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RESUMO — A endo B-1,4 xilanase, principal enzima do complexo xilanolitico, hidrolisa
aleatoriamente ligacdes B-1,4 da cadeia de hemicelulose e o interesse no seu estudo vem
sendo estimulado pela sua aplicacdo em racOes animais e no branqueamento de papel.
Diante da importancia da aplicacdo das xilanases é importante avaliar condi¢es que
aumentem a producdo dessas enzimas a fim de tornar sua utilizagdo comercial menos
restrita. Neste trabalho foi realizada a producdo de endo xilanase utilizando a levedura
Cryptococcus laurentii. Cultivos submersos foram realizados, avaliando os componentes
do meio de cultivo, através do uso de planejamento experimental fracionario, visando uma
maior atividade da enzima. Os cultivos foram mantidos a 30°C, 150 rpm por 96 horas. A
producdo inicial foi de 3,4 U/mL, sendo que esta, ap0s 0s experimentos, teve um
incremento cerca de 60 %, onde a atividade mé&xima foi de 5,5 U/mL.

1. INTRODUCAO

As endo P 1,4 xilanases (EC 3.2.1.8) sdo enzimas extracelulares que catalisam a hidrolise
de substratos que possuem ligagdes do tipo B 1,4, produzidas principalmente por bactérias
(Nagar, 2010, Rajoplan, 2013) e bolores (Ang, 2013; Moreira, 2013). A xilana € o principal
representante dentre os substratos susceptiveis ao ataque hidrolitico das xilanases. Este polimero
é o principal componente da hemicelulose e é composto por residuos de B-xilopiranose, unidos
por ligagdes B 1,4 com graus de substituigdes variaveis em suas cadeias laterais. Os produtos da
hidrolise das xilanas sdo mondmeros D-xilose e xilo-oligossacarideos de diferentes tamanhos
(Heck, 2006; Janis, 2007).
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As xilanases sdo um grupo de enzimas utilizadas nas mais diversas aplicacdes,
destacando-se especialmente na industria de polpa e papel (branqueamento de celulose),
biocombustiveis (producdo de etanol), no setor de alimentos (clarificacdo de sucos e vinhos e
panificacdo) e em ragdes animais (melhorando a digestibilidade e aumentando o valor nutricional
de racdes) (Lopes, 2010).

O desenvolvimento e aprimoramento de tecnologias visando a producdo de xilanases com
caracteristicas bioquimicas adequadas a aplicacdo industrial tém sido o objetivo de muitos
trabalhos. Além disso, a necessidade crescente da otimizacdo de produtos e processos,
minimizando custos e tempo, maximizando rendimento, produtividade e qualidade de
bioprodutos, dentre outros objetivos, tem levado profissionais de diferentes formacbes a
buscarem técnicas sistematicas de planejamento de experimentos (Rodrigues e lemma, 2005;
Lopes, 2010).

Entre os parametros em bioprocessos que podem afetar a atividade e produtividade das
xilanases durante a fermentacdo incluem-se: o pH, a temperatura, fonte de carbono organico e
inorganico e fonte de nitrogénio (Kulkarni et al., 1999; Haltrich et al., 1996, Li et al., 2007).
Esses fatores tém demonstrado influenciar a produtividade da xilanase em varios estudos,
entretanto, as condicBes Otimas sdo Unicas para cada micro-organismo e processo, por isso a
necessidade de estudar cada componente em questéo.

Atualmente muito tem se estudado sobre a producdo de xilanase a partir de fungos
filamentosos e bactérias, porém a producdo por leveduras ndo é muito citada (Motta, 2008;
Scorzetti, 2000) mesmo sabendo-se que existem leveduras que sdo produtoras desta enzima
naturalmente. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi estudar a influéncia de alguns
parametros sob a atividade de endo xilanases, produzidas por Cryptococcus laurentii, buscando
assim uma maior atividade.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Micro-organismo

A levedura utilizada neste trabalho foi isolada anteriormente por Otero (2012) e
identificada como Cryptococcus laurentii. A levedura foi conservada em agar GYMP inclinado
(composto por glicose (2%), extrato de levedura (0,5%), extrato de malte (1,0%), fosfato sddico
monobaésico (0,2%) e agar (2%)) e mantida sob refrigeracdo a 4°C.

2.2 Selecéo das variaveis estudadas
As variaveis envolvidas no cultivo da levedura para producdo enzimatica foram: pH,

concentracdo de peptona, extrato de levedura, fosfato monobasico, sulfato de aménio e de xilana.
Para a realizacdo dos cultivos foram fixados a temperatura em 30°C e a agitagdo do meio em
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150 rpm bem como a concentragdo de sulfato de magnésio (0,1 g.L™"). Um planejamento
fracionario 2° foi realizado, totalizando vinte ensaios.

