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A enzima B-xilosidase, produzida pelo fungo Penicillium
janthinellum, foi extraida pelo sistema micelar reverso formado
pelo agente tensoativo cationico CTAB em isoctano, hexanol e
butanol. Os efeitos combinados da concentra¢do de CTAB e de
butanol sobre a extracdo da enzima foram estudados empregando-
se a metodologia de superficie de resposta. A partir dos resultados
obtidos, foi proposto um modelo matematico para descrever o
processo de extragdo da f-xilosidase na regido de trabalho
estudada. De acordo com a equagdo do modelo, podem ser obtidos
valores maximos de recuperagdo de 35,05 + 6,40% nas seguintes
condicoes: pH 8,0, concentra¢do de CTAB 0,2 M, concentragdo
de hexanol 5% e concentracdo de butanol 20%. Nestas condi¢oes,
foram realizados novos experimentos e o valor médio de
recuperagado obtido foi de 38%.
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INTRODUCAO

As xilanases, enzimas constituidas de endoxilanase
e B-xilosidase, desempenham importante papel nas rea-
¢oes de hidrdlise da xilana, que ¢ um dos principais com-
ponentes da fragcdo hemiceluldsica de biomassas
lignoceluldsicas (Biely, 1985). Este complexo enzimatico
tem potencial de aplicagdo em diferentes setores industri-
ais, principalmente na etapa de pré-branqueamento da
polpa Kraft na industria de papel e celulose (Sunna,
Antrankian, 1997). Recentemente, especial atencao tem
sido dada ao uso da enzima B-xilosidase purificada devi-
do a sua importancia biolégica, como em reagdes de
transxilosilagdo na sintese de B-xilosideos (Pan et al.,

2001). Varias técnicas para extragdo e purificagdo de 3-
xilosidase, incluindo precipitacao e extragao liquido-liqui-
do, tém sido reportadas (Pan et al., 2001; Hasmann et al.
2001; Cortez, Pessoa Jr, 1999). Dentre estas, a extragao
liquido-liquido por micelas reversas tem sido apontada
como uma técnica altamente seletiva e biocompativel na
recuperagdo e concentracdo de proteinas e outras
biomoléculas (Kilikian ef al., 2000; Krei, Hustedt, 1992).
Um sistema micelar reverso consiste de agregados de mo-
léculas de agentes tensoativos dispersas em meio organi-
co contendo em seu interior um nucleo aquoso. O
microambiente polar dentro da micela reversa permite a
solubilizagdo de proteinas. O processo de extracao é go-
vernado principalmente, por interacdes eletrostaticas e,
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portanto, o valor do pH da fase aquosa deve ser tal que a
carga liquida na superficie das proteinas seja eletricamente
oposta aquelas da cabega dos tensoativos (Hasmann et al.,
2001). Proteinas também podem ser extraidas por
interagoes hidrofobicas entre regides apolares da molécula
¢ a cauda apolar do tensoativo (Hasmann et al., 1999;
Luisi et al., 1988). Na etapa de re-extragao (liberagao das
proteinas do sistema micelar reverso) o valor do pH deve
ser tal que a proteina tenha a mesma carga da cabeca po-
lar do tensoativo para que sejam criadas forgas de repulsdo
e conseqliente expulsdo da proteina do interior da micela
reversa. Nessa etapa, o aumento da forga i6nica ird dimi-
nuir o didmetro das micelas, causando assim a liberacao
da proteina das micelas reversas (Krei, Hustedt, 1992;
Pessoa-Jr, Vitolo, 1998; Leser, Luisi, 1990). Esta técnica
¢, portanto, particularmente interessante para a recupera-
¢do de enzimas extracelulares.

A extragdo e purificagdo de B-xylosidase tem sido
investigada com particular referéncia ao rendimento do
processo de extracao com base na recuperagdo da ativida-
de enzimatica. No processo de extragdo liquido-liquido
por micelas reversas, a transferéncia da biomolécula da
fase aquosa para a pseudofase micelar depende da nature-
za do solvente, co-solvente, tipo e concentracdo do
tensoativo e pH, dentre outros fatores. Em trabalho ante-
rior foi verificado que, sob condi¢des alcalinas (pH = 8§,0),
a concentragao de tensoativo (CTAB) e de butanol sdo as
principais varidveis que influenciam nos resultados de
recuperacao da enzima B-xilosidase (Hasmann et al.,
2001). Portanto o objetivo deste trabalho foi otimizar es-
sas duas através de um planejamento estatistico fatorial
composto empregando a metodologia de superficie de
resposta.

