reducdo do risco de cancer de célon (WOLLOWSKI; RECHKEMMER; POOL-
ZOBEL, 2001), e efeito prebiotico por estimular a proliferacdo e/ou atividade das populactes
de bactérias benéficas no célon, como Bifidobacterium e Lactobacillus (GULLON; MUNOZ;
PARAJO, 2011; OKAZAKI; FUIIKAWA; MASTUMOTO, 1990).

De acordo com Wang et al. (2009), no processamento de alimentos funcionais 0s
XOs sdo mais promissores que 0s FOs quanto a estabilidade a temperatura e ao pH. Em paises
como o Japéo os XOs com potencial prebidtico séo adicionados em varios produtos alimenticios
para humanos e animais (BRIENZO, 2010).

Na industria biotecnoldgica, 0s XOs sdo produzidos preferencialmente por hidrélise
enzimaética de xilana previamente extraida de biomassas lignocelulésicas, devido aos inumeros

problemas associados as demais tecnologias de producdo, como auto-hidrolise (NABARLATZ
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etal., 2007) e hidrolise acida (SAMANTA et al., 2012). Nestes métodos, 0s XOs sao facilmente
convertidos em xilose e os hidrolisados contém grande quantidade de compostos indesejaveis
(monossacarideos e lignina), demandando etapas complexas de purificacdo (ZHU et al., 2006).
A hidrolise enzimatica ndo produz residuos toxicos e ndo requer um reator especial para operar
em temperatura e pressao elevadas (AKPINAR; ERDOGAN; BOSTANCI, 2009).

A endo-B-1,4-xilanase é a principal enzima envolvida na catalise da hidrélise de
xilanas para XOs. Portanto, para a producédo de XOs via enzimatica sdo desejados os preparados
xilanoliticos com alta atividade de endo-B-xilanases e baixa atividade de exo-xilanases e/ou [3-
xilosidases, uma vez que estas enzimas hidrolisam os XOs em xilose (CHEN et al., 2009). Além
disso, a endo-B-1,4-xilanase deve ser ativa e estavel nas condi¢des de operacao e 0s parametros
reacionais de hidrélise tém de ser estudados, de modo que a producéo de XOs seja maximizada
e passivel de ampliacdo de escala. A hidrdlise enzimatica controlada de xilanas possibilita a
obtencdo de XOs mais puros, em maior quantidade e com grau de polimerizacao (GP) definido,
sendo que para a aplicagdo em alimentos funcionais séo preferidos os XOs com GP de 2 a 3,
em razdo do seu efeito prebiotico e sabor adocicado (JIANG et al., 2004; TOSHIO et al., 1990).

Os XOs sdo uns dos poucos compostos funcionais que podem ser obtidos a partir
de materiais lignocelulésicos (MLCs) amplamente disponiveis e de baixo custo, como residuos
florestais e agroindustriais, o que reduz os custos do processo biotecnolédgico e proporciona um
melhor aproveitamento de biomassas pouco exploradas. Os MLCs mais usados para a producao
de XOs sao: sabugo de milho (AACHARY; PRAPULLA, 2009), bagaco de cana (BIAN et al.,
2013), cascas (KIRAN; AKPINAR; BAKIR, 2013), farelos (MANISSERI; GUDIPATI, 2010),
palhas (FARYAR et al., 2015) e madeiras (FALCK et al., 2013).

Embora existam inimeros estudos na literatura relacionados a produc¢éo de XOs por
hidrolise de xilanas provenientes de MLCs, sdo escassos 0s que enfocam a aplicacdo da casca
e do farelo de arroz e da casca de soja, e ndo foram encontrados relatos com o engaco de uva,
0 que torna essa abordagem um campo promissor para novas pesquisas. O uso de subprodutos
e/ou residuos agroindustriais, gerados na regido Sul do Rio Grande do Sul, como matéria-prima
para a extragdo de xilanas, vem ao encontro da necessidade de agregar valor a cadeia produtiva
e tornar rentdvel a producdo enzimatica de XOs.

Com base no exposto, a presente tese buscou sobretudo produzir XOs com potencial
prebiotico por hidrolise enzimatica de diferentes xilanas utilizando endo-B-xilanases comerciais
de fungos filamentosos, a fim de contribuir com o desenvolvimento dos estudos voltados para

0s compostos funcionais.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Produzir xilo-oligossacarideos com potencial prebidtico por hidrolise enzimatica de

diferentes xilanas utilizando endo-B-1,4-xilanases comerciais de fungos filamentosos.

2.2 ESPECIFICOS

- Avaliar a atividade das principais enzimas xilanoliticas nos extratos enziméaticos
comerciais de Aspergillus oryzae (Shearzyme®), Thermomyces lanuginosus (Spring Mono®) e
Aspergillus niger (Hemicellulase Amano®), e caracterizar as endo-p-1,4-xilanases presentes em
relagdo ao pH e a temperatura 6timos, a estabilidade térmica a 50°C e aos parametros cinéticos;

- Investigar as endo-fB-1,4-xilanases quanto a capacidade de produzir XOs de baixo
grau de polimerizacdo a partir da hidrolise da xilana de faia;

- Estudar os efeitos dos parametros reacionais de hidrolise enzimatica, tais como
concentracdo de substrato, relacdo enzima:substrato, pH, temperatura e tempo de reacdo, no
rendimento e grau de polimerizagdo dos XOs produzidos pela hidrélise da xilana de faia com
endo-pB-1,4-xilanase comercial de T. lanuginosus (Spring Mono®);

- Obter XOs potencialmente prebioticos a partir das xilanas de casca e farelo de
arroz, casca de soja e engago de uva, utilizando endo-B-xilanase comercial de T. lanuginosus

(Spring Mono®).






CAPITULO 1
REVISAO DA LITERATURA
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

Os materiais lignoceluldsicos (MLCs) representam os subprodutos e/ou residuos
organicos mais abundantes do mundo (CARVALHO et al., 2013). Além dos componentes ndo-
estruturais, tais como as cinzas e 0s extrativos, os MLCs sdo constituidos basicamente por trés
biopolimeros: a celulose, polimero linear formado por unidades de glicose ligadas em B-1,4; as
hemiceluloses, heteropolissacarideos lineares ou ramificados compostos por uma variedade de
monossacarideos, incluindo xilose, arabinose, glicose, ramnose, galactose e acidos urdnicos; e
a lignina, polimero ramificado com natureza fendlica (KULKARNI; SHENDYE; RAO, 1999;
VAZQUEZ et al., 2000). A parede de células vegetais é uma fonte de MLCs, e a sua estrutura
é representada pela interagdo fisico-quimica entre celulose, hemicelulose e lignina (Figura 1).

Figura 1 - Esquema estrutural simplificado das fibras dos materiais lignocelulésicos

Biomassa lignoceluldsica

Célula vegetal

Lignina

Hemicelulose
Celulose

Fonte: Adaptado de KONDO (1997)

3.1.1 Subprodutos e residuos lignocelulésicos agroindustriais

A celulose é o componente mais abundante nos materiais lignocelulésicos gerados
na agroindustria, seguido por hemiceluloses e lignina (Tabela 1). A biomassa lignoceluldsica
tem composicéo variavel e sua estrutura € complexa. Nos MLCs, a celulose esta embebida em

uma matriz hemicelulose-lignina, sendo que a hemicelulose integra a estrutura da parede celular
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vegetal com interacBes quimicas covalentes e ndo-covalentes (SAHA, 2003). As hemiceluloses
sédo heteropolissacarideos, definidas como materiais soltveis em alcali apds remocéo de pectina
e/ou lignina. Posteriormente a extracao alcalina, as hemiceluloses sdo, em sua maioria, sollveis
em agua (SUN; TOMKISON; LIANG, 2000).

Tabela 1 - Composicao quimica parcial de materiais lignocelulosicos agroindustriais
(MLCAS)

Composigao % (m/m)

MLCA Celulose Hemicelulose Lignina Referéncia
Casca de arroz 30,0 28,0 18,0 MANSILLA et al., 1998
Farelo de arroz 27,0 37,0 50 BAIG; ZETZL; BRUNNER, 2006
Casca de soja 38,4 10,2 2,8 MIELENZ; BARDSLEY; WYMAN, 2009
Engaco de uva 30,3 21,0 17,4 PROZIL et al., 2013

A casca de arroz € um residuo lignocelulésico agroindustrial que apresenta uma
fracdo hemiceluldsica rica em xilanas, possivel de ser convertida em XOs. De acordo com 0s
dados da CONAB (2013), a producéo de arroz nas safras de 2012 e 2013 foi de 11.858,33 mil
toneladas, sendo o Estado do Rio Grande do Sul (RS) o maior produtor brasileiro, responsavel
por 67% da producdo total. Em dados mais recentes da CONAB (2015), o RS continua como o
principal produtor de arroz no Brasil, respondendo por cerca de 68% da produc¢édo nacional. O
beneficiamento industrial do arroz gera grande quantidade de subprodutos e residuos, tais como
farelo, palha e casca, que sdo amplamente disponiveis e de baixo custo, 0 que os torna bastante
atrativos para o emprego em processos biotecnoldgicos (HICKERT, 2010).

Conforme o IBGE (2016), o Rio Grande do Sul se destaca também na producéo de
uva, soja, aveia e milho. No processo de vinificacdo sdo gerados residuos tais como o bagaco e
0 engaco de uva e, apesar de ndo serem considerados materiais perigosos, o seu elevado teor de
matéria organica e a sua producéo sazonal podem contribuir para potenciais problemas ao meio
ambiente. Portanto, o uso destes MLCs como fonte de biomassa lignocelulésica para a obtencéo
de produtos com alto valor agregado representa uma alternativa viavel de aproveitamento, uma
vez que as aplicacgdes, principalmente do engago de uva, estdo limitadas a fertilizantes (PROZIL
et al., 2013). Outro residuo agroindustrial gerado em grande quantidade e com potencial para a
producdo de bioprodutos € a casca de soja, pois apresenta em sua fragdo hemiceluldsica a xilana
possivel de ser convertida em XOs por hidrélise enzimatica (RATNADEWI et al., 2016).
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3.2 XILANAS

A xilana é o principal componente das hemiceluloses na parede celular de plantas
terrestres, representando cerca de 30% a 35% da massa seca total, e é a segunda fonte renovavel
mais abundante na natureza com um elevado potencial para a produgéo tecnolégica de diversos
produtos, como por exemplo xilose, xilitol e XOs (BEG et al., 2001; KULKARNI; SHENDYE;
RAO, 1999; POLIZELI etal., 2005). Varios subprodutos e residuos, agricolas e agroindustriais,
possuem quantidades relativamente elevadas de hemiceluloses como a xilana, e que tém sido
submetidas a transformacGes enzimaticas a fim de obter produtos mais valiosos, com destaque
para 0s XOs (TERRASAN et al., 2010).

A cadeia principal da xilana € estruturalmente semelhante a celulose, mas ao invés
de D-glicose € constituida por residuos D-xilopiranosil unidos por ligacdes do tipo -1,4. Além
disso, enquanto a celulose é um polimero linear formado apenas por glicose, a xilana apresenta
estrutura e composicado variavel, dependendo de sua fonte. A estrutura varia de uma cadeia ndo
substituida quase linear, como em gramineas, para heteropolissacarideos altamente ramificados
em sementes de cereais. O prefixo hetero indica a presenca de outros monossacarideos que ndo
a xilose, e a cadeia principal é geralmente substituida em diferentes graus por residuos de acidos
4-O-metil-D-glucurdnico e D-glucuronico, L-arabinofuranose, e esterificada com grupos acetil,
entre outros (BIELY, 2003; KULKARNI; SHENDYE; RAO, 1999).

O grau de polimerizagdo das xilanas varia de 70 a 200 residuos de B-xilopiranose,
dependendo da espécie (POLIZELI et al., 2005). As ramificacGes da cadeia principal de xilana
determinam a conformacdo fisica da molécula com os demais componentes lignocelul6sicos, a
solubilidade da molécula em meio aquoso, e tém influéncia no modo e na extensdo da hidrdlise
enzimatica. Portanto, o conhecimento da estrutura e composi¢do quimica da xilana sobre a qual
as endo-pB-1,4-xilanases irdo atuar é essencial para obter maiores rendimentos do(s) produto(s)
de interesse (KULKARNI; SHENDYE; RAO, 1999; POLIZELI et al., 2005).

Com base nos substituintes comumente encontrados na cadeia principal, as xilanas
sdo classificadas em homoxilanas, arabinoxilanas, glucuronoxilanas e glucuronoarabinoxilanas
(BIELY, 2003). Porém, em cada categoria existe uma microheterogeneidade com respeito ao
tipo e grau de ramificacdo. Em vérias plantas as xilanas estdo presentes na forma parcialmente
acetilada, onde os grupos O-acetil localizados nas posi¢des C2 e C3 dos residuos xilopiranosil
inibem as xilanases de degradar por completo as acetilxilanas, provavelmente por impedimento
estérico. Assim, a atuacdo sinérgica de acetil xilana esterases e endo-xilanases é necessaria para
a hidrolise do polimero (BEG et al., 2001; KULKARNI; SHENDYE; RAO, 1999).



30

A xilana de madeira de faia (O-acetil-4-O-metilglucuronoxilana) consiste de uma
cadeia principal de residuos de D-xilopiranose unidos por ligac6es p(1,4), com cadeias laterais
de acido 4-O-metil-glucurénico ligadas a posi¢ao C-2 da xilose e grupos acetil nas posi¢coes C-
2 ou C-3. Neste tipo de xilana sdo encontrados tracos de arabinose e glicose (FREIXO; PINHO,
2002; PULS et al., 1991), sendo que o produto comercial tem mais de 90% de xilose e pode ser
utilizado como substrato para a producdo enzimatica de XOs (SIGMA, 2016). Em se tratando
de residuos lignocelulésicos, a xilana de casca de arroz (glucuronoarabinoxilana), por exemplo,
consiste de uma cadeia principal de unidades de D-xilopiranose unidas por ligacdes B(1,4), que
pode ser substituida por diferentes grupos, tais como arabinofuranosil, 4-O-metil-glucurénico,
O-acetil e/ou fendlicos (GULLON et al., 2010; VEGAS et al., 2008; VEGAS et al., 2004).

3.3 ENZIMAS XILANOLITICAS

Conforme descrito anteriormente, devido a sua estrutura heterogénea a degradacédo
completa das xilanas requer a atuacdo de enzimas que sdo denominadas sistema ou complexo
xilanolitico (BEG et al., 2001; BIELY, 1985). Portanto, quanto maior a complexidade estrutural
dos polimeros mais componentes enzimaticos do sistema xilanolitico sdo necessarios (BIELY,
2003). A Figura 2 ilustra a atuacéo das enzimas xilanoliticas sobre a cadeia de xilana. A endo-
B-1,4-xilanase (B-1,4-xilana xilanahidrolase, EC 3.2.1.8) é essencial para despolimerizacdo da
xilana pois atua na cadeia principal e libera os XOs; a B-xilosidase (-1,4-xilana xilohidrolase,
EC 3.2.1.37) produz xilose a partir de xilobiose e outros XOs; e as enzimas auxiliares, tais como
a-arabinofuranosidases, p-glicosidases, a-glucuronidases, acetil xilana, p-coumaroil e feruloil
esterases, sdo responsaveis pela remogdo dos substituintes da cadeia (BIELY, 2003; COLLINS;
GERDAY; FELLER, 2005; HALTRICH et al., 1996).

Diferentes tipos de sinergismo tém sido relatados para as enzimas xilanoliticas, e 0
mais importante se refere a cooperacgdo entre as enzimas que atuam na cadeia principal e aquelas
que liberam os substituintes da cadeia lateral, como os residuos de O-acetil (BIELY et al., 1986)
e arabinofuranosil (COUGHLAN et al., 1993). A atuacao de endo-f-1,4-xilanases produz XOs
substituidos, que sdo os substratos mais adequados para as enzimas acessorias. Estas enzimas,
por sua vez, removem os substituintes da cadeia lateral e criam novos sitios na cadeia principal
para a acdo de endo-pB-1,4-xilanases (BIELY, 2003). Existem enzimas acessorias (ou auxiliares)
gue removem apenas 0s grupos substituintes de XOs gerados por endo-xilanases (POUTANEN
etal., 1991; TUOHY; LAFFEY; COUGHLAN, 1994).
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Figura 2 - Estrutura esquematica da xilana e os sitios de ataque das enzimas Xxilanoliticas

(4-O-metil-a-D-glucuronopiranosil)
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Fonte: Adaptado de SUNNA; ANTRANIKIAN (1997)

Segundo Yan et al. (2008), que pesquisaram o0 sinergismo entre a endo-p-xilanase
e a B-xilosidase, quando as enzimas foram adicionadas separadamente em um meio a base de
xilana a endo-xilanase produziu XOs e a B-xilosidase nao foi capaz de liberar xilose. Porém, ao
serem acrescentadas simultaneamente, a B-xilosidase hidrolisou 0os XOs formados pela endo-f-
xilanase em xilose, 0 que ndo é vantajoso do ponto de vista reacional e tecnolégico.

Com base nos relatos da literatura, fica evidente que para a producdo de XOs séo
desejados os complexos xilanoliticos com alta atividade de endo-xilanases e baixa atividade de
exo-xilanases e/ou B-xilosidases, de modo a evitar a formagéo de xilose que apresenta efeitos
de inibicdo na obtencdo de XOs. Logo, para a producdo via enzimatica destes oligossacarideos
é de grande importancia tecnoldgica e econdmica selecionar os sistemas enzimaticos com tais
propriedades (CHEN et al., 2009; VAZQUEZ et al., 2002).

3.3.1 Endo-B-1,4-xilanases: caracteristicas e aplicacfes

Endo-B-1,4-xilanases sdo glicosidases responsaveis principalmente pela hidrélise
de ligacOes B-1,4 presentes na xilana (COUGHLAN; HAZLEWOOD, 1993). A Figura 3 mostra
a atuacdo da endo-B-1,4-xilanase baseada na sua especificidade.

As B-xilanases séo classificadas em duas familias principais de glicosil-hidrolases
(GHs): a GH10 e a GH11, que diferem em relacéo as propriedades fisico-quimicas, ao modo

de acdo, as sequéncias primérias de aminoacidos e a especificidade de substratos (COLLINS;
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GERDAY; FELLER, 2005). As endo-xilanases da familia GH10 ndo s&o totalmente especificas
para as xilanas e podem atuar sobre outros substratos. Os membros desta familia tém uma massa
molar maior que 30 kDa e baixo ponto isoelétrico, enquanto os da familia GH11 apresentam
uma baixa massa molar e alto ponto isoelétrico. A familia GH11 consiste de endo-B-xilanases
verdadeiras que s&o ativas apenas sobre substratos contendo xilose e/ou longas cadeias de XOs,
e 0s produtos de sua agao podem ser hidrolisados pelas enzimas da familia GH10 (CARVALHO
etal., 2013; COLLINS; GERDAY; FELLER, 2005).

Figura 3 - Especificidade da endo-p-1,4-xilanase
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Fonte: MOTTA (2008)

Muitos trabalhos abordam a producéo e a caracterizagdo de endo-p-1,4-xilanases a
partir de fungos filamentosos (CHEN et al., 2009; DOBREV et al., 2007; LAFOND et al., 2011)
e bactérias (HADDAR et al., 2012; KUMAR et al., 2011), mas a producéo e a natureza de endo-
xilanases de leveduras sdo pouco exploradas (ADSUL; BASTAWDE; GOKHALE, 2009; LIU;
LU; MA, 1999). Fungos filamentosos geralmente secretam endo-p-xilanases em conjunto com
celulases, o que pode afetar a qualidade e a pureza do produto final nos processos de fabricagédo
de celulose e papel (BALAKRISHNAN et al., 1992). Por outro lado, leveduras podem produzir
endo-B-1,4-xilanases livres de celulases, uma caracteristica importante para a sua aplicacdo na
industria de papel e téxtil (ADSUL; BASTAWDE; GOKHALE, 2009; LIU; LU; MA, 1999).

Os fungos filamentosos sdo particularmente interessantes como produtores de endo-
B-1,4-xilanases do ponto de vista industrial, pois os niveis de enzima das culturas de fungos séo
tipicamente mais altos do que aqueles de leveduras e bactérias. Além disso, fungos filamentosos
produzem enzimas auxiliares necessarias a hidrolise de ramificagcdes da cadeia de xilana, e as
endo-B-xilanases apresentam uma maior versatilidade catalitica (HALTRICH et al., 1996).

Em alguns micro-organismos, tais como bactérias ndo-celuloliticas e leveduras, as

enzimas xilanoliticas sdo, na maioria das vezes, indutivas, ou seja, xilanases e B-xilosidases sdo
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secretadas em quantidades elevadas durante o seu crescimento em meio a base de xilana e a sua
sintese sofre repressdo catabolica por agucares facilmente assimilaveis, como a xilose e glicose.
A regulacéo da sintese de endo-xilanases em fungos filamentosos néo é totalmente estabelecida
devido a diversidade dos mecanismos de controle celular nestes organismos (BIELY/, 1985).
Quanto as condigdes de atuacdo, grande parte das endo-p-1,4-xilanases conhecidas
até o momento séo otimamente ativas em temperaturas acima de 50°C e em pHs acido ou neutro
(HADDAR et al., 2012). A Tabela 2 mostra as propriedades de endo-p-1,4-xilanases oriundas

de bactérias, fungos filamentosos e leveduras.

