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RESUM O

Fungos téma capacidade de produzir enzimas a partir de fontes de carbono e nitrogénio e
secreta-las no meio. Os residuos agroindustriais sdo interessantes fontes pelo aproveitamento de
rejeitos e pelo baixo custo da matéria prima. A enzima xilanase, além de possuir aplicacbes
industriais, pode ser utilizada para produzir xilooligossacarideos (XOS), conhecidos como
prebidticos, com grande potencial de aplicacdo na industria de alimentos. O fungo Aspergillus
brasiliensis 157f, coletado na biodiversidade brasileira foi utilizado neste estudo para producéo de
xilanase e XOS a partir de cultivo em estado s6lido com casca de arroz. Foi realizado um
planejamento experimental fracionario 2(°* para producéo de xilanase, variando os parametros
umidade, granulometria, pH, tamanho do indculo e presenca do meio basal. Obteve-se atividade
enzimatica maxima de 183 U/g, essa produgao aconteceu no quinto dia ap6s a inoculagéo, e foi
analisada por cromatografia. Verificou-se a presencade XOS, produzidos simultaneamente a
producdo da enzima Xxilanase.

Pabwas-chave: CutMo em estado sdido, residuo agroinduwstrial Aspergillus brasilieneis 1571,
xibrase, xooligossacar ideos.

INTRODUCAO

Diersos estudos mostram uma grande variedade de microorgansnmos, inclindo bactérias,
kweduras e fungos flamentosos que tem produzdo xdanase, a partr de urma perspecthva industrial,
os fugos sdo nteressantes devido a lberacdo extracellar de xbnases mas ekvada (Sridevi e
Charya, 2011).

A erdma xibnese pode ser utiizada ndustrialmente e também é capaz de produzr
xiboligossacarideos (XOS), que sdo olgdrmeros de xiose reconhecidos como prebidticos,
tendo grande potercial de aplicacdo na ndistre de alimentos. A produgdo erdmética a partir
de residuos agroindwstrias € interessante peb aproweitamento de rejeios e pel baixo custo da
matéria priva (Merezes e Durrant, 2008).

MATERIAL E METODOS

O fugo Aspergillus braisliensis 157f utizado faz parte da cukura do kboratdrio BiotecLab
(ICTAJUFRGS). O substrato, casca de arroz, foi obtido de uma ndistria local situada no estado do
Rio Grande do Sul



XIl Seminario Brasileiro de Tecnologia Enamatica
ENZITEC 2016

O cuktivo foi realizado em estado solido, em frascos Erkenmeyers contendo 5 g do substrato
Igocelulbsico (casca de arroz), varando os parametros granuonetra (1 e 2 mm de diametro),

undade (60 e 80%), pH (4,5 e 7,5), tamanho do iNnocub (105 e 107 cells/g), e meib basal
descrito por Reginatto (1992) (apresenta a seguinte composicdo: 1,4 g/L de (NH4)2SO4; 2,0 g/L
de KH2PO4; 0,3 g/L de MgS04.7H20; 0,3 g/L de CaCl2; 5,0 mg/L de FeSO4.7H20; 1,56 mg/L
de MnSO4.H20; 2,0 mg/L de CoCI2 e 1,4 mg/L de ZnSO4.7H20 a pH 5,5) (presenca e

awsérca) em um phrejamento  fraciorario 2(5-1),  Os frascos com a casca de arroz foram
pesados, sequidos da adicdo de meio basal e tanpdo fosfato e citrato de sédio 50 mM, para cortroke

de umdade e pH, fechados e esteriizados a 121 °C por 15 mn e entdo nocubdos com 10° e 107
celbs/g de amostra, prevamente avaladas em Camara de Neubauer. Os frascos foram entdo
incubados a tenperatura de 28 °C.

A anrdlse da atmMdade enzimatica foi realzada nos dias 2, 5, 7 e 9 ap6s a noculcgdo, a
fim de obter a cétca da atvidade erzimatica. Porém, awaliou-se o phrejamento no dia em
gue se obteve a maibr atMdade de xilrase. Em cada amalse, foi realzada a extracdo com 40
mL de tampdo acetato de sédio (50 mM, pH 5,0),a 180 rpm e 28 °C, por 30 mn O conteldo
foi centriugado a 4.500 g, a 4 °C por 15 mn Os sobrenadantes foram corsiderados extrato
erdamatco bruto. A atMdade ermamatica da xbrase foi obtida conforme Miler, (1959) por
incubacdo durante 30 min a 50 °C de 500 ul de extrato erdmético com 500 ul de solcdo xikna
a 1% (Birchwood, Sigma-Aldrich) em tanpdo de acetato de sodio (50 mM, pH 5,0). A
corncentracdo de acucar redutor foi determnada pelo método do 4cido 3,5-dnitrosalicilico (DNS)
wsando xiose cono padrédo. Uma undade de atmdade de enzima foi definida cono a quantidade de
erama a qual bera 1 unol de xiose por mnuto sob as condicbes do método.