MATERIAL E METODOS
Microrganismo e Obtencao de Esporos

O microrganismo utilizado no presente trabalho, o
fungo Penicillium janthinellum CRC §7M-115, foi isola-
do em Lorena-SP a partir de madeira em decomposi¢ao
(Milagres, 1988). O meio de cultura usado para obtengao
de esporos de P. janthinellum foi composto por 2% de
glicose, 0,25% de extrato de levedura, 2% (v/v) de solu-
cao mineral de VOGEL, e 2% de 4gar-agar. Aproximada-
mente, 5 mL do meio de cultura foram transferidos para
tubos de ensaio, os quais foram autoclavados por 15 mi-
nutos a 112 °C e deixados em superficie inclinada (apro-
ximadamente 20°). Apos resfriamento, os tubos foram
inoculados com esporos de P. janthinellum de um tubo
matriz e incubados em estufa termostatizada a 30 °C, por
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5 dias. Os esporos foram entdo suspensos em agua esteri-
lizada e utilizados como indculo no processo fermen-
tativo.

Meio e Condicoes de Fermentacao

Nos ensaios de fermentagdo para obten¢ao do com-
plexo xilanolitico, utilizou-se como substrato o hidro-
lisado hemicelulosico de bagacgo de cana-de-agticar, obti-
do por hidrdlise 4cida conforme descrito por Milagres,
Lacis (1991). O meio de cultivo foi composto de
hidrolisado, solu¢do mineral de Vogel (2% v/v) e extrato
de levedura (0,1%). Frascos erlenmeyers de 125 mL con-
tendo 25 mL do meio de cultivo foram inoculados com
1 mL de solugao de esporos contendo aproximadamente
10° esporos/mL e incubados a 30 °C sob agitacdo de
60 rpm por 5-7 dias em agitador orbital. O meio fermen-
tado foi separado das células por filtracdo em papel,
homogeneizado para garantia da uniformidade e estocado
a temperatura de -4 °C.

Atividade Enzimatica

A atividade da B-xilosidase foi determinada através
da quantidade de p-nitrofenol (pNP) liberada em meio
reacional contendo p-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo
(pNpX) como substrato (Kumar, Ramoén, 1996). Para o
ensaio de atividade, a mistura reacional contendo 250 pL
do meio fermentado diluido em tampao acetato de sddio
(50 mM, pH 5,5) e 250 uL solug@o de pNpX (2 mM) foi
incubada a 50 °C por 30 minutos. A reac¢do foi interrom-
pida pela adi¢ao de 1 mL de solug@o de carbonato de sodio
(2 M). As leituras de absorvancia foram feitas a 400 nm
em espectrofotometro marca BECKMAN® DU 6408.
Uma unidade de atividade de B-xilosidase foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1
mmol de p-nitrofenol por minuto.

Extracao de B-xilosidase por Micela Reversa

A enzima B-xilosidase foi extraida do meio fermen-
tado por micelas reversas do agente tensoativo catidnico
CTAB empregando-se isoctano como solvente e hexanol
e butanol como co-solventes. Para o preparo das micro-
emulsoes, as concentragdes de CTAB e de butanol foram
aquelas descritas no planejamento experimental, sendo as
propor¢des hexanol/isooctano mantidas em 5/95%. Na
etapa de extracdo, 5,0 mL do meio fermentado (MF)
tamponado com tris-HCI (pH 8,0) na proporgao
1(tampao):9(meio) foi misturado com 5,0 mL de
microemulsdo. Apds agitagdo em vortice por 1 minuto,
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seguida de centrifugag¢do a 1677xg por 10 minutos obte-
ve-se o equilibrio entre as fases aquosa (FAI) e organica ou
pseudofase micelar (FMI). Na etapa de re-extragao, 2 mL
do liquido da fase micelar (FMI) foram misturados com
2,0 mL de tampao acetato de sdédio 1 M, pH 5,5 contendo
1 M de NaCl. Também por agitacdo em vortice por 1 mi-
nuto, seguida de centrifugagdo a 1677xg por 10 minutos,
uma nova fase aquosa (FAII) contendo a enzima foi obti-
da. Os resultados de extrag@o foram expressos em porcen-
tagem de recuperacao Y (%), conforme Equagao 1.