Tabela 2 - Caracteristicas de endo-B-1,4-xilanases de diferentes fontes microbianas

Massa pH Temperatura

Fonte microbiana molar (kDa) ~ 6timo stima (°C) Referéncia
Bactérias
Bacillus sp. 99 6,0 75 BATAILLON et al., 2000
Streptomyces sp. 24 - 38 6,0-8,0 55-60 GEORIS et al., 2000
Fungos filamentosos
Aspergillus oryzae 35 5,0 60 KITAMOTO et al., 1999
Thermomyces lanuginosus 25 6,0-6,5 70 SINGH et al., 2000
Aspergillus sp. 26 50 50 KHANNA et al., 1995
Leveduras
Cryptococcus sp. 22 2,0 40 IEFUJI et al., 1996
Aureobasidium pullulans 25 4.4 54 Lletal., 1993

As endo-B-1,4-xilanases tém atraido grande interesse de pesquisas em razéo de suas
muitas aplica¢des industriais potenciais, tais como: facilitam a extracdo da lignina e reduzem o
consumo de produtos quimicos toxicos necessarios para o branqueamento da polpa de celulose
e/ou papel (MADLALA et al., 2001); melhoram os processos de panificacdo e modificam os
produtos cozidos (MAAT et al., 1992); aprimoram a qualidade nutricional e a digestibilidade
de forragens para ruminantes quando aplicadas no pre-tratamento de culturas forrageiras, além
de facilitar a compostagem (YANG et al., 2001); produzem os XOs com atividade prebidtica
(VAZQUEZ et al., 2000); e sdo (teis na bioconversdo de MLCs em produtos fermentesciveis,
na clarificacdo de sucos e na melhoria da consisténcia de cervejas (BEG et al., 2001). Grande
destaque tem sido dado ao uso da enzima para a producéo de XOs, uma vez que tais compostos

apresentam inameros beneficios potenciais a saide (SAMANTA et al., 2015).
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3.4 XILO-OLIGOSSACARIDEOS

Oligossacarideos néo digeriveis (ONDs) séo carboidratos de baixa massa molecular
que estimulam o crescimento e/ou atividade de bactérias benéficas no colon, principalmente as
bifidobactérias e os lactobacilos, e, por isso, sdo reconhecidos como prebidticos (MUSSATTO,;
MANCILHA, 2007). Os ONDs ndo séo digeridos porgue o organismo de humanos ndo possui
as enzimas necessarias para hidrolisar as ligacdes do tipo B que se formam entre as unidades de
monossacarideos presentes nestes carboidratos. Sendo assim, os ONDs néo sdo degradados no
sistema digestivo e atingem intactos o intestino grosso onde causam efeitos prebidticos através
da modulacdo da microbiota do célon (MOURE et al., 2006; MUSSATTO; MANCILHA,
2007). Tal propriedade tem promovido um crescente interesse em novos prebioticos incluindo
0s XOs.

Comercializados na forma de um pé branco, os XOs sdo ONDs que contém de 2 a
10 unidades de D-xilose unidas por ligacGes B-1,4 (Figura 4), mas as moléculas com um grau
de polimerizagdo (GP) menor ou igual a 20 tém sido consideradas como XOs (MAKELAINEN
etal., 2010; MOURE etal., 2006; VAZQUEZ et al., 2000). XOs podem ter proporcdes variaveis
de substituintes, sendo que a sua composi¢do depende da estrutura da xilana da matéria-prima
original e do processo de producdo (KABEL et al., 2002).

Figura 4 - Estrutura esquematica de xilose e xilo-oligossacarideos
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Fonte: Adaptado de CARVALHO et al. (2013)

Os XOs podem ser utilizados como adocantes dietéticos em alimentos para dietas
de baixa caloria e sdo adequados para o consumo de pessoas com diabetes (NABARLATZ et
al., 2007; VAZQUE?Z et al., 2000). Além disso, apresentam intimeros beneficios potenciais a
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salde, tais como: melhora na funcdo intestinal, absorcdo de calcio e metabolismo de lipideos;
prevencdo de caries dentérias; protecdo contra doencas cardiovasculares; redugdo do risco de
cancer de célon devido a formacéo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) (GROOTAERT
etal., 2007; WANG et al., 2009); e efeito prebiotico por estimular seletivamente a proliferacdo
e atividade de bactérias benéficas, que inibem o desenvolvimento de bactérias patogénicas e/ou
putrefativas no célon humano (MUSSATTO; MANCILHA, 2007). Os XOs ainda tém atividade
antioxidante e antimicrobiana, e propriedades antialérgicas, anti-infecc@es e anti-inflamatorias
(AACHARY; PRAPULLA, 2009).

A atividade bioldgica dos XOs vai depender da distribuicdo de sua massa molar
(HUGHES et al., 2007), sendo que os XOs com menos de quatro unidades monomericas, como
xilobiose (X2) e xilotriose (X3), sdo usados para as aplicacdes prebioticas, ja que apresentam
efeito estimulatorio sobre o crescimento de bifidobactérias que sdo importantes na manutencgéo
de uma microbiota intestinal saudavel (JIANG et al., 2004).

No processamento de alimentos funcionais, os XOs sdo mais promissores que 0S
FOs em relacdo a estabilidade a temperatura e ao pH (WANG et al., 2009). A estabilidade dos
ONDs, tais como XOs e FOs, é dependente de sua estrutura molecular (COURTIN et al., 2009).
As ligacdes  sdo mais fortes que as ligagoes a, ¢ as hexoses e piranoses estdo mais intimamente
ligadas do que as pentoses e furanoses. Muitos oligossacarideos podem ser hidrolisados em pHs
inferiores a 4,0 quando tratados em temperaturas elevadas por um curto periodo de tempo, e/ou
se armazenados por um longo periodo de tempo sob condi¢des ambiente, resultando na perda
de suas propriedades nutricionais e fisico-quimicas (VORAGEM, 1998).

Courtin et al. (2009) relataram que as ligacGes glicosidicas de FOs foram sensiveis
a hidrélise em pH &cido, sendo que 67% e 60% das ligacBes B-2,1 entre as unidades de frutose
foram clivadas nos pHs 2,0 e 3,0, respectivamente, ap6s 60 min a 100°C. Os resultados para 0s
XOs foram muito promissores, uma vez que apenas 21% e 9% das ligagdes glicosidicas foram
hidrolisadas nos pHs 2,0 e 3,0, respectivamente. De acordo com Bhat (1998), os XOs séo bem
estaveis em uma ampla faixa de pH (2,5 a 8,0) e em temperaturas de até 100°C, o que € uma
vantagem em relacdo a outros ONDs, tais como FOs e inulina.

No estudo desenvolvido por Wang et al. (2009), os XOs também apresentaram uma
maior estabilidade durante os processos de pasteurizacdo ou esterilizacdo em baixos valores de
pH, se comparados aos FOs. Nas condic6es de pasteurizacéo (60 a 100°C e pH 2,0 por 30 min)
cerca de 3% dos XOs sofreram degradacdo e 35% dos FOs foram degradados. Nas condig¢des
de esterilizacdo (121°C e pH 2,0 por 50 min) apenas 16% dos XOs sofreram degradagéo e os

FOs foram completamente degradados. Segundo Wang et al. (2009), a estabilidade térmica dos



36

oligossacarideos em condicGes acidas é um fator de fundamental importancia no processamento
de alimentos funcionais, uma vez que o efeito prebiotico na proliferacdo de bactérias benéficas
é perdido se 0os compostos sdo convertidos em monossacarideos, como a xilose.

Convem ressaltar que os XOs tém a vantagem de serem obtidos a partir de fontes
disponiveis e de baixo custo, tais como residuos florestais e agroindustriais, e de apresentarem
efeito prebidtico semelhante ou superior aos outros oligossacarideos (MENEZES; DURRANT,
2008). As matérias-primas mais utilizadas para a producdo de XOs sdo: madeiras, sabugo de
milho, bagacos, palhas, cascas, farelos, tortas de malte, améndoas e olivas (VAZQUEZ et al.,
2000).

3.4.1 Producéo de xilo-oligossacarideos

Os XOs séo encontrados na natureza em diversas fontes, tais como broto de bambu,
frutas, vegetais, leite e mel. Em escala industrial a sua producédo tém sido realizada a partir de
materiais lignocelulésicos (CARVALHO et al., 2013; VAZQUEZ et al., 2000).

De acordo com Vazquez et al. (2000), trés abordagens distintas sdo utilizadas para
a producéo de XOs a partir de materiais lignocelulésicos, sendo estas: (a) tratamento enzimatico
de MLCs contendo as xilanas nativas; (b) fracionamento quimico de um material adequado para
isolar ou solubilizar a xilana, seguido de hidrdlise enzimatica do polissacarideo em XOs; e (c)
degradacdo hidrolitica da xilana para XOs através do uso de vapor, agua e/ou solucdes diluidas
de acidos minerais. Carvalho et al. (2013) ressaltam duas etapas: (a) extracao da xilana de MLC
por meio de pré-tratamentos como a auto-hidrdlise e hidrolise acida ou alcalina; e (b) hidrdlise
enzimatica ou acida da xilana em XOs. Segundo Samanta et al. (2015), tendo em vista a elevada
demanda de prebidticos, os pesquisadores tém trabalhado no desenvolvimento de um processo
eficiente e econdmico para a producdo de XOs de biomassa vegetal diversificada, com destaque
para os métodos de auto-hidrolise, hidrolise enzimatica ou &cida (Figura 5).

A auto-hidrolise é um tratamento hidrotérmico realizado em temperaturas entre 150
e 220°C, em reatores de batelada com controle de temperatura e pressdo. O reator é preenchido
com o material no estado sélido adicionado de 4gua e as rea¢fes sdo conduzidas em temperatura
e tempo pré-fixados. Neste tipo de tratamento ocorre o fracionamento dos MLCs, sendo que a
hemicelulose pode ser totalmente solubilizada, grupos acetil sdo clivados e pequenas alteracoes
sdo causadas na lignina e celulose. Tradicionalmente a auto-hidrdlise é aplicada em subprodutos
e residuos agroindustriais nos quais as hemiceluloses sdo, sobretudo, xilanas (BRIENZO, 2010;
GARROTE; DOMINGUEZ; PARAJO, 1999).
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Na industria de alimentos os XOs sdo produzidos preferencialmente por hidrélise
enzimaética, devido aos problemas associados as demais estratégias de producdo (AACHARY;
PRAPULLA, 2009). XOs obtidos por auto-hidrélise, por exemplo, sdo facilmente convertidos
em xilose e os hidrolisados deste tipo de processo contém um grande nimero de componentes
indesejaveis, tais como lignina soltvel, monossacarideos, produtos da degradacdo de aclcares
e lignina, &cidos organicos e cinzas, tornando necessario realizar longas e/ou complexas etapas
de purificacdo. Além disso, o processo de auto-hidrdlise requer um reator especial para operar
em temperatura e pressdo elevadas (AKPINAR; ERDOGAN; BOSTANCI, 2009; ZHU et al.,
2006). Alternativamente, os XOs sdo obtidos por hidrolise via enzimética de xilanas, onde a
principal enzima envolvida é a endo-p-1,4-xilanase (ZHU et al., 2006).

Figura 5 - Representacdo esquematica da producéo de xilo-oligossacarideos a partir de
materiais lignocelulosicos
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Fonte: Adaptado de SAMANTA et al. (2015)

Para uma producéo eficiente de XOs a xilana deve ser exposta a atuacdo de endo-
B-xilanases, e nos MLCs o polimero geralmente se encontra na forma de um complexo xilana-
lignina, resistente ao ataque pelas enzimas (AACHARY; PRAPULLA, 2009; ZHU et al., 2006).
Sendo assim, 0s processos comerciais sdo realizados em duas etapas: extracao alcalina da xilana
de biomassa lignocelulésica, seguido por hidrolise enzimética ou &cida do polimero dissolvido
(AKPINAR; ERDOGAN; BOSTANCI, 2009). A Tabela 3 apresenta os estudos relacionados a
produgéo de XOs com xilanas provenientes de MLCs.

O uso de endo-xilanases na hidrdlise de MLCs é vantajoso, devido principalmente

a alta especificidade da enzima, as condi¢cGes amenas de reacao e a pouca geracao de produtos
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indesejaveis. A hidrolise enzimética ndo resulta na formacéo de residuos toxicos da catalise,
como &cido acético, furfural e hidroximetilfurfural (BRIENZO, 2010). A purificacdo dos XOs
obtidos por via enzimatica ¢ facilitada pelo pré-tratamento aplicado a biomassa lignocelulésica
e a acao especifica de endo-p-1,4-xilanases (MOURE et al., 2006).

Conforme Vazquez et al. (2002), para a producdo de XOs o complexo xilanolitico
deve ter baixa atividade de exo-xilanases e/ou -xilosidases para atenuar ou evitar a formagéo
de xilose que inibe a endo-B-xilanase responsavel pela conversao de xilana em XOs. O sistema
xilanolitico oriundo de Pichia stipitis apresentou tal caracteristica e produziu hidrolisados ricos
em xilobiose (X2) e xilotriose (X3) (YANG et al., 2011). Uma maior concentracdo da enzima
de interesse pode ser alcancada através de técnicas de purificacdo (CHAPLA; PANDIT; SHAH,
2012), como precipitacdo com sais (PAL; KHANUM, 2011) e solventes organicos (CORTEZ;
PESSOA, 1999), separacdo por membranas (PRAKASH et al., 2012) e cromatografia de troca
ibnica (ADSUL; BASTAWDE; GOKHALE, 2009).

Tabela 3 - Producdo de XOs por hidrélise enzimatica de xilana de materiais lignocelulésicos

Extracdo de Fonte de Reacdo Producéo de

MLC xilana endo-xilanase enzimatica XOs (g/L) Referéncia
5 -
Sabugo de Tratamento Aspergillus ’ : 3/0Ud/2 x;)lsn: ' 4 102 AACHARY;
milho alcalino oryzae 50°C, 14 h PRAPULLA, 2009
. 1% de xilana, CHAPLA,;
wse | Tamelo MeONS wugasa 67 eANDITSams
45°C, 8h 2012
2,6% de xilana BRIENZO;
B d Trat t Th ' ' '
s Taame TS mugwsi  sa Cawvalo
50°C, 96 h MILAGRES, 2010
5 :
Bagaco de Tratamento Trichoderma 2% de xilana, JAYAPAL et al.,
cana alcalino viridae 1,3 Ufg, pH 4,0, 18 2013
40°C, 8h
Tratamento Aspergillus 15% de xilana, KIRAN;
Cascadearroz L pni ger 13 Ulg, pH 5.0, 5,4 AKPINAR;
g 40°C, 120 h BAKIR, 2013
. 2% de xilana, AKPINAR;
ey Tomelo Mol nugpiss 2 crooo
g 40°C, 24 h BOSTANCI, 2009
Populus Tratamento 2% de xilana,
tomsmosa i Pichiastipitis 25 Uig, pH 5.4, 3,9 YANG et al., 2011
50°C, 14 h
. 1% de xilana, SABIHA-HANIM;
e, e wugMso a1 NooRRoswa
P 40°C, 24 h 2011
5 :
Tratamento Trichoderma 2% de xilana, SAMANTA et al.,
Grama . . 66 U/g, pH 5,0, 2,3
alcalino viridae 2012

40°C, 16 h
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A producéo de XOs com processos enzimaticos € influenciada por fatores criticos,
ou seja, o rendimento, a produtividade e os tipos de oligossacarideos produzidos dependem da
xilanase, fonte microbiana, estabilidade e atividade em diferentes pHs e/ou temperaturas. Além
disso, devem ser considerados o tipo e a concentracao de substrato, os parametros reacionais,
como pH, temperatura e tempo de incubacdo, o pré-tratamento para a extracao das xilanas e as
etapas de downstream (AACHARY; PRAPULLA, 2009; CARVALHO et al., 2013). O estudo
de tais fatores deve ser feito visando principalmente incrementar o rendimento e a qualidade

dos XOs, de modo a ampliar o seu uso como ingredientes funcionais (SAMANTA et al., 2015).

3.5 CONSIDERACOES FINAIS

Os XOs tém merecido inumeros estudos devido ao seu potencial prebiotico e outros
beneficios a saude humana. A maioria dos trabalhos abordam a producdo de XOs por hidrolise
enzimatica, mas ainda ha varios fatores a serem explorados para que seja possivel produzir estes
compostos de forma vidvel. Neste sentido, se faz necessario incrementar as pesquisas através
da investigacdo de diferentes preparados Xilanoliticos e xilanas, incluindo as endo-B-xilanases
de A. oryzae, T. lanuginosus e A. niger e a xilana de madeira de faia que s&o pouco avaliadas.
Em se tratando de subprodutos e residuos lignocelulésicos, ndo ha relatos sobre a obtencédo de
XOs a partir de xilana extraida do engaco de uva e as pesquisas com Xilanas de casca e farelo
de arroz e casca de soja sao escassas, 0 gue torna essa abordagem bastante promissora na area

de Bioprocessos em Alimentos.
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Caracterizacao de endo-p-1,4-xilanases e sua aplicacdo na producao de xilo-

oligossacarideos potencialmente prebidticos

RESUMO

Neste estudo, trés diferentes preparados enzimaticos comerciais (Shearzyme®, Spring Mono®
e Hemicellulase Amano®) oriundos de fungos filamentosos foram avaliados quanto a atividade
das principais enzimas xilanoliticas, e as endo-p-xilanases presentes foram caracterizadas em
relacdo ao pH e a temperatura 6timos, a estabilidade térmica a 50°C e aos parametros cinéticos.
Posteriormente, as endo-B-1,4-xilanases foram utilizadas na hidrolise da xilana de faia em XOs.
Os resultados alcangados indicam que o grau de polimerizag&o dos XOs e o rendimento de XOs
e xilose séo influenciados pela composicao do preparado xilanolitico e propriedades da endo-
B-1,4-xilanase. A hidrélise da xilana de faia com endo-p-xilanase de Thermomyces lanuginosus
(Spring Mono®) produziu mais de 90% de XOs nos hidrolisados, o que equivale a 9,55 mg/mL
em 36 h de reacdo. O XO liberado em maior concentracdo foi a xilobiose (68,15%) seguido
pela xilotriose (22,24%), e apenas uma pequena quantidade de xilose (6,47%) foi gerada em
simultaneo, o que sugere o potencial da enzima na producéo de XOs prebioticos para 0 uso em

alimentos.

Palavras-chave: Enzimas xilanoliticas. pH 6timo. Temperatura 6tima. Estabilidade térmica.

Parametros cinéticos. Hidrolise enzimatica.
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1 INTRODUCAO

Xilo-oligossacarideos (XOs) sao oligdmeros formados por unidades de xilose e que
podem ter propor¢des variaveis de substituintes dependendo da estrutura da xilana da matéria-
prima original e processo de obtencdo. Os XOs podem ser usados como prebioticos e alimentos
funcionais. Uma vez que tais compostos sdo ndo digeriveis, eles contribuem para a manutencao
da saude intestinal estimulando o desenvolvimento e a atividade das bactérias benéficas, como
as bifidobactérias e os lactobacilos (CARVALHO et al., 2013; KABEL et al., 2002; MOURE
et al., 2006). XOs com um grau de polimerizacdo (GP) de 2 a 5 sdo empregados na producéo
de alimentos funcionais pois sdo consumidos pelas bactérias probiodticas (KIRAN; AKPINAR;
BAKIR, 2013), sendo que xilobiose (X2) e xilotriose (X3) possuem um maior efeito prebiotico
(GULLON; GONZALEZ-MUNOZ; PARAJO, 2011; JIANG et al., 2004). Além disso, o grau
de docura da xilobiose é equivalente a 30% em relacdo a sacarose, 0 que permite 0 seu uso em
alimentos para dietas com restricdo de glicose (GOLDMAN, 2009).

A producéo de XOs por auto-hidrolise, também chamada de processo hidrotérmico
ou hidrotermolise, de biomassa lignocelulosica resulta em hidrolisados contendo uma variedade
de componentes indesejaveis (lignina, monossacarideos e seus produtos de degradacao), o que
torna necessario realizar etapas extensas e complexas de purificacdo (ZHU et al., 2006). Como
alternativa, os XOs podem ser produzidos por hidrolise enzimatica ou acida de xilanas extraidas
de biomassas lignoceluldsicas (AKPINAR et al., 2010; SAMANTA et al., 2015). A hidrdlise
enzimatica € preferida na industria biotecnoldgica porque ndo produz subprodutos indesejaveis
e ndo requer um reator especial para operar em temperatura e pressao elevadas, como no método
de auto-hidrélise (AKPINAR; ERDOGAN; BOSTANCI, 2009).

A hidrdlise enzimatica é realizada por endo-p-xilanases que catalisam a hidrolise
de ligacdes glicosidicas do tipo B-1,4 da xilana. Portanto, para a producdo de XOs sdo desejados
os preparados xilanoliticos com alta atividade de endo-f-1,4-xilanases e baixa atividade de exo-
xilanases e/ou B-xilosidases, a fim de evitar a formacao de xilose que pode inibir a atividade de
endo-xilanases (VASQUEZ et al., 2000), e ndo deve estar presente em hidrolisados prebi6ticos
(ESCARNOT; AGUEDO; PAQUOT, 2012). Convém ressaltar que as endo-p-xilanases devem
apresentar atividade satisfatoria nas condicfes de operagdo da hidrolise enzimatica, sendo que
a determinacdo do pH e temperatura 6timos de atuacdo, da termoestabilidade e dos parametros
cinéticos da B-xilanase € um fator importante a ser considerado na sua aplicagcdo em processos
biotecnoldgicos, para que haja um bom rendimento do bioproduto de interesse e torne viavel

produzi-lo em larga escala.
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A industria de alimentos tem investido na producao de oligossacarideos prebidticos,
porém devido aos processos dispendiosos e/ou demorados o valor destes compostos é bastante
elevado. O rapido desenvolvimento do setor de alimentos funcionais aliado ao crescimento do
numero de aplicacdes dos XOs aumentou o interesse em investigar diferentes fontes de endo-
B-xilanases, tipos de xilana e tecnologias de producéo, visando obter produtos mais puros e com
um grau de polimerizagéo definido (MOURE et al., 2006; VEGAS et al., 2008). Neste contexto,
0 objetivo do presente estudo foi verificar a relacdo entre as enzimas xilanoliticas de preparados
enzimaticos com o perfil de carboidratos dos hidrolisados obtidos, além de caracterizar as endo-

B-xilanases e avaliar a sua capacidade de produzir XOs de baixo GP a partir da xilana de faia.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

A xilana de faia e os substratos sintéticos (p-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo/pNPX,
p-nitrofenil-a-L-arabinofuranosideo/pNPAF e p-nitrofenil-pB-D-glicopiranosideo/pNPG) foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). Os extratos xilanoliticos Shearzyme® e Spring
Mono® foram doados pela Novozymes A/S (Bagsvaerd, Dinamarca), e Hemicellulase Amano®
foi adquirido da Amano Enzymes Inc. (Nagoya, Japédo). Os padrdes de XOs (xilobiose: X2,
xilotriose: X3, xilotetraose: X4 e xilopentaose: X5) foram obtidos da Megazyme (Bray, Irlanda)
e 0 padrdo de xilose foi adquirido da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). A coluna para separacdo
de XOs (Aminex HPX- 42A, 300 mm x 7,8 mm) foi obtida da Bio-Rad Laboratories (Hercules,
EUA).