2.3 Cultivo da levedura para producéo de xilanases

O pré-in6culo foi realizado transferindo a massa celular da superficie do agar inclinado
GYMP para tubos de ensaio contendo 9 mL do meio complexo (10 g.L™* xilana de Beechwood,
3 g.L? extrato de levedura, 7 g.L™! KH,POy, 2 g.L ! K;HPO,, 0,1 g.L™ MgS04.7H,0, 1 g.L*!
(NH,),S04 e 5 g.L™ peptona) com pH ajustado em 6,0 sendo incubado durante 24 horas a
temperatura de 30°C. Para o in6culo foi transferido o volume do pré indculo, para erlenmeyers
contendo 150 mL de meio sendo mantidos durante 48 horas a 30°C sob agitacdo de 150 rpm em
agitador orbital rotatério (Motta, 2008). Para iniciar os cultivos, o indculo foi padronizado usando
camara de Newbauer para contagem de células, de modo a iniciar os cultivos com 1,0x10’
célula.mL™. Os cultivos foram realizados em frascos erlenmeyers aletados de 500 ml contendo
135 mL de meio (cada ensaio apresenta diferentes concentracdes dos componentes do meio,
conforme tabela 1) mantidos em agitador orbital rotatorio durante 96 horas a 30°C sob agitacdo
de 150 rpm. Foram coletadas amostras ao longo de cada cultivo para realizar analises em
triplicata da atividade enzimaética de endo xilanases.

Tabela 1: Niveis das variaveis utilizadas no planejamento fatorial fracionario 2°

Variaveis Nivel -1 Nivel 0 Nivel +1
pH 5 6 7
Xilana (g.L™) 5 12,5 20
Extrato de levedura 1 3 5
Peptona (g.L™) 1 3,5 6
Fosfato monobasico (g.L™) 0 3,5 7
Sulfato (g.L™?) 1 3 5

2.4 Métodos analiticos
2.4.1 Determinacao da atividade enzimética

A atividade de endo xilanase foi determinada utilizando 0,9 mL de solugdo de xilana 1% e
0,1 mL de extrato enzimético bruto (meio bioprocessado livre de células). A reacdo foi mantida
durante 5 minutos na temperatura de 50°C (Bailey, 1992). Sendo realizada a leitura em
espectrofotobmetro a 540 nm (Miller, 1959).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A levedura Cryptococcus laurentii, isolada de chicéria por Otero (2012) produziu xilanases,
através de cultivos submersos utilizando meio de cultura complexo, com atividade de 3,4 U.mL™, em
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36 horas de cultivo conforme apresentado na Figura 1. A Tabela 2 apresenta as atividades maximas
alcancadas para cada ensaio realizado do planejamento fatorial 26 e as mesmas foram utilizadas para
realizar a analise dos efeitos da concentracdo dos componentes do meio de cultura e do pH sobre sua
producéio. As atividades enzimaticas variaram de 1,1 a 5,5 U.mL™. A maxima atividade foi de 5,5
U.mL™ e a mesma foi alcancada no ensaio 8 que apresentou as seguintes condicdes: pH inicial 7,
concentracdo de 6 g.L ™" de peptona, 20 g.L™" de xilana, sem a adicdo de fosfato potassio monobasico,
5 g.L" de sulfato de aménio, 1 g.L™ de peptona e 0,1 g.L™ de sulfato de magnésio. O pico da
atividade enzimatica nesse ensaio foi em 48 horas de cultivo, conforme apresentado na Figura 2.
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Figura 1: Acompanhamento da atividade de endo xilanases produzida por Cryptococcus laurentii ao
longo de 96 horas de cultivo em meio complexo.

Tabela 2: Matriz do planejamento experimental fracionario 2°% (16 ensaios e 4 pontos centrais),
valores codificados e reais

Ensaios bH PeptoPa Xilanla Fosfalto S;:Tf]%trc])ige Extrato de ) AI\EII;I;?:W?
(9.L7) (9.L7) (9.L7) (@.LY Levedura (g9.L™) umL?
1 -1(5,0) -1(1,0) -1(5,0) -1(0) -1(1,0) -1(1,0) 1,6
2 1(7,0) -1(1,0) -1 (5,0) -1 (0) 1(5,0) -1(1,0) 19
3 -1 (5,0) 1(6,0) -1 (5,0) -1 (0) -1 (1,0 1(5,0) 29
4 1(7,0) 1(6,0) -1 (5,0) -1 (0) 1(5,0) 1(5,0) 4,0
5 -1 (5,0) -1(1,0) 1(20,0) -1 (0) -1(1,0) 1(5,0) 3,6
6 1(7,0) -1(1,0) 1(20,0) -1 (0) 1(5,0) 1(5,0) 49
7 -1 (5,0) 1(6,0) 1(20,0) -1 (0) -1 (1,0 -1 (1,0 47
8 1(7,0) 1(6,0) 1(20,0) -1 (0) 1(5,0) -1 (1,0) 55
9 -1 (5,0) -1(1,0) -1 (5,0) 1(7,0) -1 (1,0 1(5,0) 1,7
10 1(7,0) -1(1,0) -1 (5,0) 1(7,0) 1(5,0) 1(5,0) 2,3
11 -1 (5,0) 1(6,0) -1 (5,0) 1(7,0) -1(1,0) -1(1,0) 11
12 1(7,0) 1(6,0) -1 (5,0) 1(7,0) 1(5,0) -1 (1,0 1,3
13 -1(5,0) -1(1,0) 1(20,0) 1(7,0) -1(1,0) -1(1,0) 1,9
14 1(7,0) -1(1,0) 1(20,0) 1(7,0) 1(5,0) -1(1,0) 2,2
15 -1(5,0) 1(6,0) 1(20,0) 1(7,0) -1(1,0) 1(5,0) 2,3
16 1(7,0) 1(6,0) 1(20,0) 1(7,0) 1(5,0) 1(5,0) 4.4
17 0 (6,0) 0(3,5) 0 (12,5) 0(3,5) 0 (3,0) 0 (3,0) 35
18 0(6,0) 0(3,5) 0(12,5) 0(3,5) 0(3,0) 0(3,0) 33
19 0(6,0) 0(3,5) 0(12,5) 0(3,5) 0(3,0) 0(3,0) 33
20 0 (6,0) 0 (3,5) 0 (12,5) 0 (3,5) 0 (3,0) 0 (3,0) 3.2
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Figura 2: Acompanhamento da atividade enzimética ao longo do tempo, em diferentes ensaios
realizados no planejamento fracionario em estudo. Sendoos ensaios de 1 a 10 (Fig. 2a) e ensaios de 11
a 20 (Fig. 2b)

