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INTRODUCAO

Polissacarideos sdo carboidratos complexos formados por varias unidades de monossacarideos
e sdo classificados como gomas ou mucilagens. O polissacarideo do tipo xiloglucana foi extraido das
sementes de Hymenaea courbaril (conhecida como jatoba) e amplamente caracterizado (Arruda et al.,
2015) por nosso grupo de pesquisa. Ele foi reportado como um polimero constituido por glicose, xilose
e galactose na propor¢do de 4:3:2, com acdo espessante e estabilizante; suas propriedades
farmacoldgicas, porém, ainda ndo foram estudadas. Portanto, sua utilizagdo como substrato para a
producdo de oligossacarideos compostos por xilose, ou seja, xilooligossacarideos (XOS), via hidrélise
enzimatica e posterior avaliacdo de suas atividades biologicas representam uma inovacao para a pesquisa
cientifica.

Prebidticos sdo substratos seletivamente utilizados por microrganismos presentes no hospedeiro
com capacidade de conferir beneficios para a saide (Gibson et al., 2017) por meio de eficientes
atividades antioxidantes (Wang et al., 2021), antimicrobianas, anti-inflamatérias e imunomoduladoras
(Sun et al., 2018). Eles encontram aplicacdo em diversas indlstrias, desde a area da salde até a de
alimentos (Wang et al., 2021); por exemplo, prebiéticos contribuem para o tratamento de disturbios
intestinais ao modular o microbioma intestinal, influenciar o crescimento e desenvolvimento celular e
reduzir os riscos de formacdo de neoplasia de c6lon (Shanahan, 2016). XOS tem recebido destaque na
literatura por atuarem com funcgdo prebidtica; esta versatilidade, portanto, torna os XOS substancias
promissoras para diversas aplicacfes, em destaque a industria alimenticia.

A viabilidade de producéo e isolamento de enzimas utilizando fermentacdo liquida submersa
com fungos do género Aspergillus (Bedade et al., 2017; Carvalho et al., 2020) representa uma fonte
eficiente para a obtengdo de enzimas hidroliticas, a exemplo das enzimas que realizam hidrolise de
polissacarideos. Por isso, a produgdo de XOS a partir da hidrolise com xilanase, especialmente
utilizando fungos Aspergillus em fermentacdo submersa, é uma abordagem inovadora. Essa estratégia
permite a producéo sustentavel de prebidticos com grande potencial biotecnoldgico, principalmente na
industria alimenticia, promovendo praticas sustentaveis.

MATERIAIS E METODOS

As vagens de H. courbaril, coletadas no Agreste Meridional de Pernambuco, foram utilizadas
para extrair xiloglucana, seguindo a metodologia de Arruda et al. (2015). O rendimento de extracéo foi
calculado como a razdo entre a massa final de polissacarideo (Mf) e a massa inicial de sementes (Mi),
expresso como percentual. O contetdo total de carboidratos e proteinas no precipitado final foi
determinado pelos métodos do fenol &cido sulfarico (Dubois et al., 1956) e &cido bicinconinico (Smith
et al., 1985), respectivamente.

Microorganismos de Aspergillus oryzae da Micoteca da Universidade de Pernambuco foram
usados para produzir xilanase. Os microrganismos foram cultivados em meio BDA inclinado e
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incubados em Czapek a 30°C por 72h. Para fermentacdo submersa, utilizou-se a metodologia de Ahamed
(2008), enquanto a analise da atividade da xilanase foi realizada de acordo com Gomes et al. (1992)
com algumas modificagdes. A mistura de 0,5 mL de xilana birchwood (Fluka) e 0,5 mL de extrato
enzimatico foi incubada a 37°C. A xilose equivalente (agUcar redutor) gerada durante a andlise foi
estimada usando o método do &cido 3,5- dinitrosalicilico (Miller, 1959).