2.2 METODOS

2.2.1 Determinacao das atividades xilanoliticas dos preparados enzimaticos

Os preparados xilanoliticos comerciais de fungos filamentosos foram inicialmente
caracterizados em termos de atividade das seguintes enzimas: endo-B-xilanases, $-xilosidases,
a-L-arabinofuranosidases e B-glicosidases, a fim de avaliar melhor seu desempenho hidrolitico
sobre a estrutura da xilana de madeira de faia. As atividades enzimaticas foram determinadas

conforme descrito no item 2.2.6.
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2.2.2 Caracterizacao enzimatica de endo-pB-1,4-xilanases
2.2.2.1 Determinacgdo do pH e temperatura 6timos

O efeito do pH sobre a atividade das endo-p-1,4-xilanases a 50°C foi determinado
na faixa de pH de 3,5a 7,0 (pH 3,5 a 5,5: tampdo citrato de sédio 50 mM; pH 6,0 a 7,0: tampéo
fosfato de s6dio 50 mM), usando xilana de faia como substrato. A influéncia da temperatura na
atividade das enzimas foi verificada na faixa de 35 a 90°C, com intervalos de 5°C, mantendo o
pH fixo em 5,3 (tampao citrato de s6dio 50 mM) e a xilana de faia como o substrato. A atividade
relativa foi expressa em percentual em relagdo a atividade maxima. Os ensaios foram realizados

em triplicata.
2.2.2.2 Determinacdo da estabilidade térmica a 50°C

A estabilidade térmica foi estudada pela incubacao de endo-p-1,4-xilanases a 50°C,
uma vez que a reacao de hidrélise para a producdo de XOs geralmente ocorre nesta temperatura
(AACHARY; PRAPULLA, 2009). Aliquotas foram retiradas e resfriadas em banho de gelo em
intervalos de tempo predefinidos até a enzima perder 50% de sua atividade inicial. A atividade
residual foi expressa em percentual em relacdo a atividade inicial. A constante de desnaturacao
térmica (Kq) foi calculada a partir de um gréfico logaritmico semi-natural da atividade residual
vs. tempo (Equacéo 1), e o tempo de meia-vida (t12) foi determinado de acordo com a Equagéo
2. O tempo de meia-vida corresponde ao tempo decorrido no qual a enzima perdeu 50% de sua
atividade inicial.

(1)

— In(0,5) (2)

Onde, U é a atividade enzimatica no tempo t; Ug é a atividade enzimatica inicial;
U/Ug é a atividade relativa; Kq € a constante de desnaturacao; t € o tempo e ty2 é o tempo de

meia-vida.
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2.2.2.3 Determinacdo dos parametros cinéticos

A cinética da maioria das reagGes catalisadas por enzimas segue o modelo de
Michaelis-Menten (Equacao 3). A constante de Michaelis-Menten (Kn) e a velocidade maxima
de reacéo (Vmax) foram calculadas a partir de um grafico duplo-reciproco (1/v vs. 1/S) de acordo
com o método de Lineweaver-Burk (Equacdo 4), utilizando como substrato a xilana de faia em

diferentes concentracgdes (1 a 20 mg/mL). Os ensaios foram realizados em triplicata.

_ Vmax [S] 3)
Koy + [S]
1_Kn 1 1 4

v Vméx. [S] Vmax

Onde, v é a velocidade de reacdo; vmax € a velocidade méxima de reagdo; Km é a

constante de Michaelis-Menten e [S] é a concentracdo de substrato.
2.2.3 Hidrolise da xilana de faia e producéo de xilo-oligossacarideos

Os XOs foram produzidos por hidrdlise enzimética da xilana de faia usando endo-
B-xilanases de grau alimentar. As reacfes de hidrdlise foram conduzidas em reatores de mistura
encamisados (Figura 1) contendo 75 mL da mistura reacional, que consistiu de 2,25 g de xilana
de faia e 200 U/g de endo-B-xilanases (AACHARY; PRAPULLA, 2009). A solucéo de xilana
foi preparada em tampéo citrato de sddio 50 mM pH 5,3. As rea¢des foram mantidas a 50°C e
180 rpm por 36 h. Aliquotas foram retiradas em intervalos de tempo predefinidos e imersas em
banho de &gua fervente a 100°C por 5 min para a completa inativagdo da enzima. As amostras
foram centrifugadas a 10.000 g/10°C por 10 min (Mega 17R, Hanil) e os sobrenadantes filtrados
através de membranas de fluoreto de polivinilideno, com poros de 0,22 um. Os filtrados foram
caracterizados por cromatografia liquida de alta eficiéncia para determinar o rendimento e o0 GP
dos XOs e o teor de xilose nos hidrolisados. A converséo de xilana de faia em XOs foi calculada

de acordo com a Equacdo 5. As hidrolises foram realizadas em duplicata.

XOsiotai 5
Conversao de xilana em XOs (%) = ﬁ x 100 ©)
inicial
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Figura 1 - Sistema reacional para a producgdo de XOs por hidrolise enzimética de xilana de
faia. (1) Controle de temperatura, (2) Sistema de agitacdo e (3) Reatores de mistura

Fonte: Laboratdrio de Microbiologia e Biosseparagdes (2015).

2.2.4 Microscopia eletronica de varredura

Os hidrolisados, apds 36 h de reacdo, foram previamente liofilizados e padronizados
até um tamanho de particula menor que 0,300 mm de didmetro. As amostras foram revestidas
com uma fina camada de ouro e visualizadas em um microscopio eletrénico de varredura (JSM-

6610LV, Jeol) operado a 15 kV. As micrografias foram obtidas com um aumento de 700x.

2.2.5 Anélise estatistica

Os resultados foram avaliados estatisticamente por analise de variancia (ANOVA),

seguida do teste de Tukey a um nivel de confianca de 95% (p<0,05).

2.2.6 Métodos analiticos

2.2.6.1 Determinacdo da atividade de endo-p-1,4-xilanase

A atividade de endo-B-xilanase foi determinada segundo o método de Bailey, Biely
e Poutanen (1992), empregando Xilana de madeira de faia 1% (m/v) em tampado citrato de sédio
50 mM pH 5,3. A mistura reacional, composta por 0,9 mL da solucéo de substrato e 0,1 mL do
extrato enzimatico (convenientemente diluido) foi incubada a 50°C por 5 min. Posteriormente,
foi adicionado 1,0 mL de DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico) e os acucares redutores liberados na

reacdo foram quantificados conforme Miller (1959). Uma unidade (U) de atividade enzimatica
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foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 pmol de xilose por minuto, sob as

condigdes do ensaio.

2.2.6.2 Determinacdo da atividade de B-xilosidase, a-L-arabinofuranosidase e B-glicosidase

As atividades enzimaticas de B-xilosidase, a-L-arabinofuranosidase e B-glicosidase
foram determinadas utilizando os substratos sintéticos pNPX (0,2%, m/v), pNPAF (0,1%, m/v)
e pNPG (0,2%, m/v), respectivamente, preparados em tampé&o acetato de sodio 50 mM pH 4,8
(TAN; MAYERS; SADDLER, 1987). A mistura reacional, composta por 0,8 mL da solucéo de
substrato e 0,2 mL do extrato enzimatico (convenientemente diluido) foi incubada a 50°C por
30 min. Ap0s, a reacdo foi interrompida pela adi¢cdo de 2 mL de carbonato de sédio 10% (m/v)
e o p-nitrofenol (pNP) liberado foi quantificado a 410 nm. Uma unidade de atividade enzimatica
(V) foi definida como a quantidade de enzima que libera 1 pmol de pNP por minuto, sob as

condigdes do ensaio.

2.2.6.3 Determinacao da atividade de celulases totais

A atividade de celulases totais foi determinada de acordo com Mandels, Andreotti
e Roche (1976) utilizando o papel filtro Whatman® n.1, contendo 95% de a-celulose, como
substrato. Em 50 mg (tiras de 1,0 cm x 6,0 cm) de papel filtro foi adicionado 1,0 mL de tampé&o
citrato de sédio 50 mM pH 4,8 e 0,5 mL do extrato enzimatico. A mistura reacional foi incubada
a50°C por 60 min, e, apos, foi retirado 1,0 mL do meio e acrescentado a 1,0 mL de &cido DNS.
Os acucares redutores liberados na reacdo foram dosados segundo Miller (1959). Uma unidade
de atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 pumol

de glicose por minuto, nas condic¢des do ensaio.

2.2.6.4 Anélise dos hidrolisados por CLAE

O rendimento e GP dos XOs e o teor de xilose nos hidrolisados foram determinados
em cromatografo liquido (Prominence®, Shimadzu), equipado com um detector de indice de
refracdo (RID-10A, Shimadzu) e forno de colunas (CTO-20A, Shimadzu). Aliguotas de 20 pL
foram automaticamente injetadas (SIL-20AHT, Shimadzu) e eluidas utilizando agua ultrapura
(Milli-Q®, Millipore), a uma taxa de fluxo de 0,4 mL/min, como fase mével de uma coluna para

separacdo de carboidratos (Aminex HPX-42A, Bio-Rad), mantida a 50°C. O tempo de corrida
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foi de 40 min. Os padrdes de XOs e xilose foram usados como referéncia, sendo que as curvas

de calibracéo (1 a 10 mg/mL) foram previamente construidas nas condi¢fes descritas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ATIVIDADES XILANOLITICAS DOS PREPARADOS ENZIMATICOS

Conforme mostra a Tabela 1, os trés preparados enzimaticos comerciais de fungos
filamentosos apresentaram diferentes valores para atividades xilanoliticas e baixa atividade de
celulase total. Devido a estrutura quimica complexa de xilanas, 0s micro-organismos produzem
maltiplas formas de xilanases simultaneamente para obter monossacarideos assimilaveis extras,
necessarios ao seu crescimento e manutencdo (KIRAN; AKPINAR; BAKIR, 2013). Portanto,
o0s preparados Xilanoliticos comerciais contém uma mistura de enzimas Xilanoliticas, tais como
endo-B-xilanases, B-xilosidases, a-L-arabinofuranosidases, p-glicosidases, a-glucuronidases e
acetil xilana esterases. O conhecimento da presenca destas enzimas nos preparados Xilanoliticos
possibilita uma melhor avaliacao da sua performance hidrolitica sobre as xilanas com diferentes
estruturas, principalmente aquelas com ramificacdes.

As celulases podem ser encontradas ocasionalmente nos preparados xilanoliticos se
a producéo de B-xilanases for feita em meio contendo xilana contaminada por celulose (BIELY,
1985). De acordo com Srinivasan e Rele (1995), nas industrias de celulose e papel sdo utilizadas
endo-B-1,4-xilanases livres de celulases para remover seletivamente a hemicelulose, com danos
minimos para a celulose. As celulases nédo interferem na producdo de XOs pois ndo atuam sobre

a cadeia de xilana.

Tabela 1 - Atividades xilanoliticas e celulolitica dos preparados enzimaticos comerciais

Atvidade enzimatica SR SpringMono? - Hemniellase
Endo-B-1,4-xilanases 4436,63 + 59,57 21961,89 + 558,73  34895,74 + 1465,33
B-xilosidases 28,57 +0,41 ND 0,38 £ 0,01
a-L-arabinofuranosidases 1,30 £ 0,05 0,03+0,01 9,68 + 0,28
B-glicosidases 0,70 £ 0,02 0,09 £ 0,01 79,54 + 0,49
Celulases totais 0,93+0,08 1,70 £ 0,33 ND
B-xilosidase/endo-xilanase 0,01000 - 0,00001

a Aspergillus oryzae, ® Thermomyces lanuginosus, ¢ Aspergillus niger; Média + desvio padrdo; ND: ndo detectada.
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Em relacdo ao modo de atuacdo das enzimas xilanoliticas, as endo-f-1,4-xilanases
séo essenciais para despolimerizagdo da xilana porque atuam na cadeia principal e geram XOs,
enquanto as -xilosidases hidrolisam xilobiose e outros XOs em xilose. As enzimas auxiliares,
como a-arabinofuranosidases e -glicosidases, sao responsaveis pela clivagem dos substituintes
da cadeia de xilana (BIELY, 2003; COLLINS; GERDAY; FELLER, 2005), facilitando o0 acesso
das endo-B-xilanases a cadeia principal (KIRAN; AKPINAR; BAKIR, 2013). Para a producao
enzimatica de XOs sdo preferidos os extratos xilanoliticos com alta atividade de endo-xilanases
e baixa atividade de exo-xilanases e B-xilosidases (CHEN et al., 2009; VASQUEZ et al., 2002),
e dependendo do tipo de xilana a ser hidrolisada sdo necessarias as enzimas auxiliares (ARO;
PAKULA; PENTTILA, 2005).

Os preparados Xilanoliticos avaliados apresentam atividade de endo-f-1,4-xilanases
e B-xilosidases, porém a sua relagao B-xilosidase/endo-xilanase é muito baixa (Tabela 1), o que
evidencia o seu potencial para a hidrolise da xilana de faia em XOs, com minima liberacao de
xilose. As enzimas auxiliares, mesmo que com baixa atividade, podem ter removido 0s grupos
substituintes da xilana de madeira de faia aumentando a acessibilidade das endo-p-xilanases a
cadeia principal. Em comparacdo a outros tipos de processos para producdo de XOs, a hidrdlise
enzimatica apresenta vantagens que incluem: condi¢cdes amenas de reacdo, alta especificidade,
maior rendimento e/ou ndo gera¢ado de produtos indesejaveis (SADAF; KHARE, 2014). Porém,
para ser viavel o uso de enzimas, as endo-p-xilanases devem ser livres ou ter baixa atividade de

B-xilosidases e ativas nas condigdes operacionais.

3.2 CARACTERIZACAO ENZIMATICA DE ENDO-B-1,4-XILANASES

As endo-B-1,4-xilanases dos preparados xilanoliticos apresentaram atividade 6tima
na faixa de pH de 5,0 a 5,5 (Figura 2A). Os resultados sdo consistentes com relatos na literatura,
que informam que o pH 6timo da maioria das -xilanases fungicas varia de 5,0 a 6,0 (CHEN et
al., 2009; CHIDI et al., 2008; GONCALVES et al., 2012; PAL; KHANUM, 2011). Além disso,
em grande parte dos estudos sobre a producdo de XOs, os melhores valores séo alcangados na
faixa de pH 4,6 a 6,0 (AACHARY; PRAPULLA, 2009; PENG et al., 2012; ZHU et al., 2006).

A Figura 2B mostra que as enzimas tém comportamentos distintos com respeito a
temperatura. As endo-p-xilanases de A. oryzae (Shearzyme®) e T. lanuginosus (Spring Mono®)
exibiram temperaturas 6timas elevadas, 85°C e 75°C, respectivamente, enquanto a -xilanase
de A. niger (Hemicellulase Amano®) foi mais ativa na faixa de 50°C a 55°C. A atividade 6tima

das endo-B-xilanases de A. oryzae e T. lanuginosus em temperaturas elevadas sugere que estas
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enzimas sao termoestaveis. Na literatura, ha estudos que relatam temperaturas 6timas elevadas
para as endo-p-xilanases fungicas (CHEN et al., 2009; KOCABAS; GUDER; OZBEN, 2015).
Em se tratando dos preparados xilanoliticos comerciais, a maioria deles apresenta estabilizantes
e/ou conservantes na sua composicao, o que contribui para a manutencao de suas propriedades

enzimaticas sob condicdes adversas de reacao.

Figura 2 - Efeito do pH (A) e da temperatura (B) sobre a atividade de endo-B-1,4-xilanases
comerciais: Shearzyme? (m), Spring Mono® (e) e Hemicellulase Amano® (¢)
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2 Aspergillus oryzae, ® Thermomyces lanuginosus, ¢ Aspergillus niger; Média * desvio padrio.

A producédo enzimatica de XOs geralmente nao é realizada a altas temperaturas, o
que ndo impede o uso das endo-f-1,4-xilanases com temperatura 6tima elevada na hidrélise da
xilana de madeira de faia a 50°C, uma vez que as enzimas permanecem ativas e mantém uma
atividade parcial nesta temperatura. As endo-$-1,4-xilanases, livres de celulases, que séo ativas
e estaveis em altas temperaturas podem ser aplicadas no processo de branqueamento da celulose
e/ou do papel, que ocorre em torno de 60°C e meio alcalino (BEG et al., 2001).

A estabilidade térmica das endo-p-1,4-xilanases foi determinada a 50°C, devido aos
resultados promissores que tém sido alcancados para os XOs em tal temperatura (AACHARY;
PRAPULLA, 2009). A xilanase de A. oryzae (Shearzyme®) apresentou boa termoestabilidade,
mantendo mais de 50% de sua atividade inicial apos 240 h de incubac¢édo a 50°C; portanto, ndo
foi possivel calcular o Kq e a meia-vida desta enzima. A endo-f-1,4-xilanase de T. lanuginosus
(Spring Mono®) também foi estavel a 50°C e sua meia-vida foi de 210 h, enquanto a endo-p-
1,4-xilanase de A. niger (Hemicellulase Amano®) exibiu baixa termoestabilidade, tendo perdido

50% de sua atividade inicial em 0,3 h (Tabela 2), o que pode limitar a aplicabilidade da enzima
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em reacdes longas. A termoestabilidade da xilanase é um fator importante a ser considerado na
producdo de XOs em razdo do tempo de hidrdlise.

A fim de compreender melhor a afinidade das endo-p-1,4-xilanases pelo substrato
e o perfil de velocidade da reacdo foi feita a determinacdo dos parametros cinéticos Km € Vmax
que sao apresentados na Tabela 2. Dentre as enzimas avaliadas, 0 Km da endo-p-xilanase de A.
oryzae (Shearzyme®) foi o menor, o que indica a sua maior afinidade com a xilana de faia. O
valor de Km é inversamente proporcional a afinidade da enzima pelo substrato, portanto, um
baixo valor de Ki se refere a uma elevada afinidade para um dado substrato, neste caso a xilana
de faia, pois uma baixa concentracdo de substrato é necessaria para atingir metade da velocidade
maxima (Vmax) (WHITAKER, 1994).

Tabela 2 - Estabilidade térmica a 50°C e parametros cinéticos de endo-fB-1,4-xilanases
comerciais de fungos filamentosos

Caracterizacéo Parametro Shearzyme? Spring Mono® Amano®
. Kg - 0,0033 h't 2,2440 h't
Estabilidade
o tue > 240 h 210 h 0,3h
térmica )
R - 0,984 0,991
. Km 8,0 mg/mL 15,0 mg/mL 20,0 mg/mL
Parametros
o Viméx 10.000 U/mL 50.000 U/g 100.000 U/g
cinético )
R 0,980 0,981 0,990

a Aspergillus oryzae, ® Thermomyces lanuginosus, ¢ Aspergillus niger .

A atividade de endo-B-xilanases € influenciada por fatores ambientais, tais como
pH, temperatura, tipo e/ou concentragédo de substrato, que podem afetar fortemente a estrutura
tridimensional especifica e a conformacéo espacial das proteinas, interferindo diretamente no
rendimento dos processos enzimaticos (JURADO et al., 2004). A caracteriza¢do enzimatica que
antecede a aplicacdo da enzima em um dado processo € essencial para se ter o conhecimento
das melhores condigdes para a sua atuacao, e tornar possivel a producdo de hidrolisados com

niveis elevados de XOs e baixo teor de monossacarideos.
3.3 HIDROLISE DA XILANA DE FAIA E PRODUCAO DE XILO-OLIGOSSACARIDEOS
O perfil de carboidratos e a concentragdo de XOs totais (X2 a X5) obtidos com a

endo-B-1,4-xilanase de A. oryzae (Shearyzme®) sdo apresentados na Tabela 3. Ao término de

2 h de reacgdo, a quantidade de XOs gerados foi de 11,76 £ 0,05 mg/mL, que corresponde a
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96,71% dos carboidratos totais no hidrolisado, enquanto a xilose representou apenas 3,29%. O
percentual de XOs com GP de 3 a 5 diminuiu significativamente com o tempo, indicando
claramente que eles foram hidrolisados para xilobiose (X2) e xilose. O aumento do teor de
xilose no hidrolisado pode ser explicado pelo fato do preparado xilanolitico ter B-xilosidase
(Tabela 1), que hidrolisa a xilobiose e/ou outros XOs em xilose. Kiran, Akpinar e Bakir (2013),
ao utilizar um preparado xilanolitico similar (Shearzyme® 500 L), verificaram que a endo-p-
1,4-xilanase foi eficiente na hidrélise de xilanas porém ndo o consideraram adequado para a
producdo de XOs, uma vez que a presenca de B-xilosidase resultou na liberacdo de uma maior
quantidade de xilose (25 mg de xilose/g de xilana) se comparada a concentracéo de xilose obtida
(15 mg de xilose/g de xilana) com um preparado enzimatico sem atividade desta enzima.
Ap0s 36 h, ocorreu uma diminuicdo no percentual de XOs totais de 96,71% para
83,51%, e o percentual de xilose no hidrolisado aumentou para cerca de 16,49%, que equivale
a 2,52 + 0,01 mg/mL. Xilobiose (X2) foi 0 XO produzido em maior concentracdo, alcancando

um méaximo de 10,75 £ 0,04 mg/mL.

Tabela 3 - Producdo de xilo-oligossacarideos e xilose a partir da xilana de faia usando o
preparado xilanolitico Shearzyme® de Aspergillus oryzae

Tempo de Perfil de carboidratos (%) do hidrolisado XOs totaisP®

reacdo (h)  Xilose X2 X3 X4-X52  XOs totaisP (mg/mL)
2 3,29 55,80 22,78 18,14 96,71+0,01 11,76 +0,05
4 7,23 58,93 18,13 15,72 92,77 +0,03 12,13+0,12
6 9,47 60,21 16,08 14,24 90,53+0,10 12,33+0,05
8 10,98 61,79 13,80 13,43 89,02+0,02 12,33+0,11
10 11,60 64,54 12,04 11,82 88,41+0,35 12,04+0,20
12 11,92 66,54 10,99 10,54 88,08+0,02 11,82+0,12
14 12,91 66,68 10,06 10,35 87,10+0,31 12,08+0,35
16 13,59 65,44 10,02 10,95 86,41+0,03 12,59+0,16
20 14,49 68,55 9,11 7,85 8551+0,09 12,25+0,18
24 14,93 66,97 8,49 9,60 85,07+0,04 12,62+0,01
36 16,49 70,47 6,23 6,82 83,51+0,02 12,74+0,09

aX2: xilobiose, X3: xilotriose, X4: xilotetraose, X5: xilopentaose; ® Média + erro padrio.