Os resultados obtidos neste trabalho foram superiores aos descrito por Motta (2008), que
isolou leveduras de diversas fontes ambientais a fim de selecionar aquelas com capacidade de
produzir xilanases, sendo as cepas AY10 e AAD5, as mais promissoras. Apds 0s autores avaliarem
diferentes faixas de pH e temperatura, as atividades para endo xilanase foram de 2,53 pmol/mL.min
para a levedura AY10 e 3,24 umol/mL.min para a levedura AADS.

Pode-se observar pela figura 3 que das variaveis estatisticamente significativas que foram
avaliadas, no presente trabalho, apenas a concentragdo de fosfato de potassio monobasico provocou
um efeito negativo na atividade de endo xilanase, como seu nivel mais baixo estudado foi a nédo
adicéo desse sal, pode-se afirmar que o mesmo deve ndo deve estar presente no meio de cultura para
que se possa atingir maiores atividades enzimaticas durante o cultivo. Todos os outros fatores
avaliados (estatisticamente significativos) tiveram efeito positivo na resposta avaliada.
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A concentracdo de xilana foi a variavel que mais afetou a resposta, sendo, portanto o fator
mais importante dentre os avaliados no presente estudo para a produgdo da enzima de interesse. A
inducdo de xilanase é normalmente estimulada pela xilana e também pode ser induzida por xilo-
oligossacarideos e xilose que sdo produzidos no meio pela propria enzima (Beg, 2001).
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Figura 3: Gréfico de efeitos para as variaveis estudadas no planejamento fatorial 2 2.

As variaveis pH, concentracdo de extrato de levedura e concentracdo de peptona, tiveram
efeito na mesma ordem de valores na atividade de endo xilanases produzidas no presente estudo.
Com isso, pode-se afirmar que com a remocdo do fosfato de potdssio monobdsico, maiores
guantidades de xilana, peptona e extrato de levedura e pH em torno de 7, podem ser condi¢cfes
promissoras para a producdo da enzima endo xilanase, sendo, portanto, de extremo interesse a
avaliacdo de diferentes faixas de trabalho desses componentes para a maximizacdo da producdo
enzimética. Quando a fermentacdo da xilana ocorre em substratos complexos e heterogéneos, varios
fatores exercem um efeito conjunto no nivel de expressdo dessas enzimas. Em geral a inducdo da
xilanase é um fendmeno complexo e o nivel da resposta de um indutor varia de acordo com o micro-
organismo (Kulkarni et al, 1999). Geralmente esta enzima pode ter sua sintese associada a mudangas
nutricionais e favorecidas pelas condicGes de cultivo (Angelo, 1995).

Em termos de produtividade o ensaio 8, o qual apresentou as maiores atividades ao longo do
cultivo, teve sua maior produtividade (0,11 U.mL.h™") em 48 horas de cultivo. Sua atividade teve um
incremento de 69 % quando a temperatura foi elevada de 50 a 55°C em pH 5,3.

4. CONCLUSAO
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O uso do planejamento experimental permitiu verificar a influéncia do pH, concentracdo de
peptona, xilana, fosfato de potassio monobasico, sulfato de amonio e de extrato de levedura frente a
atividade de endo xilanases produzida pela levedura Cryptococcus laurentii. Foram verificadas
atividades enzimaticas superiores as encontradas com as condic¢des originais de cultivo, onde através
do planejamento foi possivel aumentar em mais de 60% a atividade enzimatica. O estudo também
forneceu informagOes importantes para a maximizacdo da producdo de endo xilanases por
Cryptococcus laurentii.
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