Y (%) = [%) X 100 (Equagdo 1)

MF

onde:
A, = atividade na fase aquosa II (U);
A . = atividade no meio fermentado (U)

Delineamento Experimental

Para determinar as condi¢des otimas de recuperacao
de B-xilosidase utilizou-se um planejamento fatorial com-
pleto 2% com distribuigdo ortogonal (o0 ==+ 2'2). As varia-
veis selecionadas para o estudo da recuperacgédo da
B-xilosidase foram: concentragdo de CTAB e de butanol.
As extracdes foram realizadas em pH 8,0 mantendo em 5%
v/v a concentragdo de hexanol. O plano experimental e os
niveis das varidveis independentes estdo mostrados na
Tabela 1. Utilizou-se como variavel resposta a porcenta-
gem de atividade total recuperada de B-xilosidase Y (%).
A metodologia se superficie de resposta (MSR) foi utili-
zada para ajustar os dados a um modelo polinomial de
segunda ordem expresso pela Equacao 2:

P =by +b X, +by Xy +by X, X, +b X] +byy X5
(Equacgao 2)

onde:

», representa a variavel de resposta,

b, - o coeficiente de intercessao,

b, e b, - os coeficientes lineares,

b, eb,, - os coeficientes quadraticos,

X, e X, representam as variaveis independentes: concentra-

¢do de CTAB e butanol, respectivamente.

A qualidade do ajuste da equagao polinomial do
modelo foi expressa pelo coeficiente de determinagéo R?
e a sua significancia estatistica foi determinada pelo tes-
te F de Fisher. A superficie de resposta foi tragada utili-
zando-se o programa STATISTICA for Windows
(Statsoft, Inc.) v. 5.0. As concentragdes 6timas das varia-
veis foram obtidas pela analise dos graficos de curvas de
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nivel das respostas e pelo método numérico do programa
“Design-expert”.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente trabalho teve como objetivo a otimizagao
do processo de recuperagdo da enzima P-xilosidase por
micelas reversas. Na Tabela I encontra-se a planilha com
os niveis codificados e originais das variaveis independen-
tes: concentragdo de CTAB e de butanol, segundo o pla-
nejamento proposto, bem como os valores de recuperacao
da enzima B-xilosidase extraida por micelas reversas do
agente tensoativo CTAB em isoctano, hexanol e butanol.

As variaveis foram codificadas de acordo com a
equacao 3:

_e-o) A
c= AV, (Equacao 3)
onde:

V.. = valor codificado da variavel independente
V. = valor real da variavel independente

VZ = valor real da variavel independente no ponto central
AV, = valor do passo, isto € (V. —V, . )/2.

O delineamento experimental para os varios trata-
mentos foi baseado em trabalho anterior (Hasmann et al.,
2001), o qual revelou que um valor 6timo de recuperagdo
pode ser encontrado na faixa dos parametros avaliados.
Pelos resultados obtidos (Tabela I), observa-se que valores
nulos de recuperacao foram obtidos apenas nos ensaios 03
(0,3 M CTAB e 10% butanol) e 05 (0,2 M CTAB ¢ 5,86%
de butanol). Resultados semelhantes foram também encon-
trados por Hasmann et al. (2001) em ensaios de recupera-
¢do de B-xilosidase pré-purificada com etanol utilizando 0,2
M de CTAB e 10% de butanol. Segundo os autores, este
comportamento ocorre devido a excessiva concentracao de
tensoativo em relagdo a concentragdo de butanol presente,
ou seja, nesta proporgao entre solvente e tensoativo pode
ocorrer o deslocamento do equilibrio para uma regido do
diagrama de fases onde a formagao dos agregados seja di-
ferente da organizagdo em micelas reversas.

Os resultados referentes a analise de variancia
(ANOVA) dos fatores estudados estdo mostrados na Tabe-
la II. Observa-se que apenas os efeitos principais dos fa-
tores CTAB (X)) e butanol (X)) ndo se apresentaram sig-
nificativos (p>0,10). Neste caso, os coeficientes lineares
atribuidos a estes fatores podem ser desprezados ou mes-
mo eliminados do modelo.

Observa-se, ainda, que a interagdo entre concentra-
¢do do tensoativo (CTAB) e do co-solvente (butanol) € al-
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TABELA | - Matriz do planejamento 22 completo para a otimizagdo dos resultados de recuperagio de B-xilosidase por

micelas reversas de CTAB

Ensaio Niveis codificados Niveis originais Y (%)
CTAB (M) Butanol (%) CTAB (M) Butanol (%)

1 -1 -1 0,10 10 33,9
2 -1 +1 0,10 30 12,9
3 +1 -1 0,30 10 0

4 +1 +1 0,30 30 30,6
5 0 212 0,20 5,86 0

6 0 +212 0,20 34,14 10,0
7 =212 0 0,06 20 18,2
8 +2172 0 0,34 20 23,0
9 0 0 0,20 20 30,8
10 0 0 0,20 20 39,7
11 0 0 0,20 20 34,9
12 0 0 0,20 20 34,8

TABELA 11 - Analise de variancia dos fatores estudados no

processo de extragdo de B-xilosidase por micelas reversas
de CTAB

TABELA 111 - Analise para regressdao do modelo quadratico
do processo de extracdo de B-xilosidase por micelas
reversas de CTAB