As reacOes para obtencdo dos XOS foram conduzidas em reatores encamisados de mistura
contendo 75 mL da mistura reacional composta por 2,25g de xiloglucana e 200 U/g de xilanase
proveniente da linhagem de Aspergillus com maior capacidade produtiva. Amostras foram retiradas em
intervalos predefinidos (12, 24, 36 e 48 h), inativadas a 100°C para desativar a enzima, centrifugadas a
10.000 g/10°C por 10 min, e os sobrenadantes filtrados em filtros PVDF com poros de 0,22uM. Os
filtrados foram analisados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) para determinar o
rendimento de producdo dos XOS e o teor de xilose nos hidrolisados. A analise cromatogréafica foi
realizada utilizando uma coluna HPX-87P, e a conversdo de xiloglucana em XOS foi calculada usando
a seguinte equacdo = (XOS totais em g / Xiloglucana inicial em g) x 100. A analise estatistica foi
realizada com o programa Statistica 6.0 da StatSoft, Inc.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O rendimento da extracéo de xiloglicana foi de 72 + 5 % (p/p) em relagdo ao peso seco das
sementes de H. courbail, sendo 81 + 7% desta massa de teor de polissacarideo; ndo foram detectadas
proteinas pelo método do &cido bicinconinico (Smith et al., 1985). Considerando que diferentes tempos
de extracdo para Xiloglucana foram comparados e demonstraram rendimentos que variaram de 5,4 a
40,8% (Kai & Petkowicz, 2010), defendemos que nossa metodologia nos permitiu atingir um alto
rendimento de extracdo, inclusive superior a trabalhos semelhantes com as sementes de H. courbaril,
por exemplo como 15,5% (Busato et al., 2009), 38% (Lucyszyn et al., 2009) e 1,7 e 6,1 % a partir das
sementes de Tamarinds indica (Limsangouan et al., 2020).

A atividade da xilanase foi de 6,61 U/ml apds 72 h. Pode-se considerar que a concentracao de
substrato fixada foi eficiente e resultou em uma boa atividade enzimatica quando comparada com outras
producBes que utilizaram concentracBes maiores. No estudo de Kalim et al. (2023) com Bacillus
Pumilus BS131, por exemplo, os autores relataram valores de atividade de 6,73 + 0,98 Ul/ml com
concentracao de substrato de 4%. De acordo com Gautério et al. (2020), a produgdo maxima de xilanase
por Aureobasidium pullulans var. melanigenum a 2% de concentracao de substrato foi de 39,2 U/ml. A
taxa de conversdo total de xiloglucana em XOS ndo variou ao longo dos diferentes tempos de hidrdlise
(12, 24, 36 € 48 h), sugerindo que a enzima atingiu um estado estacionario e ndo foi capaz de aumentar
a taxa de hidrélise ao longo do tempo. Ainda, foi possivel observar que 70% do material analisado por
CLAE foi detectado no tempo de retencdo de aproximadamente 10 min, o que sugere que a xiloglucana
ndo foi hidrolisada como o esperado; em aproximadamente 12 min de tempo de retencdo, os XOS
puderam ser observados com aproximadamente 10% de contetido em relagdo a xiloglucana. Os demais
20% de contetdo foram relacionados a moléculas pequenas como xilose, xilobiose e xilotetrose.

CONSIDERAGCOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos, podemos dizer que a enzima xilanase nao conseguiu hidrolisar
completamente a Xiloglucana de H. courbaril em XOS, mantendo uma taxa de conversdo constante ao
longo dos diferentes tempos de hidrélise. A maior parte da Xiloglucana permaneceu intacta, com apenas
10% sendo convertida em XOS e o restante em agucares menores, como xilose, xilobiose e xilotetrose.
Isto sugere que a hidrélise foi limitada, possivelmente devido a fatores intrinsecos da enzima ou
condigdes experimentais. Contudo, a utilizacdo das sementes de H. courbaril foi capaz de produzir
efetivamente o XOS utilizando o método de hidrolise enzimética, abrindo uma nova opcao para futuras
pesquisas cientificas na area.

PALAVRAS-CHAVE: XOS. Prebi6ticos. Hidrolise enzimatica.
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