Os resultados da producdo de XOs utilizando endo-B-1,4-xilanase de T. lanuginosus
(Spring Mono®) sdo mostrados na Tabela 4. Ao final de 2 h, o percentual de XOs produzidos
foi de 99,11% dos carboidratos totais no hidrolisado, o que equivale a 6,70 £ 0,01 mg/mL.

Nesta hidrolise, o percentual de XOs com GP de 3 a 5 também diminuiu com 0 aumento do
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tempo, em razdo da sua hidrdlise em oligossacarideos de menor GP. No tempo de 36 h, a
concentracdo de XOs foi igual a 9,55 + 0,17 mg/mL e a de xilose foi menor que 0,70 mg/mL,
uma vez que a B-xilosidase ndo estava presente no extrato xilanolitico comercial, conforme
mostra a Tabela 1. Xilobiose (X2) e xilotriose (X3) foram produzidos em maior quantidade no
hidrolisado, sendo que X2 aumentou (2,59 a 6,96 mg/mL) e X3 diminuiu (2,73 a 2,27 mg/mL)
com o tempo de reacdo. Convém ressaltar ainda que, em todo o tempo de hidrélise, os XOs
representam mais de 90% dos carboidratos nos hidrolisados.

Tabela 4 - Producdo de xilo-oligossacarideos e xilose a partir da xilana de faia usando o
preparado xilanolitico Spring Mono® de Thermomyces lanuginosus

Tempo de Perfil de carboidratos (%) do hidrolisado XOs totaisP

reacdo ()  Xilose X22 X32 X4-X52  XOs totais® (mg/mL)
2 0,89 38,27 40,41 20,43 99,11+0,01 6,70+£0,01
4 1,45 48,69 37,32 12,55 98,55+0,01  7,50+0,07
6 1,90 54,02 34,60 9,49 98,10+0,03 7,76+0,14
8 2,26 57,63 33,39 6,72 97,74+0,06 8,01+0,01
10 2,62 59,75 31,69 5,94 97,38+0,01  8,19+0,04
12 2,97 61,49 30,42 512 97,03+£0,06 8,34+0,01
14 3,31 62,79 29,22 4,68 96,69 +0,01 8,47 +0,02
16 3,60 63,74 28,38 4,28 96,40 +0,02 8,56 £0,04
20 4,11 65,57 26,48 3,84 9589+0,05 8,86+0,12
24 4,97 66,46 25,10 3,47 95,03+0,21 9,18+0,03
36 6,47 68,15 22,24 3,13 93,53+0,08 9,55+0,17

aX2: xilobiose, X3: xilotriose, X4: xilotetraose, X5: xilopentaose; ® Média * erro padrio.

Apos 2 h de reacdo, a concentragdo de XOs produzida pela endo-p-xilanase de A.
niger (Amano®) foi de 7,31 + 0,21 mg/mL, o que equivale a 96,95% dos carboidratos totais no
hidrolisado (Tabela 5). O rendimento de xilobiose (X2) aumentou gradativamente com o tempo
e menor variacao foi observada para a producéo de xilotriose (X3). O percentual de XOs totais
diminuiu no decorrer da reagéo, devido, sobretudo, a degradacdo dos XOs com GP de 4 a5 em
xilose. A concentracdo de xilose no final da reacdo foi baixa (1,73 = 0,08 mg/mL), uma vez que
o0 preparado xilanolitico apresentou baixa atividade de B-xilosidase (Tabela 1).

O nivel de conversdo da xilana de faia (Figura 3), o tipo e/ou a quantidade de XOs
formados nas reac¢des de hidrélise variaram com cada preparado xilanolitico porque eles exibem
®

composicao e mecanismos de acdo bastante especificos. Por exemplo, o preparado Shearzyme

apresentou a maior atividade de B-Xilosidase e, consequentemente, produziu um maior teor de
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xilose; enquanto o extrato Spring Mono®, que nio possui atividade de B-xilosidase, gerou pouca
xilose. Por outro lado, a endo-p-xilanase do preparado Shearzyme® tem um baixo valor de Kn
e foi capaz de hidrolisar de forma mais eficiente a xilana de faia. Além disso, é possivel que as
enzimas auxiliares tenham tido alguma influéncia sobre a hidrélise da xilana de faia, embora
sua cadeia seja pouco ramificada. As enzimas puras permitem controlar a hidrolise e obter os
produtos desejados, mas os extratos enzimaticos comerciais contém uma mistura de diferentes

enzimas que atuam na hidrélise da cadeia de xilana. Sendo assim, o tipo de XOs formados da

informacdes sobre a especificidade do substrato (MAKARAVICIUS et al., 2012).

Tabela 5 - Producéo de xilo-oligossacarideos e xilose a partir da xilana de faia usando o
preparado xilanolitico Hemicellulase Amano® de Aspergillus niger

Tempo de Perfil de carboidratos (%) do hidrolisado XOs totaisP

reacdo (h)  Xilose X22 X32 X4-X52  XOs totaisP (mg/mL)
2 3,05 35,70 38,82 22,43 96,95+0,08 7,31+£0,21
4 4,35 40,99 38,93 15,74 95,65+0,03 8,15+0,07
6 5,33 43,87 38,43 12,37 94,67+0,02 8,61+0,30
8 6,77 45,04 37,38 10,80 93,23+0,04 9,02+0,15
10 8,10 46,10 36,72 9,08 9190+0,07 9,36+0,19
12 9,29 47,28 37,26 6,17 90,71+0,09 9,33+0,25
14 10,38 47,89 36,35 5,38 89,62+0,09 9,67+0,26
16 11,26 48,24 35,15 5,35 88,74+0,02 9,70+0,34
20 11,80 49,47 34,26 4,47 88,20+£0,00 9,98+0,42
24 12,44 50,32 33,18 4,06 87,56 £0,03 10,24+0,43
36 13,96 51,96 30,90 3,19 86,04 £0,06 10,67 +0,55

aX2: xilobiose, X3: xilotriose, X4: xilotetraose, X5: xilopentaose; ® Média + erro padrio.

Figura 3 - Converséo da xilana de faia em XOs com diferentes preparados Xilanoliticos
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* Média + erro padrdo. Letras diferentes para o mesmo tempo de reagdo indicam que ha diferenca significativa a
95% de confianca (p<0,05).
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A aplicacéo potencial dos XOs obtidos por hidrélise enzimatica é definida com base
no perfil de carboidratos do hidrolisado, sendo que para fins prebidticos é importante restringir
o0 teor de monossacarideos, como Xilose e/ou arabinose, pois eles sdo digeriveis (ESCARNOT;
AGUEDO; PAQUOQT, 2012). Além disso, os XOs de baixo GP, principalmente xilobiose (X2)
e xilotriose (X3), devem ser priorizados devido ao seu rapido consumo por bactérias probidticas
(LOO et al., 1999). Com tal finalidade, as endo-p-1,4-xilanases foram avaliadas em relacéo a
sua capacidade de produzir hidrolisados contendo XOs de baixo GP (X2 e X3), com pouca ou

nenhuma geracao de xilose (Figura 4).

Figura 4 - Producdo de xilose (m), xilobiose (®) e xilotriose (a) usando endo-B-1,4-xilanases
comerciais: Shearzyme® de A. oryzae (A), Spring Mono® de T. lanuginosus (B) e
Hemicellulase Amano® de A. niger (C). Média + erro padréo

12 12 4
Tud (A . Zud (B)
S (S
> 104 ° L] > 10
E s S
~ - o & ~ B
2 o * 2
8 89 . 8 81
5 71 g 7 L
X 64 = 6 ] *
o N PO
g 57 2 57 o *
k=l 2 .
3 44 2 4 R
2 3] 2 34
:'2 “t a ® . o I O S .
[72] T A " 3 21
= N R =
= 14 . = 14
% 0 . X 0 m mEmEEEBE n . "
# T T T T T T T T T # T T T T T T T T T
0 4 8 12 6 20 24 28 32 36 0 4 8 12 6 20 24 28 32 36
Tempo de hidrdlise (h) Tempo de hidrolise (h)
12
Zu4 (C)
S
S 10
E o
3
S 8
j.
3 71 ;
X 6 §
A ie ¢
2 59 o @
2 L]
E 44 ' Sarrra 2 2 i
= 31
o 24
§ 1 aan® = )
X g nnt
0# T T T T T

T T T T
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36
Tempo de hidroélise (h)

A maior producdo de xilobiose foi atingida com a endo-p-1,4-xilanase de A. oryzae
(Shearzyme®). As endo-xilanases de T. lanuginosus (Spring Mono®) e A. niger (Hemicellulase
Amano®) apresentaram um comportamento semelhante para xilobiose, porém a endo-xilanase

de A. niger (Hemicellulase Amano®) produziu mais xilotriose. A quantidade de xilose liberada
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pelos trés preparados xilanoliticos obedece a seguinte sequéncia: Shearyzme® > Hemicellulase
Amano® > Spring Mono®, que esta de acordo com a sua atividade de p-xilosidase. No presente
estudo, a endo-p-1,4-xilanase de T. lanuginosus (Spring Mono®) se mostrou a mais promissora
para a producao de hidrolisados contendo XOs com potencial prebiotico e baixo teor de xilose,
gue sdo caracteristicas necessarias para a sua incorporacao no meio de crescimento de bactérias
probioticas (SABIHA-HANIM; NOOR; ROSMA, 2011).

Em comparacéo a outros trabalhos descritos na literatura, a hidrolise enzimética da
xilana de madeira de faia com endo-p-1,4-xilanases comercias de fungos filamentosos rendeu
bons resultados. Aachary e Prapulla (2009) usaram endo-xilanase de Aspergillus oryzae MTCC
5154 para produzir XOs a partir de sabugo de milho pré-tratado, e obtiveram hidrolisados com
cerca de 81% de XOs totais (10,2 mg/mL) e 73% de xilobiose. Brienzo, Carvalho e Milagres
(2010) relataram que as diferentes cargas de endo- -1,4-xilanase de Thermoascus aurantiacus
produziram de 2,8 a 6,4 mg/mL de XOs (14% a 33% de xilobiose) por hidrdlise do bagaco de
cana pre-tratado. A endo-B-1,4-xilanase de Trichoderma viridae foi utilizada para a conversao
da xilana de capim e produziu 2,8 mg/mL de XOs totais, com 1,7 mg/mL de xilobiose (61%) e
1,1 mg/mL (39%) de xilotriose (SAMANTA et al., 2012).

3.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

As micrografias da Figura 5 mostram as microestruturas da xilana de faia original,
e apos ter sido submetida a hidrolise com endo-B-xilanases comerciais de fungos filamentosos.
Conforme pode ser visto na Figura 5A, a xilana de madeira de faia possui uma estrutura intacta
antes do tratamento enzimatico e, posteriormente, apresenta mudancas estruturais significativas
(Figuras 5B, 5C e 5D) devido a atuacao de enzimas Xilanoliticas. Portanto, os resultados obtidos
com as micrografias corroboraram que as endo-p-xilanases foram ativas na hidrélise da xilana
de madeira de faia e, consequentemente, liberaram XOs nos hidrolisados.

Kocabas, Guder e Ozben (2015) observaram mudancas estruturais significativas
na xilana de sabugo de milho apés o tratamento enzimatico, e relacionaram tal fato com o nivel
de XOs gerados durante a hidrolise deste substrato com as endo-p-1,4-xilanases de Scytalidium
thermophilum ATCC 16454,
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Figura 5 - Micrografias obtidas por MEV da xilana de faia original (A); e ap6s 36 h de
hidrélise com endo-p-1,4-xilanases dos preparados xilanoliticos: Shearzyme® de A. oryzae
(B); Spring Mono® de T. lanuginosus (C) e Hemicellulase Amano® de A. niger (D)
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* Micrografias obtidas com um aumento de 700x.

No presente estudo, foi possivel demonstrar experimentalmente que a composicao
enzimatica dos preparados xilanoliticos e as propriedades das endo-p-1,4-xilanases sdo fatores
determinantes na producdo de XOs com um GP definido, sobretudo os com GP de 2 a 3, e baixo
teor de xilose. Hidrolisados contendo predominantemente xilobiose e xilotriose e uma pequena
quantidade de xilose foram obtidos com endo-B-xilanase de T. lanuginosus (Spring Mono®). A
concentragdo de XOs atingiu um maximo de 9,55 mg/mL (72,87% de xilobiose e 23,76% de
xilotriose), e somente 0,66 mg/mL de xilose foi simultaneamente liberada, o que evidencia o
potencial da enzima na producdo de XOs prebidticos a partir da xilana de faia.

4 CONCLUSAO

A hidrélise enzimatica da xilana de faia produziu XOs com potencial prebidtico,
sendo que Xilobiose e xilotriose foram os componentes em maior quantidade na mistura de XOs
produzidos por conversdo enzimatica da xilana de faia, usando endo-f-1,4-xilanases comerciais
de fungos filamentosos. A composicdo do preparado xilanolitico e as propriedades da endo-f-
1,4-xilanase influenciaram diretamente no tipo e na quantidade de XOs formados e no teor de
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xilose nos hidrolisados. A endo-B-1,4-xilanase de Thermomyces lanuginosus (Spring Mono®)
produziu a maior concentracdo de XOs e 0 menor teor de xilose, 0 que a torna promissora para

0 uso em aplicacgdes alimentares.
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Maximizacéo da producdo de xilo-oligossacarideos com potencial prebiotico por

hidrélise enziméatica da xilana de faia

RESUMO

Para aplicagdes em alimentos séo preferidos os XOs com um baixo grau de polimerizagéo (GP)
devido ao seu maior potencial prebidtico e capacidade adogante. Portanto, neste estudo, foram
analisados os efeitos dos parametros de hidrdlise, tais como concentracdo de substrato, relacdo
enzima:substrato, pH, temperatura e tempo de reagdo, visando maximizar a producdo de XOs
com potencial prebiotico por hidrélise enzimética da xilana de faia. Os resultados mostram que
a concentracdo de xilana de faia e a temperatura foram os parametros reacionais que tiveram
uma maior influéncia sobre o rendimento dos XOs de baixo GP, principalmente xilobiose (X2)
e xilotriose (X3), sendo que na melhor condicédo de hidrélise (6% de xilana de faia, 133 U/g de
endo-B-xilanase, pH 5,5 e 60°C por 24 h) foram produzidos cerca de 17,48 mg/mL de X2+X3
e menos de 1,0 mg/mL de xilose. Os XOs de maior GP, como xilotetraose (X4) e xilopentaose
(X5), foram liberados em pouca quantidade, igual a 0,53 e 0,26 mg/mL, respectivamente. Os
hidrolisados obtidos possuem XOs potencialmente prebioticos e sdo promissores para 0 Uso em

alimentos.

Palavras-chave: Endo-B-1,4-xilanase. Pardmetros reacionais. Xilobiose. Xilotriose. Xilose.
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1 INTRODUCAO

Os xilo-oligossacarideos (XOs) sdo oligdbmeros constituidos por unidades de xilose
considerados como ingredientes alimentares ndo digeriveis. Os XOs exibem efeitos prebioticos
guando consumidos como parte da dieta porque eles ndo sao hidrolisados ou absorvidos no trato
gastrointestinal superior e estimulam seletivamente o crescimento e/ou atividade de um nimero
limitado de bactérias no célon, tais como Bifidobacterium e Lactobacillus, promovendo a satde
(OKAZAKI; FUIIKAWA; MASTUMOTO, 1990; VASQUEZ et al., 2000). A importancia dos
XOs como um ingrediente alimentar valioso é cada vez maior, uma vez que possuem efeitos
potencialmente benéficos a satde, como: reducdo do risco de cancer do célon (WOLLOWSKI;
RECHKEMMER; POOL-ZOBEL, 2001), redugéo do colesterol (NA; KIM, 2007), aumento da
disponibilidade bioldgica de calcio (KOBAYASHI et al., 1991), além de atividade antioxidante
(GOWDHAMAN; PONNUSAMI, 2015) e antimicrobiana (AACHARY; PRAPULLA, 2009).

As aplicagdes potenciais mais importantes dos XOs, em termos de mercado, sdo
como ingredientes para alimentos funcionais ou componentes ativos de prepara¢@es simbioticas
(MOURE et al., 2006). Para tal fim, sdo preferidos os XOs com grau de polimerizacdo de 2 a 4
(LOO et al., 1999), sendo que as bifidobactérias utilizam sobretudo xilobiose e xilotriose para
0 seu desenvolvimento (OKAZAKI; FUJIKAWA; MASTUMOTO, 1990). Além disso, o grau
de docura da xilobiose é equivalente a 30% em relacdo a sacarose, enquanto 0s XOs maiores
ndo tém gosto doce (GOLDMAN, 2009). XOs possuem um baixo valor cal6rico o que permite
0 seu uso em dietas com restri¢do de glicose (TOSHIO et al., 1990).

Na industria de alimentos os XOs sdo produzidos, preferencialmente, por hidrélise
enzimatica, devido aos inimeros problemas associados as outras tecnologias de producdo. A
endo-B-1,4-xilanase é responsavel pela catélise da hidrdlise de ligacdes glicosidicas B(1-4) entre
as unidades de xilopiranosil da cadeia principal das xilanas e liberacdo de XOs. As endo-f-1,4-
xilanases séo, em sua maioria, estaveis ao pH e a temperatura e possuem um grande potencial
para as diversas aplicacdes biotecnoldgicas (COLLINS; GERDAY; FELLER, 2005; HARRIS;
RAMALINGAM, 2010). A endo-B-1,4-xilanase comercial de T. lanuginosus (Spring Mono®)
foi avaliada e mostrou propriedades adequadas para a producdo de XOs, com destaque para o
pH 6timo acido (pH 5,5) e estabilidade a 50°C, além da capacidade de catalisar a hidrélise da
xilana de faia gerando XOs de baixo GP (SILVEIRA; GUIDO; KALIL, 2015).

O uso eficiente de enzimas depende das variaveis do processo enzimatico, tais como
concentragdo de substrato, concentracdo de enzima (ou relagdo enzima:substrato), temperatura,

pH, tempo de reagdo, intensidade de agitacdo e presenca de espécies quimicas que podem inibir
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ou acelerar a taxa de reacao. Sendo assim, para o processo enzimatico ser realizado com elevada
eficiéncia é imprescindivel a otimizagao das condicdes de hidrolise (BRIENZO; CARVALHO;
MILAGRES, 2010). Os parametros reacionais de hidrélise podem influenciar no rendimento e
grau de polimerizacdo dos XOs e, portanto, devem ser avaliados a fim de maximizar a producgéo
dos produtos de interesse.

Ha vérios relatos na literatura sobre a maximizacéo da producéo de XOs a partir de
diferentes xilanas, mas os trabalhos com a xilana de faia s&o escassos, 0 que aumenta o interesse
em investigar a reacdo de hidrolise deste substrato por endo-B-xilanases de fungos filamentosos
pouco exploradas, buscando uma maior producdo dos XOs de baixo GP. Com base no exposto,
0 objetivo do presente trabalho foi estudar a influéncia dos pardmetros reacionais de hidrélise
na producdo de XOs com potencial prebiotico utilizando xilana de faia e endo-p-1,4-xilanase

comercial de Thermomyces lanuginosus (Spring Mono®).

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

No presente estudo, foi utilizada a endo-p3-1,4-xilanase comercial de T. lanuginosus
(Spring Mono®) com grau alimentar, cedida pela Novozymes A/S (Bagsvaerd, Dinamarca). A
xilana de faia foi obtida da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). Os padrées de XOs e xilose foram
adquiridos da Megazyme (Bray, Irlanda) e Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA), respectivamente.
A coluna para a separacdo de XOs (Aminex HPX-42A) foi obtida da Bio-Rad Laboratories
(Hercules, EUA).

2.2 METODOS

2.2.1 Hidrolise da xilana de faia e producéo de xilo-oligossacarideos

As reacOes de hidrolise enzimética foram realizadas em duplicata em reatores de
mistura encamisados com agitacdo mecanica de 180 rpm. O sistema reacional foi composto por
xilana de madeira de faia dissolvida em tampdes citrato ou fosfato de sodio (50 mM) e enzima,
totalizando um volume de 50 mL. As quantidades de substrato e enzima adicionadas, o pH e a
temperatura de reacdo foram estabelecidos de acordo com o estudo dos efeitos de pardmetros

reacionais na producgdo de XOs. Aliquotas de 2,0 mL foram retiradas em intervalos de tempo
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predefinidos (0, 3, 6, 9, 12 e 24 h) e a reacdo enzimatica foi interrompida pelo aguecimento do
meio a 100°C por 5 min. As amostras foram centrifugadas a 10.000 g por 10 min (Mega 17R,
Hanil), e os sobrenadantes foram filtrados através de membranas de fluoreto de polivinilideno
(poros de 0,22 um) e caracterizados por cromatografia liquida de alta eficiéncia para determinar
0 GP e a concentracdo dos XOs e o teor de xilose nos hidrolisados. A conversao de xilana em

XOs foi calculada pela relacéo entre a massa de XOs gerados pela massa inicial de xilana.

