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RESUMO

O presente trabalho investigou os efeitos dos seguintes parametros reacionais: concentragao
de substrato, relacdo enzima:substrato, pH e temperatura, visando maximizar a producéo de
xilo-oligossacarideos (XOs) potencialmente prebidticos obtidos por hidrdlise enzimatica da
xilana de madeira de faia. Os resultados mostraram que a concentracdo de xilana de faia e a
temperatura foram os parametros que mais influenciaram no rendimento de XOs de menor
grau de polimerizagdo (X2+X3), sendo que, na melhor condicéo de hidrolise (6,0% de xilana
de faia, 133 U/g de endo-xilanase, pH 5,5 e 60°C) foram produzidos cerca de 18,0 mg/mL de
xilobiose (X2) e xilotriose (X3) e menos de 1,0 mg/mL de xilose. Os hidrolisados com tais
propriedades possuem potencial prebiotico e sdo promissores para aplicacées em alimentos.
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INTRODUCAO

Os xilo-oligossacarideos (XOs) sdo oligdmeros nao digeriveis constituidos por 2 a 10
unidades de xilose ligadas em B-1,4, e apresentam variacfes no tipo e na proporcao de grupos
substituintes, dependendo da fonte da matéria-prima e do processo de obtencéo (Carvalho et
al., 2013; Kabel et al., 2002). Os XOs sdo reconhecidos como prebidticos, ja que estimulam
seletivamente o crescimento e/ou atividade de bactérias benéficas, tais como Bifidobacterium
e Lactobacillus. Alem dos efeitos benéficos a sadde, os XOs possuem uma maior estabilidade
a temperatura e ao pH no processamento de alimentos funcionais (Wang et al., 2009; Moure
et al., 2006). Estes compostos podem ser produzidos por diferentes processos, que incluem a
auto-hidrolise (Nabarlatz et al., 2007) e a hidrélise acida ou enzimatica das xilanas (Akpinar
et al., 2010) de materiais lignoceluldsicos, sendo que na indudstria biotecnoldgica sdo obtidos
preferencialmente por via enzimética e a principal enzima envolvida é a endo-p-1,4-xilanase.

XOs com grau de polimerizacdo (GP) entre 2 e 5 sdo preferidos na producdo de
alimentos funcionais porque sdo consumidos por bactérias probidticas (Kiran; Akpinar; Bakir,
2013), com xilobiose (X2) e xilotriose (X3) apresentando maior efeito prebidtico (Gullon et
al., 2011). Os parametros reacionais da hidrolise enziméatica podem influenciar no rendimento
e no grau de polimerizagdo dos XOs e, portanto, devem ser estudados a fim de maximizar a
producdo dos bioprodutos de interesse. Com base no exposto, o objetivo deste trabalho foi
investigar os efeitos da concentragéo de substrato, da relagdo enzima:substrato (E:S), do pH e
da temperatura na obtencdo de XOs de menor GP potencialmente prebidticos.
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MATERIAL E METODOS

Enzima e determinacéo da atividade enzimética

No estudo foi utilizada a endo-p-1,4-xilanase comercial de Thermomyces lanuginosus,
com grau alimentar. A atividade de endo-f-1,4-xilanase foi determinada segundo o método de
Bailey, Biely e Poutanen (1992), usando xilana de madeira de faia (1% (m/v)) como substrato.
Os acucares redutores liberados na reacdo enzimatica foram quantificados através do método
do &cido 3,5-dinitrosalicilico (Miller, 1959). Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi
definida como a quantidade de enzima que libera 1 umol de xilose por min, nas condic¢des do
ensaio (pH 5,3 e 50°C).

Hidrélise da xilana de faia e producéo de XOs

As reagOes de hidrolise enzimatica, feitas em duplicata, foram realizadas em reatores
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 sédio 50 mM e enzima,
totalizando um volume de 50 mL. As quantidades de substrato e enzima adicionadas, o pH e a
temperatura da reacdo foram estabelecidos de acordo com o estudo dos efeitos dos parametros
reacionais na producéo de XOs. Aliquotas de 2,0 mL foram coletadas em intervalos de tempo
predefinidos e a reacdo enzimatica foi parada pelo aquecimento do meio a 100°C por 5 min.
As amostras foram centrifugadas (10.000g por 10 min), filtradas (membranas de 0,22 um) e
analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia, para determinar o GP e a concentragédo
de XOs e xilose.

Estudo dos efeitos de parametros reacionais na producéo de XOs

O efeito da concentracdo de substrato na producdo de XOs foi estudado através da
realizacdo de hidrdlises enzimaticas, variando a concentracdo de xilana de faia (1,0 a 6,0%),
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 variacdo da relacdo enzima:substrato (133 e 266 U/g)
em diferentes concentragdes de xilana (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 o pH do meio (4,5, 5,5 e 6,5) com 6,0% de
xilana de faia e 133 U/g de endo-B-xilanase, mantido a 50°C. O efeito da temperatura (40, 50
e 60°C) foi estudado utilizando 6,0% de xilana, 133 U/gde enzima e pH de 5,5.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Os parametros reacionais da hidrélise enzimatica foram avaliados visando estabelecer
as condi¢cbes que conduzem a maxima conversao da xilana de faia para XOs, principalmente
xilobiose e xilotriose, e menor geracdo de xilose. Conforme pode-se observar na Figura 1A, o
aumento da concentracdo de xilana de faia de 1,0 para 6,0% resultou em um incremento da
concentracdo de XOs de menor GP (X2+X3) de 3,2 + 0,0 para 14,6 £ 0,1 mg/mL, sem um
acréscimo consideravel no teor de xilose. A producdo de XOs totais (X2 a X5) mostrou um
comportamento semelhante ao dos XOs de GP 2 a 3, alcancando 15,8 + 0,1 mg/mL no meio
com 6,0% de substrato. O percentual de conversdo da xilana de faia para X2+X3, assim como
para XOs totais, sofreu uma ligeira diminuicdo com o aumento da concentracdo de substrato,
mas devido aos valores promissores obtidos com 4,5 e 6,0% de xilana, as duas concentracGes
foram avaliadas empregando relages enzima:substrato de 133 e 266 U/g.