Fator SQ GL MQ F p Fonte de SQ GL MQ F )2

X, 1,00 1 11,00 034 0,5809 variagdo

b & 199,67 1 199,67 6,17  0,0475 ** Modelo 1869,14 3 623,05 18,08 0,0006***
X, 70,71 1 70,71 2,18 0,1897 Residuo 275,74 8 34,47

X} 1146,29 1 1146,29 3543  0,0010%**  Faltade 235,97 5 47,19 3,56 0,1625

X X, 665,64 1 665,64 20,57 0,0039%**  gjuste

Erro 194,09 6 32,35 Erro puro 39,77 3 13,26

Total 214494 11 Total 2144,88 11

SQ = soma quadratica, GL = graus de liberdade, MQ =
média quadratica , R?=0,91, ** Significativo com nivel de
significancia de 95% (p< 0,05), *** Significativo com
nivel de significancia de 99% (p< 0,01)

tamente significativa (p<0,01), o que confirma a existén-
cia de uma combinagdo 6tima entre estes dois fatores na
extracdo da enzima. De fato, utilizam-se co-solventes
como auxiliares na formagao do nucleo interno de micelas
reversas de tensoativos catidnicos, como o CTAB, pois
estes agem como solugdes salinas provocando uma
repulsdo entre as partes hidrofobicas do tensoativo e au-
mentando o raio das micelas, o que contribui para o
englobamento da proteina.

Através da andlise de variancia da regressao obtida
(Tabela III), pode ser constatado que o modelo ¢ altamente
significativo (p<0,001) e apresenta um bom coeficiente de

SQ = soma quadratica, GL = graus de liberdade, MQ =
média quadratica R*= 0,87, *** Significativo com nivel de
significancia de 99% (p< 0,01)

determinagdo (R?=0,87), o que indica uma boa represen-
tagdo matematica do processo em estudo, ou seja, 87% da
variagdo total em torno da média pode ser explicada pelo
modelo e os restantes 13% representam os residuos. O
modelo obtido para descrever a recuperacdo da enzima [3-
xilosidase, na regido em estudo, pode ser expresso pela
Equagao 4.

$=35,05+12,90X,X, —5,59X7 —1339X3 (Equagdo 4)
onde:

¥y = recuperagdo da enzima (%)
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X, = concentragdo de CTAB (M)
X, = concentragdo de butanol (%v/v).

De acordo com a equagdo do modelo, podem ser
obtidos valores maximos de recuperagao de 35,05 £
6,40% nas seguintes condigoes: pH 8,0, CTAB 0,2 M,
hexanol a 5% e butanol a 20%. A Figura 1 mostra a super-
ficie de resposta que representa a recuperagao da enzima
em fungdo das variaveis CTAB e butanol, para o modelo
quadratico obtido. Nas condi¢des otimizadas foram reali-
zados novos experimentos e o valor médio de recuperagao
obtido foi de 38%, o que mostra adequagao do modelo aos
dados experimentais.

o
B ©

(6]
o

(5/Q) OtdRIRANIRY
s %

FIGURA 1 - Superficie de resposta que representa a
recuperagdo da enzima PB-xilosidase em funcéo da
concentra¢do de CTAB e de butanol.

CONCLUSOES

O processo de extragdo por micelas reversas de
CTAB mostrou-se adequado para a recuperagao da enzima
B-xilosidase diretamente do meio fermentado. O valor de
recuperagao obtido experimentalmente nas condi¢des
otimizadas (38%) foi similar ao previsto pelo modelo
(35%), o que demonstra sua adequagao aos dados experi-
mentais.
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ABSTRACT

Optimization of B-xylosidase extraction process
using reversed micellar systems

B-xylosidase, produced by Penicillium janthinellum, was
extracted by using the reversed micellar system of the
CTAB (cetyl trimethyl ammonium bromide) cationic
surfactant containing isooctane, hexanol and butanol. The
combined effects of CTAB and butanol concentrations on
enzyme extraction were studied by using the surface
response methodology. As a function of the results, it was
proposed a mathematical model to describe the process of
B-xylosidase extraction. This model predicted a maximal
enzyme extraction yield of 35.05+6.4% under the
following conditions: pH = 8.0, CTAB = 0.20 M, hexanol
= 5% (v/v), and butanol = 20% (v/v). Experimentally, a
recovery value of about 38% was attained, and showed
that the model is appropriate.

UNITERMS: B-xylosidase. Reversed micelles. Liquid-
liquid extraction. Recovery. Hemicellulosic hydrolyzate.
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