2.2.2 Estudo dos efeitos de parametros reacionais na producao de xilo-oligossacarideos

Para o estudo, foi utilizada a técnica univariavel onde foi avaliado um fator por vez,
mantendo-se as outras variaveis do processo constantes. O efeito da concentracdo de substrato
na producéo de XOs foi estudado atraves da realizacdo de hidrolises variando a concentracao
de xilana de madeira de faia (1 a 6%, m/v), sendo fixados a carga de enzima (300 U), o pH (5,3)
e a temperatura (50°C). O efeito da carga de endo-B-1,4-xilanase foi avaliado pela variagdo da
relacdo enzima:substrato (133 e 266 U/g) em duas concentragdes de xilana de faia (4,5 e 6,0%),
e foram fixados o pH (5,3) e a temperatura (50°C). O efeito do pH foi investigado variando-se
0 pH do meio reacional (4,5; 5,5 e 6,5) com 6,0% de xilana de faia e 133 U/g de endo-p-xilanase,
mantido a 50°C. O efeito da temperatura (40, 50 e 60°C) foi estudado utilizando 6,0% de xilana,
133 U/g de enzima e pH 5,5. Apds, com os parametros reacionais selecionados (6,0% de xilana,
133 U/g de enzima, pH 5,5 e 60°C) foi avaliada a producdo de XOs também em maiores tempos

de hidrdlise, 36 e 48 h. Todas as reacBes foram realizadas em duplicata.
2.2.3 Analise estatistica

Os dados foram verificados quanto a normalidade e homogeneidade de variancia.
Em seguida, os resultados foram avaliados estatisticamente por anélise de variancia (ANOVA)
e teste de Tukey a um nivel de confianga de 95% (p<0,05).
2.2.4 Métodos analiticos

2.2.4.1 Determinagéo da atividade de endo-B-1,4-xilanase

A atividade de endo-p-xilanase foi determinada segundo o método de Bailey, Biely

e Poutanen (1992), empregando xilana de madeira de faia 1% (m/v) em tampdo citrato de sodio
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50 mM pH 5,3. A mistura reacional, composta por 0,9 mL da solucdo de substrato e 0,1 mL do
extrato enzimatico (convenientemente diluido), foi incubada a 50°C por 5 min. Em seguida, foi
adicionado 1,0 mL de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) e os agucares redutores (AR) liberados
na reacdo foram quantificados segundo Miller (1959). Uma unidade (U) de atividade enzimatica
foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 pmol de xilose por minuto, sob as

condigdes do ensaio.

2.2.4.2 Analise dos hidrolisados por CLAE

Os produtos de hidrdlise da xilana foram analisados em um cromatégrafo liquido
de alta eficiéncia (Prominence®, Shimadzu), equipado com detector de indice de refragdo (RID-
10A) e forno de colunas (CTO-20A). As aliquotas de 20 uL foram injetadas com um amostrador
automatico (SIL-20AHT) e eluidas utilizando agua ultrapura (Milli-Q®, Millipore) como fase
movel da coluna para a separacdo de carboidratos (Aminex HPX-42A, Bio-Rad). A coluna foi
usada a uma taxa de fluxo de 0,4 mL/min e mantida a 50°C, e o tempo de corrida foi de 40 min.
A identificacdo e a quantificacdo de XOs (X2-X5) e xilose (X1) foram realizadas utilizando os
tempos de retencdo e as curvas de calibracdo, respectivamente. As curvas de calibracdo foram

construidas com o pool de padrdes (XOs e xilose), em concentragdes de 1 a 10 mg/mL.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ESTUDO DOS EFEITOS DE PARAMETROS REACIONAIS NA PRODUCAO DE XOs

Neste trabalho, os parametros reacionais foram estudados de modo a estabelecer as
condigBes que conduzem a maxima conversao da xilana de faia em XOs, sobretudo xilobiose e
xilotriose, com minima liberacdo de monossacarideos. O efeito da variacdo da concentragédo de
substrato (1,0 a 6,0%) sobre a producéo de XOs foi avaliado usando uma endo-f-1,4-xilanase
(300 U) de T. lanuginosus. N&o foi possivel empregar concentracfes de substrato acima de
6,0% porque foi verificado experimentalmente que esse valor se encontra proximo ao limite de
solubilidade da xilana de faia em meio aquoso. Além disso, de acordo com Akpinar et al. (2007)
a utilizacdo de uma alta concentracdo de substrato pode diminuir o rendimento de XOs devido
a inibicdo da enzima por impurezas presentes e 0 aumento da viscosidade e densidade do meio.

Conforme se pode observar na Figura 1, 0 comportamento cinético das reacdes de

hidrélise com diferentes concentragfes de substrato foi semelhante, sendo que no decorrer do
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tempo os oligossacarideos de maior GP, tais como xilotetraose (X4) e xilopentaose (X5), foram
parcialmente hidrolisados em XOs de menor GP, principalmente xilobiose (X2), e houve um
leve incremento na liberagdo de mondmeros de xilose. Um perfil cinético similar foi observado
por Aachary e Prapulla (2009), que relatam um decréscimo no percentual de XOs no hidrolisado
com o aumento do tempo reacional devido a hidrdlise dos XOs maiores em oligossacarideos de
baixo GP e xilose. De acordo com os autores, durante a fase inicial da reacéo ocorre a hidrélise
randémica da xilana que resulta na formacg&o de longas cadeias de xilooligossacarideos, as quais

séo posteriormente hidrolisadas em oligossacarideos menores e monossacarideos.

Figura 1 - Cinética da producdo de xilose (m), xilobiose (®), xilotriose (a), xilotetraose (v) e
xilopentaose (¢) com: 1,0% (A); 1,5% (B); 3,0% (C); 4,5% (D) e 6,0% (E) de xilana de faia
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Na Figura 1, verifica-se que em baixas concentracdes de xilana de faia (Figuras 1A
e 1B) a taxa de hidrélise é menor e tende a decair entrando em uma fase quase-estacionaria apos
12 h de reacéo, enquanto que em concentracdo intermediaria (Figura 1C) e altas concentracdes
de substrato (Figuras 1D e 1E) a taxa de hidrolise é maior nas primeiras horas e decresce mais
lentamente ao longo do tempo reacional. Aparentemente, o incremento na concentracao de XOs
foi proporcional com o aumento da concentragéo de xilana de faia e, ao final das 24 h de reacéo,
os hidrolisados apresentaram uma maior quantidade de xilobiose e xilotriose, e 0 percentual de
xilose ndo passou de 8% dos carboidratos totais. Ainda analisando a Figura 1, se constata que
os melhores resultados para os XOs de baixo GP foram obtidos em 24 h de hidrolise, e, portanto,
esse tempo reacional foi selecionado para avaliar os efeitos da concentracdo de xilana de faia e
dos demais parametros reacionais sobre a producao de XOs.

Na Figura 2A pode ser visto que o0 aumento da concentracdo substrato de 1,0% para
6,0% resultou em um aumento significativo da producdo dos XOs de baixo GP (X2 e X3) de
3,16 + 0,04 mg/mL para 14,56 + 0,10 mg/mL, sem ocorrer um acréscimo consideravel no teor
de xilose, que ficou entre 0,30 £ 0,01 mg/mL e 0,46 + 0,01 mg/mL. A producédo de XOs totais
(X2, X3, X4 e X5) apresentou um comportamento bastante similar a dos XOs de baixo GP, e
variou de 3,70 £ 0,04 mg/mL a 15,83 + 0,06 mg/mL. Nos ensaios com 4,5% e 6,0% de xilana,
o0 percentual de XOs de baixo GP foi de 94,42% e 91,98%, respectivamente, dos XOs totais.

Figura 2 - (A) Efeito da concentracdo de xilana de faia sobre a producéo de XOs totais (),
xilobiose + xilotriose (=) e xilose (). (B) Conversao da xilana de faia em XOs totais (=) e
xilobiose + xilotriose (=)
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* Média + erro padrdo. Letras iguais em colunas da mesma cor indicam que ndo ha diferenca significativa entre
as médias ao nivel de significancia de 5%.

A Figura 2B mostra que houve uma diminui¢do na conversdo da xilana de faia em

XOs com o aumento da concentracdo de substrato de 1,0% para 6,0%. A menor eficiéncia de
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conversao observada nas maiores concentragdes de substrato pode ser ocasionada pela menor
disponibilidade de 4gua no meio, o que reduz a velocidade de hidrélise (YOON; WOODAMS;
HANG, 2006), saturagédo com o substrato, presenca de inibidores e/ou aumento da viscosidade
do meio. Porém, considerando os resultados promissores alcancados com 4,5% e 6,0% de xilana
de faia e a possibilidade de aumentar a conversao em XOs através da maximizacao dos outros
parametros reacionais, o estudo foi continuado com estas concentracdes de substrato.

O efeito da carga de endo-B-1,4-xilanase na producgédo de XOs foi estudado usando
relacdes enzima:substrato de 133 U/g e 266 U/g e duas concentracOes de xilana de madeira de
faia (4,5% e 6,0%). A relacdo E:S de 133 U/g foi selecionada a partir dos ensaios iniciais (4,5%
de xilana de faia e 6 U/mL de enzima) e dobrada para 266 U/g com o objetivo de avaliar o efeito
da concentracdo de enzima sobre a producédo de XOs. Na Figura 3 é apresentado o perfil cinético
das reacdes, onde pode ser visto que o aumento da relacdo E:S para ambas as concentracdes de
xilana resultou em um incremento da producéo de xilobiose (X2); decréscimo dos XOs de maior
GP, como xilotriose (X3) e xilotetraose (X4); e liberacdo do dobro de xilose. Comportamentos
similares foram relatados por Akpinar et al. (2010) e Samanta et al. (2012).

Figura 3 - Cinética da producdo de xilose (m), xilobiose (®), xilotriose (4), xilotetraose (v) e
xilopentaose (#) com diferentes relagcbes E:S: 133 U/g (A) e 266 U/g (B) com 4,5% de xilana;
133 U/g (C) e 266 U/g (D) com 6,0% de xilana
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Assim como descrito anteriormente, ao longo do tempo ocorreu a hidrélise parcial
dos XOs de maior GP em XOs de menor GP, sobretudo xilobiose, além do aumento da produgéo
de xilose. A taxa de hidrolise foi maior para a relacdo E:S de 266 U/g, o que era esperado, uma
vez que a velocidade da reacdo enzimatica é proporcional a concentracao de enzima no meio
(BRIENZO; CARVALHO; MILAGRES, 2010). Entretanto, a incubacéo prolongada com uma
carga elevada de endo-B-xilanases ndo aumentou o rendimento de XOs totais e XOs de baixo
GP. Segundo Boraston et al. (2002), a capacidade de ligacdo da enzima a cadeia de xilana atinge
um patamar em uma determinada relacdo enzima:xilana.

Na Figura 4A, observa-se que a concentracdo de XOs de baixo GP e XOs totais ndo
foi afetada pelo incremento da relagdo E:S, mas a liberagcdo de xilose foi maior com 266 U/g.
Quando se usou 4,5% de substrato e 133 U/g de enzima foram produzidos 12,20 + 0,09 mg/mL
de X2+X3 e 0,46 £ 0,01 mg/mL de xilose, e com a mesma concentracao de xilana e 266 U/g
foram obtidos 12,01 £ 0,13 mg/mL de X2+X3 e 0,93 + 0,01 mg/mL de xilose. Ao se utilizar
6% de substrato e 133 U/g alcangou-se 14,95 £ 0,13 mg/mL de X2+X3 e houve pouca liberagao
de xilose (0,58 mg/mL), e com 6% de xilana e 266 U/g foram produzidos 15,03 £+ 0,01 mg/mL
de X2+X3 e 1,00 + 0,07 mg/mL de xilose. A Figura 4B mostra que a conversao da xilana em
XOs ndo foi significativamente aumentada pelo uso de uma maior carga de endo-xilanase. Tais

resultados evidenciam que a concentracdo de xilana € a varidvel que afeta o rendimento de XOs.

Figura 4 - (A) Efeito da relacdo enzima:substrato na producao de XOs totais (=),
xilobiose + xilotriose (=) e xilose (). (B) Conversao da xilana de faia em XOs totais (=) e
xilobiose + xilotriose (=)
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as médias ao nivel de significancia de 5%.

A razdo XOs/E, que indica a quantidade de XOs formada por unidade de atividade

enzimaética, para a reacdo de hidrélise conduzida com 6,0% de xilana de faiae 133 U/g (8 U/mL)
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foi de 1,87 mg/U, e com 6,0% de substrato e 266 U/g (16 U/mL) foi igual a 0,94 mg/U. Portanto,
usando 133 U/g foi possivel atingir cerca de 99% da quantidade produzida com 266 U/g. Neste
estudo, foi verificado que a limitacdo da producdo de XOs ndo esta relacionada somente com a
concentracdo de endo-B-xilanases, pois 0 aumento da relacdo E:S para uma dada concentracdo
de xilana ndo foi proporcional ao rendimento de XOs de menor e maior GP. Considerando que
a enzima contribui significativamente no custo do processo em larga escala, 0 uso de uma menor
concentragéo deste biocatalisador representa uma reducéo de custos, e sem perdas importantes
no rendimento (LISBOA et al., 2012).

No trabalho de Zhu et al. (2006), a eficiéncia da enzima (rendimento de XOs/carga
de enzima) também diminuiu com o aumento da carga enzimatica, e por tal motivo foi escolhida
uma relacdo E:S intermediaria levando-se em consideragdo os custos da enzima na hidrolise.

Visto que o aumento da relacdo E:S para ambas as concentracdes de xilana de faia
testadas nédo teve um efeito significativo na producéo de XOs, para o estudo do pH foi escolhida
a condicdo com 6,0% de substrato e relacdo E:S de 133 U/g. Neste ensaio, o percentual de XOs
de baixo GP foi igual a 93,37% dos XOs totais no hidrolisado. A influéncia do pH na producéo

de XOs foi avaliada na faixa de 4,5 a 6,5 e a Figura 5 mostra o perfil cinético das reaces.
Figura 5 - Cinética da producéo de xilose (m), xilobiose (®), xilotriose (a), xilotetraose (v) e
xilopentaose (#) com diferentes pHs de reacdo: 4,5 (A); 5,5 (B) e 6,5 (C)
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A Figura 5 mostra que a menor taxa de hidrolise ocorreu no pH de 4,5 (Figura 5A),
0 que provavelmente esta relacionado a diminuicao da eficiéncia e/ou estabilidade da -xilanase
em pHs mais &cidos. Nos pHs de 5,5 e 6,5 a taxa de hidrdlise foi maior (Figuras 5B e 5C), sendo
que no pH de 6,5 houve um aumento da producdo dos XOs de cadeias mais longas, tais como
xilotetraose e xilopentaose, e xilose. A endo-B-xilanase comercial de T. lanuginosus apresenta
atividade 6tima em pH 5,5 (SILVEIRA; GUIDO; KALIL, 2015), correspondendo aos valores
promissores alcangados neste pH. Convem ressaltar que em todas as rea¢des ocorreu a hidrélise
parcial dos XOs maiores em XOs de baixo GP e maior producao de xilose no decorrer do tempo.

Uma vez que as enzimas possuem varios grupos ionizaveis, mudancas no pH afetam
o sitio catalitico (ou sitio ativo) e a conformac&o espacial destes biocatalisadores. Em geral, as
enzimas sdo ativas numa faixa limitada de pH e em muitos casos existe um pH étimo de atuacao
(WHITAKER, 1994). No estudo de Tull e Withers (1994), a perda da atividade enzimatica foi
atribuida a ionizacéo do sitio ativo da enzima em condicdes acidas.

Na Figura 6A, observa-se que a menor concentracao de xilobiose (X2) e xilotriose
(X3) foi alcangada em pH de 4,5 (14,02 + 0,07 mg/mL), e as maiores produgdes de XOs de
baixo GP foram alcancadas nos pHs 5,5 e 6,5, 14,98 + 0,08 mg/mL e 15,06 + 0,14 mg/mL,
respectivamente, sendo que ndo houve diferenca significativa entre elas. Considerando que no
pH de 6,5 ocorreu a maxima liberacdo de xilose (0,71 + 0,01 mg/mL), o pH 5,5 foi selecionado
para dar sequéncia ao estudo de maximizacdo. Nos pHs de 5,5 e 6,5 o percentual de XOs de
baixo GP foi em torno de 93,27% e 85,91%, respectivamente, dos XOs totais nos hidrolisados,

corroborando que o pH 5,5 € o mais promissor para a producédo de xilobiose e Xilotriose.

Figura 6 - (A) Efeito do pH na producédo de XOs totais (=), xilobiose + xilotriose (=) e xilose
(). (B) Conversdo da xilana de faia em XOs totais (=) e xilobiose + xilotriose (=)
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Os resultados obtidos estdo de acordo com os relatos na literatura, onde o pH 6timo
da maioria das endo-B-xilanases fungicas esté entre 5,0 e 6,0 e a m&xima producao de XOs foi
obtida na mesma faixa de pH (AACHARY; PRAPULLA, 2009; AKPINAR et al., 2010). Os
percentuais de conversao da xilana de faia em XOs (Figura 6B) foram maiores para os pHs 5,5
e 6,5, e ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre estes pHs quanto a conversédo
de xilana em XOs de baixo GP, mais especificamente xilobiose e xilotriose.

A temperatura € um dos parametros reacionais importantes para atuacdo da enzima
em processos biotecnoldgicos, e por essa razdo foi investigado o efeito da temperatura sobre a
producdo de XOs na faixa de 40 a 60°C. O perfil cinético das reac6es de hidrdlise em diferentes
temperaturas estd apresentado na Figura 7. Conforme pode ser visto nas Figuras 7A, 7B e 7C,
a taxa de hidrdélise enziméatica aumentou consideravelmente com a elevacéo da temperatura, 0
que resultou em um incremento da producéo de XOs, sobretudo os XOs de baixo GP, e maior
liberacdo de xilose nos hidrolisados. No decorrer do tempo, independente da temperatura usada,

ocorreu a hidrélise parcial dos XOs de maior GP em XOs de menor GP e o aumento de xilose.

Figura 7 - Cinética da producdo de xilose (m), xilobiose (®), Xilotriose (4), xilotetraose (v) e
xilopentaose (#) em diferentes temperaturas de reacdo: 40°C (A), 50°C (B) e 60°C (C)
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Chapla, Pandit e Shah (2012) relataram um comportamento distinto com respeito a
temperatura, sendo que a produgéo de XOs foi maxima em 45°C e retardada a 50°C. De acordo
com os autores, tais resultados se devem a inativacao da enzima em temperaturas mais elevadas
por longos periodos de tempo, uma vez que em estudos prévios a enzima néo foi estavel a 50°C.

A endo-B-xilanase de T. lanuginosus tem atividade 6tima a 75°C e apresenta boa
estabilidade a 50°C, se caracterizando como uma Xxilanase termoestavel (SILVEIRA; GUIDO;
KALIL, 2015), o que, possivelmente, Ihe confere a capacidade de atuar em altas temperaturas
sem perda de sua atividade catalitica. Além disso, a solubilidade da xilana de faia foi melhorada
com o aumento da temperatura facilitando o contato entre enzima e substrato. Porém, ndo foram
testadas temperaturas acima de 60°C devido a menor estabilidade enzimatica, maior evaporagdo
do meio reacional e o custo energético em temperaturas muito elevadas.

Na Figura 8A, verifica-se que a quantidade de XOs de baixo GP (X2+X3) formados
a 40°C foi de 12,38 + 0,09 mg/mL, que aumentou para 18,54 + 0,23 mg/mL a 60°C. Na
temperatura de 50°C, a producédo de XOs de baixo GP e XOs totais atingiu 14,98 + 0,08 mg/mL
e 16,06 £ 0,02 mg/mL, respectivamente. O aumento da temperatura de 40°C para 60°C resultou
em um incremento significativo da producdo de XOs e xilose (X1), mas a quantidade de xilose
liberada ndo passou de 0,75 mg/mL, o que representa menos de 4% dos carboidratos totais nos
hidrolisados. Portanto, considerando a composi¢do em XOs do hidrolisado e 0 aumento de 24%
na conversao da xilana de faia em XOs de baixo GP (Figura 8B) foi selecionada a temperatura
de 60°C. Nesta temperatura o percentual de X2+X3 foi igual a 95,30% dos XOs totais.

Figura 8 - (A) Efeito da temperatura na producdo de XOs totais (=), xilobiose + xilotriose
(=) e xilose (). (B) Converséo da xilana de faia em XOs totais (=) e
xilobiose + xilotriose (=)
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* Média + erro padrdo. Letras iguais em colunas da mesma cor indicam que ndo ha diferenca significativa entre
as médias ao nivel de significancia de 5%.

PR e NN
~ O ©® O N
1 1 1 1

= e
ISERN)
1 1

o N A OO
[ PR PR B |

1 (A

40

50
Temperatura (°C)

60

Conversdo de xilana em XOs (%)

40

w
o

w
o
L

N
o
L

N
o
L

[y
o
L

=
o
L

[$2)
L

o

1 (B)

40

50
Temperatura (°C)

60




82

A Figura 9 apresenta o perfil cinético da reacdo de hidrélise conduzida por 48 h, na
condicdo anteriormente definida (6,0% de xilana, 133 U/g de endo-B-xilanases, pH 5,5 e 60°C)
para a conversao da xilana em XOs, onde se verifica que 0s maiores tempos reacionais resultam
em hidrdlise parcial dos XOs de maior GP em XOs de baixo GP, principalmente xilobiose que
tém a sua producdo aumentada, e xilose. Ainda na Figura 9, se observa que a taxa de hidrolise
enzimaética tende a diminuir com o passar do tempo o que afeta a produtividade de XOs.

Tal como outras enzimas usadas em processos biotecnoldgicos, as endo-p-xilanases
podem sofrer inibi¢do pelo produto final, como a xilose; ser desnaturadas devido as condi¢fes
operacionais; apresentar dificuldades de acesso ao substrato que se modifica estruturalmente
durante a reacdo, e/ou hidrolisar os produtos preferencialmente em relacdo ao substrato. Estes
fatores influenciam no rendimento e GP dos XOs; portanto, é importante estabelecer um tempo
ideal de reacdo em que a producdo de XOs de baixo GP seja maximizada (BRIENZO, 2010).

De acordo com Akpinar et al. (2010), quando o periodo de hidrolise foi maior que
8 h a quantidade, principalmente, de xilotetraose (X4) e xilopentaose (X5) comec¢ou a diminuir.
Por isso, 0s autores enfatizam que um tempo 6timo de hidrélise deve ser determinado com base
no GP requerido para o(s) produto(s) de interesse e indicam um tempo reacional entre 8 e 24 h.
Ap0s este periodo, a hidrolise da xilana foi retardada, o que evidencia que a atividade da endo-
B-xilanase comercial de Aspergillus niger diminuiu devido a inibi¢&o pelo produto final e/ou a
reducdo do numero de sitios de hidrélise facilmente acessiveis na cadeia de xilana extraida a

partir de talos de tabaco.

Figura 9 - Cinética da producéo de xilose (m), xilobiose (®), xilotriose (a), xilotetraose (v) e
xilopentaose (#) em 48 h de hidrdlise enzimatica
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" CondigGes experimentais: 6,0% de xilana de faia, 133 U/g de endo-B-1,4-xilanases, pH 5,5 e 60°C.