A determinacdo de xiooligossacarideos foi realzada por Cromatografia Liguida de
Aka Efcénca (CLAE) conforme Bin et al (2013) em equpanmento Shimadzu, empregando coluna
Aminex HPX 42 A (dimensdes da coluna, Bio-Rad, EUA) a 30°C e fuxo 04 mil/min,
utiizando agua milig como elente. A concentracdo de oligossacarideos foi quantificada usando
as éareas dos picos comparados com o0s respectivos padrGes de xilooligossacarideos
(Megazyme): xibbiose (X2), xiotriose (X3), xibtretaose (X4), xiopentose (X5) e xibhexose (X6).
As andlses de XOS foram quartificadas no quinto dia de cukio, onde se obteve maior atmvidade
erzimética.
RESULTADOS E DISCUSSOES

A partr da ardlse de efeitos do phrejamento experimental apresentada na Tabelh 1,
com 95% de confianga se observou que as variaves que theram efeito significativo para producéo
de xbrase foram granubnetria, pH e meio basal e gue um cremento da granubmetria, ou seja,

variagdo de 1 mm para 2 mm de diémetro conduzu a um decréscimo da atvidade, enquanto que
o icremento do meio basal, ou seja, a presenca do meib kwou a maior producdo erdmatica.

Tabeb 1. Amalse dos efeitos (p<0,5)

Efeito Erro p
Granulbmetria - 260307 1080807 0036781
Umidade 21942 1080807 0843198
pH -570148 1080807  0,000360

Tamanho do inéculo 22274 1080807 0840858
Meio basal 504989 1080807 0000878
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A partr dos resutados obtdos ra tabel 1, foram obtidas as superfcies de respostas,
apresentadas na Figwa 1. Pode-se observar, de acordo com a fgura 1a, que a granubmetria
rdo tem nfténcia sobre a producdo da emdma, porém aurentando o meio basal ocorre uma
maior atMdade erdmética. Na nteracdo entre umidade e pH (Figua 1b), pode-se observar que
a umdade s6 infkercia na produgdo em baixo pH; entre pH e nocub (Figwa 1c), o ndcub s6

nkence com cukvo em baixo pH; e na nteragdo de pH com neib basal (Figura
1d), na presenga de nmeio basal o pH nfencia muito pouco na producdo da emdma xbnase.
Portarto, a presenca de meio basal é importante para produgdo, assocada a um tamanho de

nocub maior, maior umdade, menor granubmetria, sendo recessario anda avaler o pH ideal
atraves de um phrejamento sinpks.
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Figura 1. Swerfcies de resposta da producdo de xianase com interacdo ertre a)
Granubnmetria e meio basal b) umidade e pH c) pH e tamanho do indcub d) pHe
meiob basal

A andlse de cromatografia para determimacdo de xooligossacarideos foi realzada com as
amostras do quinto dia de cukvo e com o experitento que teve maior produgdo enzimatica de
xianase (183 U/g substrato), sendo este com presenca de meio basal indcub de 107 célubs/g de
anostra, menor granuonetre, 80% de undade e pH 5,5. A anostra controk foi considerada
sem a adicdo de microorgansmo. Ao cormparar as duas figuras, € possiel vesualizar o surgimento
de picos que indicam a presenga dos xiooligossacarideos, sendo estes xibbiose (X2), xiotretaose
(X4) e xiopentose (X5). E importante lembrar que o pico de atividade enzimatica de xilanase ndo seria
necessariamente o pico de produgdo de XOS, devido aos parametros de producdo destes seremdiferentes,
porém neste estudo a maior atividade de xilanase foi o que obteve os picos de XOS.
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Figura 2. Cromatogramas da produgdo de XOS a) Anmostra controk b) Amostra com atvdade
maxima de xiarase apds o phrejamento experimental

CONCLUSOES

O cukvo em estado sélido do fungo Aspergillus brasiliensis 157f e com casca de arroz
como substrato ignocelulbsico, apresentou atMvdade de xianase méxime de 183 U/g. Os valores de
atmMdade erzimatica foram maiores mas seguntes condicOes: presenca de meio basal nocub de
107 célubs/g de amostra, menor granubmetria (1 mm), 80% de umidade e pH 5,5.

A andlise em CLAE comprovou a producdo de xilooligossacarideos paralelamente a
producdo da enzima, podendo esta produgdo ser anda quartiicada e aplicada para producdo de
probibticos.
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