XI1 Seminario Brasileiro de Tecnologia Enzimatica
ENZITEC 2016

-
o
[N
@

- _ - )
[ XOs totais 6,0% de xilana

| I x2+x3

[ Xilose

N
~
[,
o
1

4,5% de xilana

5N
~
1

12 4

N
1S
!
N
~
1

@
N
=
[S)
1

=
o
===

o
1

Produgéo de XOs e xilose (mg.mL™)

o~
-
£
=)
£
-
@
7]
2
B3
)
2
o
X
@
el
o
uQ
o
=}
°
o
o
[2

o N A o ®
I N 1 1 1

10 15 30 45 6,0 133 266 133 266
Concentragdo de substrato (%) Relagdo enzima:substrato (U.g™)

(A) (B)

16 18+

144 164

144
124

124
104

104

Produgéo de XOs e xilose (mg.mL™)
Producéo de XOs e xilose (mg.mL'l)

o N A o ®
1 1 1 1

(=T O S )
T T S

45 55 6,5 40 50 60

pH do meio reacional Temperatura (°C)

(©) (D)
Figura 1. Efeito da concentracdo de substrato (A), da relacdo enzima:substrato (B), do pH (C)

e da temperatura (D) na producao de XOs totais (=), de xilobiose + xilotriose (m) e de xilose
(w) em 24 h de hidrdlise enzimatica (producdo maxima).

O aumento da relagdo E:S para ambas as concentracdes de xilana de faia (4,5 e 6,0%)
resultou no incremento da producdo de X2, mas liberou uma maior quantidade de xilose. A
producdo de X2+X3 e XOs totais ndo foi afetada pelo aumento da relacdo E:S (Figura 1B).
Quando se utilizou 4,5% de xilana e 133 U/g de enzima foram produzidos 12,2 + 0,1 mg/mL
de X2+X3 e cerca de 0,5 mg/mL de xilose, e com 6,0% de xilana de faia e a mesma relacao
E:S alcancou-se 14,9 + 0,1 mg/mL de X2+X3 e houve pouca geracao de xilose (0,6 mg/mL).
Com base nos resultados, foi escolhida a condicdo de 6,0% de xilana de faia e relacdo E:S de
133 U/g para avaliar os efeitos dos demais parametros reacionais sobre a producdo de XOs.

Com relacdo ao efeito do pH (Figura 1C), verificou-se que a menor concentracdo de
X2+X3 foi obtida em pH 4,5 (14,0 £ 0,1 mg/mL) e as maiores producdes foram observadas
nos pHs de 5,5 e 6,5 (15,0 £ 0,1 e 15,1 £ 0,1 mg/mL, respectivamente), sendo que ndo houve
diferenca significativa entre eles. A maxima liberacdo de xilose ocorreu no pH de 6,5, sendo
assim, o pH de 5,5 foi selecionado para dar sequéncia ao estudo. Convém ressaltar, que o pH
de 5,5 é o 6timo para a endo-B-1,4-xilanase de T. lanuginosus, e outros trabalhos relatam
méaxima producdo de XOs neste valor de pH (Aachary; Prapulla, 2009; Akpinar et al., 2010).
A gquantidade de XOs de menor GP produzidos a 40°C foi igual a 12,4 £ 0,1 mg/mL, que
aumentou para cerca de 18,0 mg/mL a 60°C (Figura 1D). Na temperatura de 50°C, a produgéo
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de X2+X3 atingiu 15,0 + 0,1 mg/mL e a de XOs totais alcangou 16,1 + 0,0 mg/mL. O
aumento da temperatura de 40 para 60°C resultou em um leve incremento na liberacéo de
xilose, mas produziu uma maior quantidade de XOs de menor GP e aumentou o percentual de
conversdo da xilana para XOs. A temperatura 6tima da endo-B-xilanase de T. lanuginosus é
de 75°C, o que justifica a sua elevada capacidade catalitica em temperaturas mais altas.

CONCLUSOES

Com base nos resultados, é possivel afirmar que o estudo dos efeitos de parametros
reacionais da hidrélise enzimatica possibilitou maximizar a producdo de XOs de menor GP,
que sdo potencialmente prebidticos, com pouca geracdo de xilose. A concentracdo de xilana e
a temperatura exerceram maior influéncia na producao destes oligossacarideos. Os valores de
XOs obtidos (18,5 = 0,2 mg/mL de X2+X3) nas condi¢bes determinadas (6,0% de xilana de
faia, 133 U/g de endo-xilanase, pH 5,5 e 60°C) séo bastante promissores e, ainda, podem ser
incrementados em tempos de hidrdlise mais longos.
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