A méaxima producdo dos XOs de baixo GP (21,09 + 0,06 mg/mL) foi observada em

48 h de hidrolise (Figura 10A). Porém, ap6s 36 h o incremento da concentracdo de XOs totais
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e XOs de baixo GP néo foi proporcional ao aumento do tempo reacional, provavelmente devido
a perda de eficiéncia da enzima ocasionada por fatores anteriormente mencionados. Além disso,
em comparacdo a 24 h, a producéo de xilose foi 81% maior no tempo de 48 h, enquanto a de
XOs de baixo GP (X2+X3) aumentou 22%. A produtividade de XOs de baixo GP em 24 h foi
de 0,73 mg/mL.h, e em 48 h igual a 0,44 mg/mL.h. Portanto, ndo se considera vantajoso em
termos de rendimento e/ou produtividade de XOs conduzir as reagdes por tempos superiores a
24 h. O percentual de conversdo da xilana de faia em XOs de baixo GP (Figura 10B) variou de
23,11% a 35,15%, sendo que em 24 h de reacdo 28,88% da xilana foi convertida para X2+X3.

Figura 10 - (A) Efeito do tempo reacional na producédo de XOs totais (=),
xilobiose + xilotriose (=) e xilose (). (B) Conversédo da xilana em XOs totais (=) e
xilobiose + xilotriose (=)
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* Média + erro padrdo. Letras iguais em colunas da mesma cor indicam que ndo ha diferenca significativa entre
as médias ao nivel de significancia de 5%.

A conversdo total da xilana de faia em XOs de baixo GP n&o foi atingida nos ensaios
realizados no presente estudo, sendo que em todas as hidrolises houve a formacédo de compostos
ndo identificados mas que provavelmente sdo oligossacarideos de cadeias mais longas, uma vez
que a xilana de faia apresenta elevado grau de pureza. Na Figura 11 é mostrado o cromatograma
resultante da analise de um hidrolisado por cromatografia liquida de alta eficiéncia, onde podem
ser visualizados os picos referentes aos XOs e a xilose.

Gowdhaman e Ponnusami (2015) utilizaram xilana de sabugo de milho extraida por
método alcalino e endo-B-1,4-xilanases de Bacillus aerophilus KGJ2 para a producéo de XOs,
e avaliaram os efeitos da concentracdo de substrato (1,0-5,0%) e enzima (5-25 U) e do tempo
de reagéo (6-24 h) a fim de incrementar o rendimento de XOs. Os autores verificaram que todos

0s parametros estudados tiveram influéncia na obtencdo de XOs, e a maxima producéo, igual a
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3,6 mg/mL, foi alcangada nas seguintes condi¢des: 5,0% de xilana e 20 U de xilanase por 12 h.
Xilobiose, xilotriose e xilotetraose foram os XOs em maior quantidade nos hidrolisados.

Yang et al. (2011) investigaram os efeitos dos pardmetros reacionais de hidrdlise,
tais como concentracdo de enzima (15-45 U), temperatura (40-50°C), pH (3,6-6,0) e tempo de
reacao (2-24 h), sobre a producdo de XOs com xilana de Populus tomentosa (2,0%) e endo-p-
xilanase de Pichia stipitis. Os autores constataram que a maxima conversdo de xilana em XOs
ocorreu quando a reacéo foi conduzida com 25 U/g de enzima a 50°C e pH 5,4 por 14 h. Nesta
condicdo, 37% da xilana foi convertida para XOs, 0 que equivale a 3,9 mg/mL, representados
principalmente por xilobiose, xilotriose e xilotetraose.

No trabalho de Chapla, Pandit e Shah (2012) os XOs foram produzidos por hidrélise
da xilana extraida de sabugo de milho usando uma endo-f-1,4-xilanase de Aspergillus foetidus
MTCC 4898. O estudo dos parametros reacionais de hidrdlise, entre eles, tempo de reacao (2-
48 h), concentracdo de enzima (20-100 U), concentracao de substrato (0,1-3,0%) e temperatura
(40-50°C), possibilitou maximizar o rendimento de XOs, que atingiu 6,7 mg/mL apds as 8 h de
reacdo com 20 U de endo-B-xilanase e 2,0% de xilana a 45°C. Xilobiose, xilotriose, xilotetraose

e xilopentaose foram os XOs em maior concentracao nos hidrolisados.

Figura 11 - Cromatograma do meio reacional da producdo de xilo-oligossacarideos
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" CondicGes experimentais: 6,0% de xilana de faia, 133 U/g de endo-pB-1,4-xilanases, pH 5,5 e 60°C por 24 h.

Neste estudo, a produgéo de XOs de baixo GP (X2+X3) aumentou 20% em relagéo
ao valor de 14,56 mg/mL alcancado na condig&o inicialmente avaliada (6,0% de xilana de faia,
100 U/g de endo-B-1,4-xilanases, pH 5,3 e 50°C por 24 h), ap6s a maximizacdo dos parametros
reacionais. Além disso, a conversdo da xilana de faia em XOs totais e XOs de baixo GP também
foi incrementada em 15 e 20%, respectivamente. Se comparada a primeira hidrélise com xilana
de faia e endo-p-1,4-xilanase de T. lanuginosus, onde foram produzidos 9,55 mg/mL de XOs,

a maximizacdo das condicGes de hidrolise resultou em um aumento de 83% da producéo de
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XO0s. Convém ressaltar que o processo aqui empregado para a obtencdo de XOs apresenta a
distinta vantagem de gerar hidrolisados contendo predominantemente xilobiose e xilotriose, e
baixo teor de xilose, sendo que tais compostos sdo reconhecidos por seu potencial prebidtico e

outros potenciais efeitos benéficos a satde humana.

4 CONCLUSAO

O estudo dos efeitos dos parametros reacionais de hidrolise possibilitou maximizar
a producdo de XOs de baixo GP (X2+X3) potencialmente prebidticos, com minima geracéo de
xilose, por hidrélise da xilana de faia com endo-B-xilanases comercial de T. lanuginosus (Spring
Mono®). A concentragdo de substrato e a temperatura foram as variaveis que tiveram uma maior
influéncia na producéo de XOs de baixo GP (X2+X3) e a melhor condicdo operacional para a
sua obtencdo foi determinada como sendo: 6,0% de xilana de faia, 133 U/g de endo-B-xilanases,
pH 5,5 e 60°C por 24 h de reacdo, onde foram alcancados 17,48 mg/mL de XOs de baixo GP e
a conversdo da xilana de faia em X2+X3 foi de 28,88%. Através dos resultados obtidos neste
trabalho se pode verificar a potencialidade de endo-B-1,4-xilanases de fungos filamentosos para
producdo de XOs a partir de xilana de faia, corroborando a importancia da hidrélise enzimatica

como processo biotecnoldgico na industria de alimentos.
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Extracdo de xilanas de subprodutos e residuos agroindustriais regionais e producao

enzimatica de xilo-oligossacarideos

RESUMO

No presente estudo, foram utilizados dois métodos alcalinos (M1 e M2) para extrair as Xilanas
a partir de casca e farelo de arroz, casca de soja e engaco de uva, que sdo subprodutos e residuos
lignocelulosicos agroindustriais de baixo custo e largamente disponiveis na regido Sul do Rio
Grande do Sul. As xilanas extraidas foram submetidas a hidrélise com a endo-f-1,4-xilanase
comercial de Thermomyces lanuginosus (Spring Mono®) visando a obtencdo de XOs de baixo
GP, sobretudo xilobiose (X2) e xilotriose (X3), potencialmente prebidticos. Ambos os métodos
de extracdo alcalina foram eficientes na recuperacgéo de xilanas das biomassas lignocelulésicas,
sendo que os maiores rendimentos de xilana foram alcangados com o M1 e M2 para a casca de
arroz (43 e 28%) e M2 para o engaco de uva (20%). A hidrélise da xilana de casca de arroz com
endo-B-xilanases resultou na maior quantidade de XOs de baixo GP (5,67 mg/mL), seguido
pelas xilanas do engaco de uva (2,91 mg/mL) e da casca de soja (0,94 mg/mL). Os resultados
obtidos corroboram a possibilidade de produzir XOs com potencial prebiético por hidrélise
enzimatica de xilanas extraidas a partir de materiais lignocelulésicos da agroinddstria regional,
e contribuem para o desenvolvimento dos estudos voltados para a producdo tecnoldgica e

economicamente viavel de XOs.

Palavras-chave: Extracdo alcalina. Casca de arroz. Farelo de arroz. Casca de soja. Engaco de

uva. Prebidticos.
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1 INTRODUCAO

Um dos maiores desafios atuais ¢ aumentar a producéo de alimentos saudaveis que
sejam economicamente acessiveis e disponibilizados para grande parte da populacdo mundial.
No entanto, o0 aumento na producdo de alimentos deve ser sustentavel e evitar o desmatamento
das florestas e demais formas de vegetacdo nativa. Com tal objetivo, os estudos sobre o uso de
subprodutos e residuos agroindustriais na producao de alimentos vém sendo intensificados, uma
vez que sdo comumente subutilizados e bilhdes de toneladas sdo descartadas inadequadamente,
gerando prejuizos as atividades econdmicas do setor agroindustrial e ao meio ambiente. Uma
grande quantidade de subprodutos e/ou residuos agroindustriais pode ser utilizada também na
producdo de produtos com alto valor agregado, tais como: enzimas (TERRASAN et al., 2010),
biocombustiveis (LIU et al., 2015), polimeros (KIRAN; AKPINAR; BAKIR, 2013), vitaminas
(KALINGAN; KRISHNAN, 1997) e &cidos organicos (ADSUL; VARNA; GOKHALE, 2007).

Os subprodutos e residuos agroindustriais estdo entre as maiores fontes de biomassa
vegetal do mundo, sendo que somente no Brasil sdo gerados anualmente cerca de 290 milhdes
de toneladas destes materiais (MMA, 2011). A biomassa vegetal é constituida basicamente por
celulose, hemiceluloses e lignina (KULKARNI; SHENDYE; RAO, 1999; VAZQUEZ et al.,
2000). Na parede celular vegetal, celulose, hemiceluloses e lignina estdo fortemente associadas
e sdo referidas como materiais lignoceluldsicos (MLCs) (CARVALHO et al., 2013).

A hemicelulose é o segundo polissacarideo mais abundante na natureza, e é formada
por heteropolissacarideos amorfos que constituem de 14 a 50% da massa seca dos MLCs, sendo
que a hemicelulose encontrada em maior quantidade nas madeiras e residuos agroindustriais é
a xilana, constituida principalmente por unidades de xilose (RUIZ et al., 2013). Recentemente,
a producdo de xilo-oligossacarideos (XOs) a partir de xilana oriunda de subprodutos e residuos
agroindustriais € um mercado que vem ganhando destaque, devido as potencialidades dos XOs
e 0 baixo custo e disponibilidade da biomassa vegetal. Os XOs apresentam efeitos prebioticos
comprovados e outros beneficios potenciais a satide e s&o um dos poucos produtos nutracéuticos
que podem ser obtidos a partir de biomassa lignocelulésica (SAMANTA et al., 2015).

O Rio Grande do Sul, o principal Estado produtor de arroz, é responsavel por cerca
de 68% da producéo nacional (CONAB, 2015), além de se destacar na producdo de uva, soja,
aveia e milho (IBGE, 2016). O processamento industrial destas culturas gera grande quantidade
de biomassa lignocelulosica, portanto, o seu uso para obtencéo de bioprodutos € de importancia
econdmica e ecoldgica, e tem sido bastante explorado na area de Bioprocessos em Alimentos.

A casca de arroz é o residuo mais expressivo gerado no beneficiamento do arroz, e o seu volume



93

representa de 20% a 30% da massa total do arroz em casca (PANDEY; SOCCOL; MITCHELL,
2010). O engaco é um dos principais residuos oriundos do processo de vinificacao e representa
de 3% a 7% da massa do cacho de uva (CATALUNA, 1984). Segundo Restle et al. (2004), a
casca de soja gerada na extracdo do 6leo representa de 7% a 8% da massa do grao, e estima-se
que no Brasil sejam produzidas 3,7 milhdes de toneladas.

Embora os subprodutos e/ou residuos da agroindustria sejam quase que totalmente
destinados a alimentagdo animal, queima nas caldeiras industriais, compostagem e fertilizantes,
a hemicelulose neles contida, sobretudo a xilana, pode ser usada para obtencao de produtos de
maior valor agregado, como 0s XOs. No entanto, para uma producéo eficiente destes compostos
a Xilana deve ser exposta a atuacao das endo-p-xilanases, e nos MLCs a xilana se encontra na
forma de um complexo xilana-lignina, bastante resistente a hidrolise enzimatica (AACHARY;
PRAPULLA, 2009; ZHU et al., 2006). Por esse motivo, a producdo de XOs em escala industrial
é realizada em duas etapas: extracdo alcalina da xilana de biomassa lignocelulésica seguido por
hidrdlise enzimatica ou &cida do polimero (AKPINAR; ERDOGAN; BOSTANCI, 2009).

Convém ressaltar que ndo ha relatos sobre o uso da xilana do engago de uva para a
obtencdo de XOs prebioticos, e sdo escassos 0s estudos com os demais subprodutos e residuos
agroindustriais e as endo-f-1,4-xilanases de T. lanuginosus. Levando-se em consideracéo que
a utilizacdo de subprodutos e/ou residuos agroindustriais do Estado do Rio Grande do Sul vem
ao encontro da necessidade de agregar valor a cadeia produtiva e tornar rentavel a producdo de
XOs, o objetivo do trabalho foi extrair as xilanas de subprodutos e residuos lignoceluldsicos da

agroindustria regional e aplicar na producéo de XOs com potencial prebidtico.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

No presente estudo, foi utilizada a endo-p-1,4-xilanase comercial de T. lanuginosus
(Spring Mono®) com grau alimentar, cedida pela Novozymes A/S (Bagsvaerd, Dinamarca). Os
subprodutos e residuos agroindustriais (casca e farelo de arroz, casca de soja e engaco de uva)
foram gentilmente fornecidos por industrias da regido Sul do Rio Grande do Sul. Os padrdes
de XOs (xilobiose, xilotriose, xilotetraose e xilopentaose) foram obtidos da Megazyme (Bray,
Irlanda) e o padréo de xilose foi adquirido da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). A coluna para
separacdo de XOs (Aminex HPX-42A, 300 mm x 7,8 mm) foi obtida da Bio-Rad Laboratories
(Hercules, EUA). Todos os demais reagentes sdo de grau analitico.
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2.2 METODOS

2.2.1 Extracao de xilanas de subprodutos e residuos agroindustriais

Inicialmente, a casca e o farelo de arroz, a casca de soja e 0 engaco de uva foram
secos em estufa e as sujidades removidas manualmente. As xilanas foram extraidas usando dois
métodos quimicos diferentes, a fim de verificar qual das estratégias de extracdo alcalina é mais
eficiente na recuperacao de xilanas com potencial para a producdo de XOs. Na Figura 1, sdo
apresentadas as etapas realizadas em cada método de extracdo. Os métodos 1 e 2 sdo similares
ao de Sun et al. (2002) e Hauli et al. (2013), respectivamente, com pequenas modificacdes. A
eficiéncia dos métodos de extracdo foi determinada em termos de rendimento (em base seca),

calculado de acordo com a Equacéo 1. Os ensaios foram realizados em triplicata.

) ) massa seca da xilana extraida (g) Q)
Rendimento de xilana (%) = — x 100
massa da amostra inicial (g)

2.2.2 Hidrdlise das xilanas e producéo de xilo-oligossacarideos

As reacdes de hidrdlise das xilanas extraidas da casca e do farelo de arroz, da casca
de soja e do engaco de uva (Figura 1), foram conduzidas em reatores de mistura encamisados
mantidos a 180 rpm (agitagcdo mecanica) e 60°C por 24 h. O sistema reacional foi composto por
xilana (6,0%, m/v), dissolvida em tampdo citrato de s6dio 50 mM pH 5,5, e enzima (133 U/g),
totalizando um volume de 30 mL. As condicBes operacionais das hidrélises enzimaticas foram
previamente maximizadas por Guido, Silveira e Kalil (2016), usando xilana de madeira de faia
como substrato. Aliquotas foram coletadas em intervalos de tempo predefinidos (0, 12 e 24 h),
e 0 meio foi aquecido a 100°C por 5 min para a completa inativagdo das enzimas. As amostras
foram centrifugadas a 10.000 g por 20 min (Mega 17R, Hanil), filtradas através de membranas
de fluoreto de polivinilideno (poros de 0,22 um) e analisadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) para determinar a concentracdo e 0 GP dos XOs e o teor de monossacarideos

nos hidrolisados. As hidrélises foram realizadas em duplicata.

2.2.3 Analise estatistica

Os resultados foram avaliados estatisticamente por anélise de variancia (ANOVA)
e teste de Tukey ou teste t-Student, a um nivel de confianca de 95% (p<0,05).



Figura 1 - Fluxogramas das etapas para a extracdo alcalina de xilanas de subprodutos e residuos agroindustriais por diferentes métodos quimicos
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2.2.4 Métodos analiticos

2.2.4.1 Determinacdo da atividade de endo-p-1,4-xilanase

A atividade de endo-p-1,4-xilanase foi avaliada segundo o0 método de Bailey, Biely
e Poutanen (1992), empregando xilana de madeira de faia 1% (m/v) em tampdo citrato de sddio
50 mM pH 5,3. A mistura reacional, composta por 0,9 mL da solucéo de substrato e 0,1 mL do
extrato enzimatico (convenientemente diluido), foi incubada a 50°C por 5 min. Em seguida, foi
adicionado 1,0 mL de é&cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) e os agUcares redutores liberados foram
quantificados conforme Miller (1959). Uma unidade (U) de atividade enzimética foi definida
como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 pumol de xilose por minuto, sob as condicGes

do ensaio.

2.2.4.2 Andlise dos hidrolisados por CLAE

Os produtos da hidrolise da xilana foram analisados em um cromatografo liquido
de alta eficiéncia (Prominence®, Shimadzu), equipado com detector de indice de refragio (RID-
10A) e forno para colunas (CTO-20A). Aliquotas de 20 pL foram automaticamente injetadas
(SIL-20AHT) e eluidas usando agua ultrapura (Milli-Q®, Millipore) como fase mdvel da coluna
para separacao de carboidratos (Aminex HPX-42A, Bio-Rad). A coluna foi utilizada a uma taxa
de fluxo de 0,4 mL/min e mantida a 50°C, sendo o tempo de corrida de 40 min. A identificacdo
e a quantificacdo de XOs e xilose foram realizadas usando 0s tempos de retencdo e as curvas
de calibracdo, respectivamente. As curvas de calibracdo foram previamente construidas com o

pool de padrdes (XOs e xilose), em concentraces de 1 a 10 mg/mL, nas condi¢Ges descritas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 EXTRACAO DE XILANAS DE SUBPRODUTOS E RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

Ha vaérios relatos na literatura que mencionam a extracdo de xilanas de subprodutos
e residuos agroindustriais, tais como sabugo de milho (GOWDHAMAN; PONUSAMI, 2015),
bagaco de cana (JAYAPAL et al., 2013), palha de trigo (FARYAR et al., 2015), talo de algodao
(AKPINAR et al., 2007) e talos de tabaco (AKPINAR; ERDOGAN; BOSTANCI, 2009). Por

isto, no presente estudo optou-se por extrair as xilanas de materiais lignocelulésicos gerados no
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beneficiamento do arroz (casca e farelo), na fabricacdo do 6leo e outros produtos derivados da
soja (casca) e no processo de vinificagdo (engago), uma vez que estudos relacionados a extragdo
de xilanas destes materiais tipicos da regido Sul do Rio Grande do Sul sdo escassos e nao foram
encontrados relatos sobre a utilizacdo da xilana do engaco de uva para producédo de XOs.

A xilana é a hemicelulose mais abundante na maioria dos materiais lignocelulésicos
agroindustriais e sua composicao e bastante varidvel. Por exemplo, a xilana da casca de arroz
(glucuronoarabinoxilana) é constituida por cerca de 67% de xilose, 14% de arabinose, 9% de
glicose e 10% de acidos urdnicos (KIRAN; AKPINAR; BAKIR, 2013), enquanto que a xilana
do farelo de arroz (arabinoxilana) contém, em média, 46% de xilose, 45% de arabinose, 6% de
galactose, 2% de glicose e 1% de &cidos urdnicos (SHIBUYA; IWASAKI, 1985). A xilana da
casca de soja (glucuronoxilana) é composta sobretudo por xilose e 3% a 4% de &cidos urdnicos
(ASPINALL; HUNT; MORRISON, 1966). A xilana do engaco de uva (glucuronoxilana) tem
cerca de 89% de xilose, 6% de glicose, 5% de acidos urdnicos e tracos de arabinose, galactose
e ramnose (PROZIL et al., 2013).

Uma vez que as xilanas sdo polissacarideos heterogéneos e a sua composi¢ao varia
de acordo com a biomassa lignocelul6sica na qual estdo presentes, considera-se de fundamental
importancia o conhecimento da composi¢do quimica da xilana para uma melhor compreenséo
do seu efeito na hidrélise enzimética e da sua interacdo com o preparado xilanolitico (KIRAN;
AKPINAR; BAKIR, 2013).

Na biomassa lignocelulésica, a xilana se encontra na forma de um complexo xilana-
lignina resistente ao ataque enzimatico, tornando necessario extrai-la previamente a hidrolise.
Dentre os métodos usados para extracdo de xilanas a partir de MLCs o tratamento alcalino tem
merecido destaque, devido a elevada recuperacdo de xilanas e condi¢des reacionais moderadas
(PENG et al., 2012; SAMANTA et al., 2015). Com base nestas informacdes, no presente estudo
foram testados dois métodos de extracdo alcalina, visando obter as xilanas dos subprodutos e
residuos agroindustriais tipicos da regido Sul do Rio Grande do Sul.

Conforme mostra a Figura 2A, ap6s o tratamento alcalino, acoplado com tratamento
térmico no M2, dos materiais lignocelul6sicos agroindustriais foram gerados extratos alcalinos
de diferentes coloracdes, o que possivelmente esteja relacionado & composicdo do material, as
reacOes entre carboidratos e proteinas da matriz e as etapas do metodo de extracdo. Fengel e
Wegener (1989) relataram que a cor escura do extrato alcalino é oriunda de grupos funcionais
cromoforos, como quinonas e fenolicos, resultantes da degradacdo da lignina e que séo soluveis
em meios alcalinos. Na Figura 2B, observa-se uma mudanca da cor dos extratos alcalinos nas

etapas de neutralizacdo (M1) ou acidificacdo (M2), devido a queda acentuada de pH dos meios
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e a precipitacdo parcial das xilanas. Na Figura 2C, podem ser vistos os precipitados formados
apos a adicdo de etanol (95%) nos extratos acidificados (M2). O etanol € utilizado como agente
precipitante pois remove a agua de solvatacdo da molécula, promovendo a sua desidratacéo e,
consequente, precipitacdo (DALONSO et al., 2009). A Figura 2 mostra que ambos os métodos
testados possibilitaram a extragéo de xilanas de casca e farelo de arroz, casca de soja e engaco
de uva. Portanto, tendo em vista a obtencéo de xilanas em escala industrial, estes métodos sdo

considerados promissores.

Figura 2 - Extracdo de xilanas de casca de arroz (CA), farelo de arroz (FA), casca de soja

(A) Extratos alcalinos de materiais lignocelulésicos; (B) Alteracdo da cor durante a mudanca de pH na
neutralizacdo (M1) ou acidificacdo (M2); (C) Precipitados formados apds a precipitagdo com etanol 95% (M2).

A Figura 3 mostra que os métodos de extracdo renderam diferentes quantidades de
xilana para os materiais lignocelul6sicos, e os maiores rendimentos de xilana foram alcancados
com o0 M2 (engaco de uva: 20%, farelo de arroz e casca de soja: 12%), exceto para a xilana da
casca de arroz. Tal fato pode estar relacionado a aplicacdo de tratamento térmico e precipitacdo
etandlica no M2, uma vez que estas etapas de processo provavelmente contribuiram para uma
melhor solubilizacdo e separacdo das xilanas. O maior rendimento de xilana da casca de arroz
com o M1 (43%) pode ser devido & presenca de lignina e/ou outros compostos residuais. Apesar
do engaco apresentar um bom teor de xilana, o baixo grau de substituicdo da mesma com grupos
acetil e &cidos metil-glucurdnicos resultam em uma forte ligacdo com a celulose, o que dificulta
a sua extracdo em meios alcalino e &cido. Um grau elevado de substituicdo favorece a remocao
da xilana em raz&o da maior solubilidade de xilanas ramificadas (PING et al., 2011).
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Figura 3 - Rendimento de xilanas de casca de arroz (CA), farelo de arroz (FA), casca de soja
(CS) e engaco de uva (EN) extraidas por diferentes métodos alcalinos (M1 e M2)
50 4
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*Média + desvio padréo. Letras minGsculas iguais para o material lignocelulésico e letras mailisculas iguais para
0 método de extracdo ndo diferem ao nivel de confianca de 95% (p<0,05) pelos testes t-Student ou Tukey.

A principal caracteristica do tratamento alcalino consiste na remocéao da lignina sem
praticamente afetar os demais componentes. O tratamento alcalino da biomassa lignoceluldsica
com NaOH tende a causar o seu inchamento, levando a um aumento da &rea superficial interna,
adiminuicdo do grau de polimerizacdo e cristalinidade, a separacdo de ligacdes estruturais entre
lignina e carboidratos, e ao rompimento e solubilizacdo da estrutura da lignina, o que facilita a
recuperacdo da xilana (GOKHALE; PATIL; BASTAWDE, 1998; OKEKE; OBI, 1995). Balat,
Balat e Oz (2008) relatam que, devido a dilatacdo da biomassa lignoceluldsica, a area superficial
é aumentada permitindo a penetracdo das moléculas de dgua nas camadas internas, o que causa
a quebra de ligagdes entre a hemicelulose e a lignina.

Chapla, Pandit e Shah (2012) avaliaram diferentes métodos fisico-quimicos para a
extracdo de xilana contida no sabugo de milho e o rendimento de xilanas (%, m/m) obedeceu a
seguinte sequéncia: extracdo alcalina (18%) > auto-hidrdlise (7%) > tratamento com hipoclorito
de sodio (4%) > tratamento &cido (3%), corroborando que a extracdo alcalina é o método mais
promissor na obtencdo de xilanas a partir de biomassa lignocelulésica.

Na Figura 4 esta ilustrado o aspecto das xilanas extraidas ap6s a secagem e reducao
de tamanho, onde é possivel observar que, aparentemente, 0 método de extracao teve influéncia
na coloragdo do produto, uma vez que as xilanas do M1 apresentam uma tonalidade mais clara
que as xilanas do M2. Tal resultado podem estar relacionados a maior remocao dos compostos
coloridos no M1, devido ao pré-tratamento com hipoclorito de sddio. Verifica-se ainda que ndo
houve completa remocéo de cor das xilanas, o que pode limitar a sua aplicabilidade industriall,
(BRIENZO, 2010).
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Figura 4 - Aspecto visual das xilanas extraidas de casca de arroz (1), farelo de arroz (2),
casca de soja (3) e engaco de uva (4) por diferentes métodos alcalinos (M1 e M2)

O @ O ﬂ Materiais lignocelul6sicos

) | {-[ METODO 1 ]

METODO 2 ]

3.2 HIDROLISE DAS XILANAS E PRODUCAO DE XILO-OLIGOSSACARIDEOS

As xilanas extraidas foram submetidas a hidrolise por endo-B-1,4-xilanases de T.
lanuginosus visando a obtencdo de hidrolisados com maior concentracdo de XOs de baixo grau
de polimerizacéo (GP) e reduzido teor de xilose. A producdo dos XOs de baixo GP, sobretudo
xilobiose (X2) e xilotriose (X3), tem ganhado importancia devido a sua rapida fermentacéo por
bactérias probidticas, o que promove a satde intestinal de humanos (GULLON; GONZALEZ-
MUNOZ; PARAJO, 2011).

Conforme mostra a Figura 5D, a hidrdlise via enzimatica da xilana da casca de arroz
extraida com o M2 rendeu a maior quantidade de XOs de baixo GP (5,67 + 0,10 mg/mL),
seguido pela xilana do engaco de uva (2,91 + 0,01 mg/mL), extraida com 0 mesmo método. Na
Figura 5B pode ser visto que a hidrélise da xilana da casca de soja extraida com 0 M1 mostrou
valores promissores para a producdo de XOs de baixo GP (0,94 + 0,01 mg/mL), enquanto que
a hidrolise da xilana do farelo de arroz extraida por ambos os métodos foi bastante reduzida, e
o rendimento de XOs de baixo GP (X2+X3) ndo passou de 0,60 mg/mL apos 24 h de reagéo.
Né&o foi possivel avaliar o perfil dos hidrolisados produzidos a partir da xilana da casca de soja
extraida com o M2 devido a problemas operacionais, provavelmente relacionados a presencga
de lipidios e/ou outros contaminantes nas amostras injetadas.

Aparentemente, o tempo de 24 h de hidrolise (Figuras 5B e 5D) foi mais adequado
para a producdo de XOs do que o tempo de 12 h (Figuras 5A e 5C), uma vez que o rendimento

dos XOs de baixo GP (X2+X3) foi incrementado no decorrer do tempo. Convém ressaltar ainda
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que, apesar do M1 ter extraido a maior quantidade de xilana da casca de arroz, a hidrdlise desta
xilana (Figuras 5A e 5B) liberou menos XOs nos hidrolisados (1,96 + 0,06 mg/mL), o que pode
estar relacionado a presenca de mais contaminantes no substrato. Os resultados aqui alcangados
corroboram para demonstrar que a composi¢ao quimica e a estrutura das xilanas, assim como
0 método alcalino pelo qual as xilanas sdo extraidas da biomassa lignocelulésica, influenciam

no grau de hidrolise enzimatica e rendimento dos XOs de baixo GP.

Figura 5 - Producgdo de XOs e xilose em 12 h e 24 h de hidrodlise das xilanas extraidas com os
métodos M1 (A, B) e M2 (C, D). Casca de arroz: CA, farelo de arroz: FA, casca de soja: CS e
engaco de uva: EN
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E conhecido que, para a produgdo dos XOs por hidrélise enzimética de xilanas, o
preparado xilanolitico deve ter alta atividade de endo-p-1,4-xilanases e baixa atividade de exo-
xilanases e 3-xilosidases, uma vez que alta atividade destas enzimas produz elevada quantidade
de xilose que apresenta efeitos de inibicdo na obtengdo de XOs (VASQUEZ et al., 2000), e sua
presenca em hidrolisados potencialmente prebioticos ndo é desejada (ESCARNOT; AGUEDO;
PAQUOT, 2012). Além de endo-B-1,4-xilanases, dependendo do tipo de xilana a ser hidrolisada

é imprescindivel que o preparado xilanolitico comercial possua as enzimas auxiliares, tais como
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a-L-arabinofuranosidase e -glicosidase, que removem os substituintes das xilanas facilitando
0 acesso de endo-B-xilanases a cadeia principal, com consequente libera¢do de XOs.

De acordo com Akpinar, Erdogan e Bostanci (2009), a maioria das endo-B-xilanases
séo estericamente impedidas pelos substituintes das cadeias de xilanas e preferem hidrolisar os
polissacarideos ndo substituidos. Por exemplo, as endo-p-1,4-xilanases da familia GH11 atuam
sobre as xilanas cuja cadeia principal é constituida de xilose e s&o capazes de clivar as ligacoes
mais afastadas das ramificacdes (BRIENZO, 2010).

Purchart e Biely (2008) relataram que T. lanuginosus secreta endo-p-1,4-xilanases
da familia GH11 e atividades muito baixas de a-L-arabinofuranosidases, a-glucuronidases e -
xilosidases, o que pode resultar em pouca hidrélise e/ou levar a produgéo de XOs ramificados.
No presente estudo, foi utilizado o preparado xilanolitico de T. lanuginosus que apresenta alta
atividade de endo-p-1,4-xilanases (21961,89 U/g) e baixa atividade de a-L-arabinofuranosidase
(0,03 U/g) e B-glicosidase (0,09 U/g). Nao foi detectada atividade de B-xilosidase neste extrato.
Portanto, é possivel que a composicao do preparado xilanolitico esteja relacionada a hidrélise
reduzida das xilanas ramificadas devido a sua baixa atividade de enzimas auxiliares. Em estudos
prévios, foi visto que a endo-B-1,4-xilanase de T. lanuginosus hidrolisa mais eficientemente as
xilanas pouco ramificadas, como a xilana de faia (GUIDO; SILVEIRA; KALIL, 2015).

Outro fator a ser considerado sdo as impurezas presentes nas xilanas extraidas, tais
como lignina residual, taninos e/ou sais, que causam a inibi¢ao da atividade de endo-B-xilanase.
Segundo Wyman et al. (2005), as ligacdes éster entre a lignina e as hemiceluloses diminuem a
biodegradabilidade enzimatica da hemicelulose. Além disso, a solubilidade limitada das xilanas
em meio aquoso (tampdo citrato de sodio) pode ter interferido de forma negativa no contato da
enzima com o substrato, contribuindo para a baixa converséo de xilana em XOs. O tratamento
alcalino com NaOH é eficiente na exposicéo de xilanas para a atua¢do enzimatica mas apresenta
a desvantagem de ndo preservar 0s grupos acetil das moléculas, o que limita a sua solubilidade
em agua (NABARLATZ et al., 2007). Ha relatos de melhora na solubilidade das xilanas com o
uso de perdxido de hidrogénio em meio alcalino (SUN et al., 2002), e o emprego de um menor
teor de xilana também reduz os efeitos de inibicdo (KIRAN; AKPINAR; BAKIR, 2013).

A hidrdlise via enzimatica das xilanas extraidas da casca de arroz, do engago de uva
e da casca de soja rendeu resultados promissores em comparacao a outros estudos relacionados
a producdo de XOs a partir de xilanas de diferentes materiais lignocelulosicos. Kiran, Akpinar
e Bakir (2013) utilizaram uma endo-B-xilanase comercial de Aspergillus niger para a hidrdélise
da xilana de casca de arroz extraida por métodos alcalinos, e obtiveram 5,4 mg/mL de XOs com
15% de xilana, 0,2 U/mL de endo-B-xilanases, pH 5,0 e 40°C por 120 h. A xilana extraida do
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bagaco de cana por alcali foi hidrolisada com 13,3 U/g de endo-B-1,4-xilanases de Trichoderma
viridae a 40°C e pH 4,0 por 8 h, e rendeu cerca de 1,7 mg/mL de XOs (JAYAPAL etal., 2013).
Aachary e Prapulla (2009) usaram uma endo-p-1,4-xilanase de Aspergillus oryzae MTCC 5154
(233 U/g) e o sabugo preé-tratado (6,0%) para produzir XOs, e alcangcaram um rendimento de
10,2 mg/mL ap6s 14 h de reacdo a 50°C e pH 5,4.

Quando se utilizou a xilana de faia e condic¢des de hidrdlise enzimética similares ao
do presente estudo, a producdo de XOs de baixo GP foi de 17,48 mg/mL. Em comparacao a
estes resultados, o rendimento de X2+X3 utilizando as xilanas extraidas de MLCs foi menor,
mais especificamente 5,67 mg/mL para a Xilana da casca de arroz e 2,91 mg/mL para a xilana
do engaco de uva. Porém, ha de se considerar que as xilanas extraidas de MLCs ndo apresentam
pureza elevada como a xilana de faia comercial, e 0 baixo custo das mesmas aliado ao melhor
aproveitamento de subprodutos e/ou residuos agroindustriais amplamente disponiveis no Rio

Grande do Sul torna esta abordagem bastante promissora.

4 CONCLUSAO

Os materiais lignocelul6sicos da agroindustria regional sdo fontes de xilanas com
potencial para a producdo de XOs. Ambos os métodos de extracdo alcalina (M1 e M2) foram
eficientes na extracédo das xilanas, mas 0 M2 proporcionou os maiores rendimentos de extracéo,
exceto para a xilana da casca de arroz, que foi melhor extraida com o M1. Dentre as xilanas
avaliadas, a hidrolise via enzimatica da xilana da casca de arroz rendeu a maior concentragdo
de XOs de baixo GP (X2+X3), alcancando cerca de 5,67 mg/mL em 24 h. A xilana dos engacos
também foi hidrolisada em xilobiose e xilotriose (2,91 mg/mL), porém em menor quantidade
gue a xilana da casca de arroz e maior quantidade que a xilana da casca de soja (0,94 mg/mL).
Os resultados promissores sugerem que é possivel otimizar as condi¢Ges de extracdo alcalina e
parametros reacionais de hidrolise para que a producao de XOs com potencial prebiotico seja

tecnoldgica e economicamente viavel.
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4 CONCLUSAO GERAL

As endo-p-1,4-xilanases comerciais de A. oryzae (Shearzyme®), T. lanuginosus
(Spring Mono®) e A. niger (Hemicellulase Amano®) s&o capazes de catalisar eficientemente a
hidrélise de xilanas oriundas de fontes distintas e produzir xilo-oligossacarideos com potencial
prebidtico.

Os preparados xilanoliticos dos trés fungos filamentosos apresentaram atividade de
endo-B-xilanases, B-xilosidases, a-arabinofuranosidases e B-glicosidases em diferentes niveis.
As endo-B-1,4-xilanases foram mais ativas na faixa de pH de 5,0 a 5,5 e temperaturas acima de
50°C. Endo-pB-xilanases de A. oryzae e T. lanuginosus mostraram boa termoestabilidade a 50°C
e elevada afinidade com a xilana de madeira de faia. A composicéo do preparado xilanolitico e
as propriedades da endo-B-xilanase influenciaram no grau de polimerizacao (GP) e rendimento
dos XOs, e a quantidade de xilose liberada nos hidrolisados foi proporcional a atividade de f-
xilosidase dos extratos xilanoliticos.

A endo-B-1,4-xilanase de T. lanuginosus se destacou na producao de XOs de baixo
GP a partir da xilana de faia e produziu 9,55 mg/mL de XOs em 36 h de reacdo. Os XOs
formados em maior concentragdo foram xilobiose (X2) e xilotriose (X3), e conforme o desejado
pouca Xxilose foi gerada em simultaneo, o que sugere o potencial promissor desta xilanase na
obtencdo de XOs prebioticos para aplicagdo em alimentos funcionais.

O estudo dos parametros reacionais de hidrélise possibilitou maximizar a producéao
de XOs de baixo GP por hidrolise da xilana de faia com endo-p-xilanases de T. lanuginosus. A
concentragéo de substrato e a temperatura tiveram uma maior influéncia no rendimento de XOs,
e a melhor condicdo de hidrolise foi definida como sendo: 6% (m/v) de xilana de faia, 133 U/g
de endo-B-1,4-xilanases, pH 5,5 e 60°C por 24 h, onde foram atingidos 17,48 mg/mL de XOs
de baixo GP, mais especificamente xilobiose e xilotriose, e menos de 1,0 mg/mL de xilose.

Os métodos de extracdo alcalina possibilitam maiores recuperacdes de xilanas de
casca e farelo de arroz, casca de soja e engaco de uva, sendo que os melhores rendimentos de
xilana (%, m/m) foram alcancados para a casca de arroz (43%) e o engaco de uva (20%). Ao se
utilizar as xilanas extraidas em substitui¢do a xilana de madeira de faia na condicéao de hidrdlise
maximizada, a endo-p-xilanase de T. lanuginosus produziu 5,67 mg/mL e 2,91 mg/mL de XOs
de baixo GP a partir da xilana de casca de arroz e engaco de uva, respectivamente, evidenciando
a possibilidade de se obter XOs com potencial prebidtico por hidrélise enzimatica das xilanas

de biomassas lignocelul6sicas de baixo custo e disponiveis no Estado do Rio Grande do Sul.
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5 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Validagdo do método para identificacdo e quantificacdo de XOs por CLAE;

e Producédo de preparados xilanoliticos de leveduras e aplicacdo na obtencdo de XOs;

e Imobilizacdo de endo-B-1,4-xilanases para producdo enzimatica de XOs;

e Estudo dos processos de extracao e purificacdo de xilanas de materiais lignocelulosicos;

e Maximizagdo da producdo de XOs com xilanas extraidas de materiais lignocelul6sicos;

e Purificacdo de XOs obtidos por hidrélise enzimética de diferentes xilanas;

e Auvaliacdo do efeito prebidtico in vitro e atividade antioxidante de XOs produzidos a partir

de diferentes xilanas.






CAPITULO VI
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS






119

6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AACHARY, A. A.; PRAPULLA, S. G. Value addition to corncob: Production and
characterization of xylooligosaccharides from alkali pretreated lignin-saccharide complex
using Aspergillus oryzae MTCC 5154. Bioresource Technology, v. 100, n. 2, p. 991-995,
2009.

ADSUL, M. G.; BASTAWDE, K. B.; GOKHALE, D. V. Biochemical characterization of two
xylanases from yeast Pseudozyma hubeiensis producing only xylooligosaccharides.
Bioresource Technology, v. 100, n. 24, p. 6488-6495, 2009.

AKPINAR, O.; ERDOGAN, K.; BOSTANCI, S. Enzymatic production of
xylooligosaccharide from selected agricultural wastes. Food and Bioproducts Processing,
v. 87, n. 2, p. 145-151, 20009.

BAIG, M. N.; ZETZL, C.; BRUNNER, G. Conversion of extracted rice bran and isolation of
pure bio-ethanol by means of supercritical fluid technology. In: International Symposium of
Supercritical Fluids, 8., 2006, Kyoto. Anais...Kyoto: ISASF, 2006. Disponivel em:
http://www.isasf.net/fileadmin/files/Docs/Colmar/Paper/N3.pdf. Acesso em: 03 de marc.
2016, 18:00:00.

BALAKRISHNAN, H.; DUTTACHOUDHURY, M.; SRINIVASAN, M. C.; RELE, M. V.
Cellulase-free xylanase production from an alkalophilic Bacillus species. World Journal of
Microbiology & Biotechnology, v. 8, n. 6, p. 627-631, 1992.

BATAILLON, M.; CARDINALI, A. P. N.; CASTILLON, N.; DUCHIRON, F. Purification
and characterization of a moderately thermostable xylanase from Bacillus sp. strain SPS-O0.
Enzyme and Microbial Technology, v. 26, p. 187-192, 2000.

BEG, Q. K.; KAPOOR, M.; MAHAJAN, L.; HOONDAL, G. S. Microbial xylanases and
their industrial applications: a review. Applied Microbiology and Biotechnology, v. 56, n.
3-4, p. 326-338, 2001.

BHAT, M. K. Oligosaccharides as functional food ingredients and their role in improving the
nutritional quality of human food and health. Recent Research Development in
Agricultural & Food Chemistry, v. 2, p. 787-802, 1998.

BIAN, J.; PENG, F.; PENG, X. P.; PENG, P.; XU, F.; SUN, R. C. Structural features and
antioxidant activity of xylooligosaccharides enzymatically produced from sugarcane bagasse.
Bioresource Technology, v. 127, p. 236-241, 2013.

BIELY, P. Xylanolytic enzymes. In: WHITAKER, J. R.;VORAGEN, A. G. J.; WONG, D. W.
S. Handbook of food enzymology. New York: Marcel Dekker, 2003. cap. 71.

BIELY, P.; MACKENZIE, C. R.; PULS, J.; SCHNEIDER, H. Cooperativity of esterases and
xylanases in the enzymatic degradation of acetyl xylan. Nature Biotechnology, v. 4, n. 8, p.
731-733, 1986.



120

BIELY, P. Microbial xylanolytic systems. Trends in Biotechnology, v. 3, n. 11, p. 286-290,
1985.

BRIENZO, M. Extrac¢édo da hemicelulose do bagaco de cana-de-agucar para producao de
xilo-oligossacarideos. 2010. 134 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Universidade de Séo
Paulo, Séo Paulo, 2010.

BRIENZO, M.; CARVALHO, W.; MILAGRES, A. M. F. Xylooligosaccharides production
from alkali-pretreated sugarcane bagasse using xylanases from Thermoascus aurantiacus.
Applied Biochemistry and Biotechnology, v. 162, n. 4, p. 1195-1205, 2010.

CARVALHO, A. F. A;; NETO, P. D.; SILVA, D. F.; PASTORE, G. M. Xylo-
oligosaccharides from lignocellulosic materials: chemical structure, health benefits and
production by chemical and enzymatic hydrolysis. Food Research International, v. 51, n. 1,
p. 75-85, 2013.

CHAPLA, D.; PANDIT, P.; SHAH, A. Production of xylooligosaccharides from corncob
xylan by fungal xylanase and their utilization by probiotics. Bioresource Technology, v. 115,
p. 215-221, 2012.

CHEN, L. L.; ZHANG, M.; ZHANG, D. H.; CHEN, X. L.; SUN, C. Y.; ZHOU, B. C,;
ZHANG, Y. Z. Purification and enzymatic characterization of two B-endoxylanases from
Trichoderma sp. K9301 and their actions in xylooligosaccharide production. Bioresource
Technology, v. 100, n. 21, p. 5230-5236, 2009.

COLLINS, T.; GERDAY, C.; FELLER, G. Xylanases, xylanase families and extremophilic
xylanases. Fems Microbiology Reviews, v. 29, n. 1, p. 3-23, 2005.

CONAB. Companhia Nacional de Abastecimento. A cultura do arroz. 2015. Disponivel em:
http://www.conab.gov.br/OlalaCMS/uploads/arquivos/16_03 01 16 56 00 a cultura_do_ar
roz_-_conab.pdf. Acesso em: 03 de marc. 2016, 16:40:00.

CONAB, Companhia Nacional de Abastecimento. Acompanhamento da safra brasileira:
graos. 11. ed. Brasilia: CONAB, 2013.

CORTEZ, E. V.; PESSOA, A. Xylanase and B-xylosidase separation by fractional
precipitation. Process Biochemistry, v. 35, n. 3-4, p. 277-283, 1999.

COUGHLAN, M. P.; HAZLEWOOD, G. P. 3-1,4-D-xylan-degrading enzyme systems:
biochemistry, molecular biology and applications. Biotechnology and Applied
Biochemistry, v. 17, p. 259-289, 1993.

COUGHLAN, M. P.; TUOHY, M. G.; FILHO, E. X. F.; PULS, J.; CLAYESSENS, M.;
VRSANSKA, M.; HUGHES, M. H. Enzymological aspects of microbial hemicellulases with
emphasis on fungal systems. In: COUGHLAN, M. P.; HAZLEWOQOOD, G. P. Hemicellulose
and hemicellulases. London: Portland Press, 1993. p. 53-84.

COURTIN, C. M.; SWENNEN, K.; VERJANS, P.; DELCOUR, J. A. Heat and pH stability
of prebiotic arabinoxylooligosaccharides, xylooligosaccharides and fructooligosaccharides.
Food Chemistry, v. 112, n. 4, p. 831-837, 20009.



121

DOBREV, G. T.; PISHTIYSKI, I. G.; STANCHEV, V. S.; MIRCHEVA, R. Optimization of
nutrient medium containing agricultural wastes for xylanase production by Aspergillus niger
BO03 using optimal composite experimental design. Bioresource Technology, v. 98, n. 14,

p. 2671-2678, 2007.

FALCK, P.; PRECHA-ATSAWANAN, S.; GREY, C.; IMMERZEEL, P.; STALBRAND, H.;
ADLERCREUTZ, P.; KARLSSON, E. N. Xylooligosaccharides from hardwood and cereal
xylans produced by a thermostable xylanase as carbon sources for Lactobacillus brevis and
Bifidobacterium adolescentis. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 61, p. 7333-
7340, 2013.

FARYAR, R.; LINARES-PASTEN, J. A.; IMMERZEEL, P.; MAMO, G.; ANDERSSON,
M.; STALBRAND, H.; MATTIASSON, B.; KARLSSON, E. N. Production of prebiotic
xylooligosaccharides from alkaline extracted wheat straw using the K80R-variant of a
thermostable alkali-tolerant xylanase. Food and Bioproducts Processing, v. 93, p. 1-10,
2015.

FREIXO, M. R.; PINHO, M. N. Enzymatic hydrolysis of beechwood xylan in a membrane
reactor. Desalination, v. 149, p. 237-242, 2002.

GARROTE, G.; DOMINGUEZ, H.; PARAJO, J. C. Mild autohydrolysis: an enviromentally
friendly technology for xylooligosaccharide production from wood. Journal of Chemical
Technology and Biotechnology, v. 74, p. 1101-1109, 1999.

GEORIS, J.; GIANNOTTA, F.; BUYL, E.; GRANIER, B.; FRERE, J. M. Purification and
properties of three endo-B-1,4-xylanases produced by Streptomyces sp. strain S38 which
differ in their ability to enhance the bleaching of kraft pulp. Enzyme and Microbial
Technology, v. 26, p. 178-186, 2000.

GROOTAERT, C.; DELCOUR, J. A.; COURTIN, C. M.; BROEKAERT, W. F,;
VERSTRAETE, W.; VAN DE WIELE, T. Microbial metabolism and prebiotic potency of
arabinoxylan oligosaccharides in the human intestine. Trends in Food Science &
Technology, v. 18, n. 2, p. 64-71, 2007.

GULLON, P.; GONZALEZ-MUNOZ, M. J.; PARAJO, J. C. Manufacture and prebiotic
potential of oligosaccharides derived from industrial solid wastes. Bioresource Technology,
v. 102, p. 6112-6119, 2011.

GULLON, P.; GONZALEZ-MUNOZ, M. J.; VAN GOOL, M. P.; SCHOLS, H. A.; HIRSCH,
J.; EBRINGEROVA, A.; PARAJO, J. C. Production, refining, structural characterization and
fermentability of rice husk xylooligosaccharides. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 58, n. 6, p. 3632-3641, 2010.

HADDAR, A.; DRISS, D.; FRIKHA, F.; ELLOUZ-CHAABOUNI, S.; NASRI, M. Alkaline
xylanases from Bacillus mojavensis A21: production and generation of xylooligosaccharides.
International Journal of Biological Macromolecules, v. 51, n. 4, p. 647-656, 2012.

HALTRICH, D.; NIDETZKY, B.; KULBE, K. D.; STEINER, W.; ZUPANCIC, S.
Production of fungal xylanases. Bioresource Technology, v. 58, n. 2, p. 137-161, 1996.



122

HICKERT, L. R. Otimizacao da hidrolise da casca de arroz (Oryza sativa) e avaliacdo da
capacidade de bioconversédo deste hidrolisado a etanol e xilitol por leveduras. 2010. 80 f.
Dissertacdo (Mestrado Microbiologia Ambiental e Agricola) - Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, 2010.

HUGHES, S. A.; SHEWRY, P. R,; LI, L.; GIBSON, G. R.; SANZ, M. L.; RASTALL, R. A.
In vitro fermentation by human fecal microflora of wheat arabinoxylans. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, v. 55, n. 11, p. 4589-4595, 2007.

IBGE. Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. Levantamento sistematico da
producdo agricola. 2016. Disponivel em:
http://ibge.gov.br/home/estatistica/indicadores/agropecuaria/lspa/default_publ_completa.shtm
Acesso em: 03 de marc. 2016, 16:30:00.

IEFUJI, H.; CHINO, M.; KATO, M.; IIMURA, Y. Acid xylanase from yeast Cryptococcus
sp. S-2: purification, characterization, cloning, and sequencing. Bioscience, Biotechnology
and Biochemistry, v. 60, p. 1331-1338, 1996.

[INO, T.; NISHIUIMA, Y.; SAWADA, S.; SASAKI, H.; HARADA, H.; SUWA, Y.; KISO,
Y. Improvement of constipation by small amount of xylooligosaccharides ingestion in adult
women. Journal of Japanese Association of Dietary Fibre Research, v. 1, n. 1, p. 19-24,
1997.

JAYAPAL, N.; SAMANTA, A. K.; KOLTE, A. P.; SENANI, S.; SRIDHAR, M.; SURESH,
K. P.; SAMPATH, K. T. Value addition to sugarcane bagasse: xylan extraction and its
process optimization for xylooligosaccharides production. Industrial Crops and Products,
v. 42, p. 14-24, 2013.

JIANG, Z. Q.; DENG, W.; ZHU, Y. P.; LI, L. T.; SHENG, Y. J.; HAYASHI, K. The
recombinant xylanase B of Thermotoga maritima is highly xylan specific and produces
exclusively xylobiose from xylans, a unique character for industrial applications. Journal of
Molecular Catalysis B: Enzymatic, v. 27, n. 4-6, p. 207-213, 2004.

KABEL, M. A.; CARVALHEIRO, F.; GARROTE, G.; AVGERINOS, E.; KOUKIOS, E.;
PARAJO, J. C.; GIRIO, F. M.; SCHOLS, H. A.; VORAGEN, A. G. J. Hydrothermally treated
xylan rich by-products yield different classes of xylo-oligosaccharides. Carbohydrate
Polymers, v. 50, n. 1, p. 47-56, 2002.

KHANNA, P.; SUNDARI, S. S.; KUMAR, N. J. Production, isolation and partial purification
of xylanase from an Aspergillus sp. World Journal of Microbiology and Biotechnology, v.
11, p. 242-243, 1995.

KIRAN, E. U.; AKPINAR, O.; BAKIR, U. Improvement of enzymatic xylooligosaccharides
production by the co-utilization of xylans from different origins. Food and Bioproducts
Processing, v. 91, n. 4, p. 565-574, 2013.

KITAMOTO, N.; YOSHINO, S.; OHMIYA, K.; TSUKAGOSHI, N. Purification and
characterization of the overexpressed Aspergillus oryzae xylanase, XynF1. Bioscience,
Biotechnology and Biochemistry, v. 6310, p. 1791-1794, 1999.



123

KOBAYASHI, T.; OKAZAKI, M.; FUJIIKAWA, S.; KOGA, K. Effect of
xylooligosaccharides on feces of men. Journal of Japanese Society of Bioscience,
Biotechnology and Agrochemistry, v. 65, n. 11, p. 1651-1653, 1991.

KONDO, T. The relationship between intramolecular hydrogen bonds and certain physical
properties of regioselectively substituted cellulose derivatives. Journal of Polymer Science
Part B: Polymer Physics, v. 35, n. 4, p. 717-723, 1997.

KULKARNI, N.; SHENDYE, A.; RAO, M. Molecular and biotechnological aspects of
xylanases. Fems Microbiology Reviews, v. 23, n. 4, p. 411-456, 1999.

KUMAR, A.; GUPTA, R.; SHRIVASTAVA, B.; KHASA, Y. P.; KUHAD, R. C. Xylanase
production from an alkalophilic actinomycete isolate Streptomyces sp RCK-2010, its
characterization and application in saccharification of second generation biomass. Journal of
Molecular Catalysis B: Enzymatic, v. 74, n. 3-4, p. 170-177, 2012.

LAFOND, M.; TAUZIN, A.; DESSEAUX, V.; BONNIN, E.; AJANDOUZ, E. H,;
GIARDINA, T. GH10 xylanase D from Penicillium funiculosum: biochemical studies and
xylooligosaccharide production. Microbial Cell Factories, v. 10, n. 20, 2011.

LI, X. L.; ZHANG, Z.; DEAN, I. F. D.; ERIKSSON, K. L.; LIUNGDAHL, L. G. Purification
and characterization of a new xylanase APX-II from the fungus Aureobasidium pullulans Y-
23111. Applied Environmental and Microbiology, v. 59, p. 3212-3218, 1993.

LIU, W.; LU, Y. L.; MA, G. R. Induction and glucose repression of endo-f-xylanase in the
yeast Trichosporon cutaneum SL409. Process Biochemistry, v. 34, n. 1, p. 67-72, 1999.

MAAT, J.; ROZA, M.; VERBAKEL, J.; STAM, H.; DASILVA, M. J. S.; BOSSE, M.;
EGMOND, M. R.; HAGEMANS, M. L. D.; VONGORCOM, R. F. M.; HESSING, J. G. M;
VANDERHONDEL, C. A. M. J. J.; VONROTTERDAM, C. Xylanases and their application
in bakery. Xylans and Xylanases, v. 7, p. 349-360, 1992.

MADLALA, A. M.; BISSOON, S.; SINGH, S.; CHRISTQV, L. Xylanase-induced reduction
of chlorine dioxide consumption during elemental chlorine-free bleaching of different pulp
types. Biotechnology Letters, v. 23, n. 5, p. 345-351, 2001.

MAKELAINEN, H.; FORSSTEN, S.; SAARINEN, M.; STOWELL, J.; RAUTONEN, N.;
OUWEHAND, A. C. Xylo-oligosaccharides enhance the growth of bifidobacteria and
Bifidobacterium lactis in a simulated colon model. Beneficial Microbes, v. 1, n. 1, p. 81-91,
2010.

MANISSERI, C.; GUDIPATI, M. Bioactive xylo-oligosaccharides from wheat bran soluble
polysaccharides. LWT — Food Science and Technology, v. 43, p. 421-430, 2010.

MANSILLA, H. D.; BAEZA, J.; URZUA, S.; MATURANA, G.; VILLASENOR, J.;
DURAN, N. Acid catalysed hydrolysis of rice hulls: evaluation of furfural
production. Bioresource Technology, v. 66, p. 189-193, 1998.



124

MENEZES, C. R. D.; DURRANT, L. R. Xilooligossacarideos: producéo, aplicacdes e efeitos
na satde humana. Ciéncia Rural, v. 38, p. 587-592, 2008.

MIELENZ, J. R.; BARDSLEY, J. S.; WYMAN, C. E. Fermentation of soybean hulls to
ethanol while preserving protein value. Bioresource Technology, v. 100, p. 3532-3539, 2009.

MOTTA, F. B. Triagem, selecdo, producédo e caracterizacdo da enzima xilanase a partir
de leveduras silvestres. 2008. 72 f. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia de Alimentos) —
Universidade Estadual de Campinas, Campinas, 2008.

MOURE, A.; GULLON, P.; DOMINGUEZ, H.; PARAJO, J. C. Advances in the
manufacture, purification and applications of xylo-oligosaccharides as food additives and
nutraceuticals. Process Biochemistry, v. 41, n. 9, p. 1913-1923, 2006.

MUSSATTO, S. I.; MANCILHA, 1. M. Non-digestible oligosaccharides: a review.
Carbohydrate Polymers, v. 68, n. 3, p. 587-597, 2007.

NABARLATZ, D.; TORRAS, C.; GARCIA-VALLS, R.; MONTANE, D. Purification of
xylo-oligosaccharides from almond shells by ultrafiltration. Separation and Purification
Technology, v. 53, n. 3, p. 235-243, 2007.

OKAZAKI, M.; FUJIKAWA, S.; MASTUMOTO, N. Effects of xylooligosaccharides on
growth of Bifidobacteria. Bifidobacteria Microflora, v. 9, n. 2, p. 77-86, 1990.

PAL, A.; KHANUM, F. Purification of xylanase from Aspergillus niger DFR-5: Individual
and interactive effect of temperature and pH on its stability. Process Biochemistry, v. 46,
n. 4, p. 879-887, 2011.

POLIZELI, M. L. T. M.; RIZZATTI, A. C. S.; MONTI, R.; TERENZI, H. F.; JORGE, J. A;;
AMORIM, D. S. Xylanases from fungi: properties and industrial applications. Applied
Microbiology and Biotechnology, v. 67, n. 5, p. 577-591, 2005.

POUTANEN, K.; TENKANEN, M.; KORTE, H.; PULS, J. Accessory enzymes involved in
the hydrolysis of xylans. In: LEATHAM, G. E.; HIMMEL, M. E. Enzymes in Biomass
Conversion. Washington: American Chemical Society, 1991. p. 426-436.

PRAKASH, B.; VIDYASAGAR, M.; JAYALAKSHMI, S. K.; SREERAMULU, K.
Purification and some properties of low-molecular-weight extreme halophilic xylanase from
Chromohalobacter sp TPSV 101. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, v. 74,

n. 3-4, p. 192-198, 2012.

PROZIL, S. O.; MENDES, J. A,; EVTUGUIN, D. V,; LOPES, L. P. C. Chemical and
structural characterization of grape stalks and evaluation of its potential as lignocellulosic raw
materials. Millenium, v. 44, p. 23-40, 2013.

PULS, J.; TENKANEN, M.; KORTE, H. E.; POUTANEN, K. Products of hydrolysis of
beechwood acetyl-4-O-methylglucuronoxylan by a xylanase and a acetyl xylan esterase.
Enzyme and Microbial Technology, v. 13, n, 6, p. 483-486, 1991.



125

RATNADEWI, A. A. I.; HANDAYANI, W.; OKTAVIANAWATI, I.; SANTOSO, A. B;
PUSPANINGSIH, N. N. T. Isolation and hydrolysis xylan from soybean waste with endo-f-
1,4-D-Xilanase of Bacillus sp. from soil termite abdomen. Agriculture and Agricultural
Science Procedia, v. 9, p. 371-377, 2016.

SABIHA-HANIM, S.; NOOR, M. A. M.; ROSMA, A. Effect of autohydrolysis and
enzymatic treatment on oil palm (Elaeis guineensis Jacg.) frond fibres for xylose and
xylooligosaccharides production. Bioresource Technology, v. 102, n. 2, p. 1234-1239, 2011.

SAHA, B. C. Hemicellulose bioconversion. Journal of Industrial Microbiology &
Biotechnology, v. 30, p. 279-291, 2003.

SAMANTA, A. K.; JAYAPAL, N.; JAYARAM, C.; ROY, S.; KOLTE, A. P.; SENANI, S.;
SRIDHAR, M. Xylooligosaccharides as prebiotics from agricultural by-products: production
and applications. Bioactive Carbohydrates and Dietary Fibre, v. 5, p. 62-71, 2015.

SAMANTA, A. K.; JAYAPAL, N.; KOLTE, A. P.; SENANI, S.; SRIDHAR, M.; SURESH,
K. P.; SAMPATH, K. T. Enzymatic production of xylooligosaccharides from alkali
solubilized xylan of natural grass (Sehima nervosum). Bioresource Technology, v. 112, p.
199-205, 2012.

SIGMA-ALDRICH. 2016 (January, 25). Xylan from beechwood. Retrieved from
http://www.sigmaaldrich.com.

SINGH, S.; REDDY, P.; HAARHOFF, J.; BIELY, P.; JANSE, B.; PILLAY, B.; PILLAY, D;
PRIOR, B. A. Relatedness of Thermomyces lanuginosus strains producing a thermostable
xylanase. Journal of Biotechnology, v. 81, p. 119-128, 2000.

SUN, R. C.; TOMKISON, J.; LIANG, S. F. Comparative study of hemicelluloses from rice
straw by alkali and hydrogen peroxide treatments. Carbohydrate Polymers, v. 42, n. 2, p.
111-122, 2000.

SUNNA, A.; ANTRANIKIAN, G. Xylanolytic enzymes from fungi and bacteria. Critical
Reviews in Biotechnology, v. 17, n. 1, p. 39-67, 1997.

TERRASAN, C. R. F,; TEMER, B.; DUARTE, M. C. T.; CARMONA, E. C. Production of
xylanolytic enzymes by Penicillium janczewskii. Bioresource Technology, v. 101, n. 11,
p. 4139-4143, 2010.

TUOHY, M. G.; LAFFEY, C. D.; COUGHLAN, M. P. Characterization of the individual
components of the xylanolytic enzyme-system of Talaromyces emersonii. Bioresource
Technology, v. 50, n. 1, p. 37-42, 1994,

TOSHIO, I.; NORIYOSHI, I.; TOSHIAKI, K.; TOSHIYUKI, N.; KUNIMASA, K.
Production of xylobiose. Japanese Patent, JP n. 2119790, 1990.

VAZQUEZ, M. J.; ALONSO, J. L.; DOMINGUEZ, H.; PARAJO, J. C. Enzymatic
processing of crude xylooligomer solutions obtained by autohydrolysis of Eucalyptus wood.
Food Biotechnology, v. 16, n. 2, p. 91-105, 2002.



126

VAZQUEZ, M. J.; ALONSO, J. L.; DOMINGUEZ, H.; PARAJO, J. C.
Xylooligosaccharides: manufacture and applications. Trends in Food Science &
Technology, v. 11, n. 11, p. 387-393, 2000.

VEGAS, R.; ALONSO, J. L.; DOMINGUEZ, H.; PARAJO, J. C. Enzymatic processing of
rice husk autohydrolysis products for obtaining low molecular weight oligosaccharides. Food
Biotechnology, v. 22, n. 1-2, p. 31-46, 2008.

VEGAS, R.; ALONSO, J. L.; DONINGUEZ, H.; PARAJO, J. C. Processing of rice husk
autohydrolysis liquors for obtaining food ingredients. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 52, n. 24, p. 7311-7317, 2004.

VORAGEN, A. G. J. Technological aspects of functional food-related carbohydrates. Trends
in Food Science & Technology, v. 9, n. 8-9, p. 328-335, 1998.

WANG, J.; SUN, B. G.; CAO, Y. P.; TIAN, Y. Enzymatic preparation of wheat bran
xylooligosaccharides and their stability during pasteurization and autoclave sterilization at
low pH. Carbohydrate Polymers, v. 77, n. 4, p. 816-821, 2009.

WOLLOWSESKI, I.; RECHKEMMER, G.; POOL-ZOBEL, B. L. Protective role of probiotics
and prebiotics in colon cancer. American Journal of Clinical Nutrition, v. 73, n. 2, p. 451S-
455S, 2001.

YAN, Q. J.; WANG, L.; JIANG, Z. Q.; YANG, S. Q.; ZHU, H. F,; LI, L. T. A xylose-tolerant
B-xylosidase from Paecilomyces thermophila: characterization and its co-action with the
endogenous xylanase. Bioresource Technology, v. 99, n. 13, p. 5402-5410, 2008.

YANG, H. Y.; WANG, K.; SONG, X. L.; XU, F. Production of xylooligosaccharides by
xylanase from Pichia stipitis based on xylan preparation from triploid Populas tomentosa.
Bioresource Technology, v. 102, n. 14, p. 7171-7176, 2011.

YANG, X. X.; CHEN, H. Z.; GAO, H. L.; LI, Z. H. Bioconversion of corn straw by coupling
ensiling and solid-state fermentation. Bioresource Technology, v. 78, n. 3, p. 277-280, 2001.

ZHU, Y. M.; KIM, T. H,; LEE, Y. Y.; CHEN, R. G.; ELANDER, R. T. Enzymatic production
of xylooligosaccharides from corn stover and corn cobs treated with aqgueous ammonia.
Applied Biochemistry and Biotechnology, v. 130, n. 1-3, p. 586-598, 2006.



