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RESUMO

A parede celular de planta é constituida por trés componentes principais: celulose,
hemicelulose e lignina. Entre as hemicelulose, xilana € o heteropolissacarideo mais
comum, e a principal enzima responsavel por sua degradacdo € por Aspergillus
caespitosus cultivado em fermentacbes submersa (FSM) ou semi-solida (FSS). As
xilanases foram purificadas, caracterizadas e testadas no branqueamento da polpa de
celulose.

Em relacdo a FSM, o melhor meio de producéo xilanasica foi o SR suplementado
com 1% de farelo de trigo (FT) ou bagaco de cana-de-acucar (BCA), mais peptona
0,25% ou 0,1%, respectivamente. As fermentacdes foram realizadas a 40°C durante 48
horas em meios com pH iniciais de 8,0 (BCA) ou 6,0 (FT). Nao houve ativacao
enzimética com a adicdo de ions metdlicos, principalmente com as amostras obtidas
dos meios com BCA. As xilanases obtidas do meio com BCA foram inativadas
termicamente a 55°C e 65°C, mais rapido do que as xilanases presentes nos filtrados
das culturas com FT. Adicdo de diferentes concentracbes de glicose no meio
suplementado com BCA ou FT reduziu a producdo de xilanases, mas de diferente
modo, considerando que a represséo foi retardada na primeira condig¢ao.

FSS foram realizadas também com FT ou BCA, mais 4 ou 8 mL de agua por
grama de substrato, respectivamente, a 30°C durante 3 ou 6 dias. Os meios contendo
FT e BCA foram suplementados com nitrato de amoénio ou peptona, respectivamente.
N&o foi observada represséao catabdlica por glicose nessas fermentacdes.

Duas xilanases, xyl 1 e xyl 2, foram purificadas usando Sephadex G-100. Xyl 2
exibiu maior contetdo de carboidrato (41%) do que xyl 1 (29%), o que pode explicar
sua maior estabilidade a temperatura e pH. Além disso, esta propriedade
provavelmente acarretou na interagdo carboidrato-carboidrato dessa enzima com a
matrix da resina, levando a uma estimativa errada da massa molecular, que por este
método (filtracdo em gel) foi de 7,7 kDa, enquanto que por SDS-PAGE foi de 17,7. A
massa molecular da xyl 1 foi estimada em 26.3 kDa por filtragcdo em gel e 27.7 kDa por
SDS-PAGE. As temperaturas 6timas de ambas as enzimas foi de 50 — 55°C e o pH
otimo de 7,0 — 7,5 para xyl 1 e 5,5 — 6,5 para xyl 2. Varios ions metalicos testados
foram ineficientes em estimular as atividades xilanoliticas, sendo que algumas inibicdes
foram observadas principalmente para xyl 1. Adicdo de EDTA néo alterou
significativamente essas atividades. Adicdo de p-mercaptoetanol aumentou as

atividades xilanasicas em 59% (xyl 1) e 102% (xyl 2). As enzimas purificadas
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hidrolisaram somente xilana. Estudos cinéticos demonstraram diferentes valores entre
as xilanases. Para xyl 1, os valores de Ky, (mg/mL) e Vimax (umoles.min™.mg proteina™)
foram de 2,5 e 1679, respectivamente, além disso, na presenca de pB-mercaptoetanol,
esses valores foram de 2,9 e 2728, correspondentemente. Para xyl 2,aqueles valores
naquela ordem foram de 3,9 e 113 sem e 1,9 e 133 com B-mercaptoetanol.

Avaliacdo do branqueamento da polpa de celulose por xilanases secretadas por
Aspergillus caespitosus demonstrou que a acao dessas enzimas foi dependente das
caracteristicas da polpa. Além disso, extratos obtidos das FSM foram mais efetivos,
principalmente aqueles obtidos de culturas suplementados com FT. As xilanases
purificadas tiveram diferentes efeitos de branqueamento que poderia estar relacionado
com diferencas nas propriedades bioquimicas, tais como estabilidade a temperatura e

pH, e tamanho molecular.
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ABSTRACT

The plant cell wall is constituted by three main compounds: cellulose,
hemicellulose and lignin. Among the hemicelluloses, xylan is the heteropolysaccharide
most common, and the principal enzyme responsible for its degradation is xylanase.
This study investigated some optimal culture conditions for xylanase production by the
filamentous fungus Aspergillus caespitosus cultivated in submerged fermentation
(SMF), or solid-state-fermentation (SSF). The xylanases were purified, biochemical
characterized and assayed in pulp bleaching.

With regard to SMF, several media were tested, but the best results for xylanase
production were obtained with SR medium supplemented with 1% (w/v) wheat bran
(WB) or sugar cane bagasse (SCB), and with 0.25% (w/v) or 0.1% (w/v) peptone,
respectively. Fermentation was carried out at 40°C, for 48 hours, in media with initial pH
of 8.0 (SCB) or 6.0 (WB). There was no enzymatic activation by the addition of metallic
ions, mainly for the samples obtained from SCB medium. The xylanase obtained from
SCB crude extracts was thermally inactivated at 55°C and 65°C, faster than that of the
xylanase obtained from WB culture filtrates. Addition of different glucose concentrations
to media supplemented with SCB or WB reduced xylanase production, but in a different
way, considering that the repression was retarded in the first condition.

SSF were carried out also with 2 g WB or SCB, plus 4 mL or 8 mL water,
respectively, at 30°C for 3 or 6 days. The WB and SCB media were supplemented with
ammonium nitrate or peptone, respectively. It was not observed repression by glucose
for these fermentations.

Two xylanases, xyl 1 and xyl 2, were purified using Sephadex G-100. Xyl 2
exhibited higher carbohydrate content (41%) than xyl 1 (29%), which might explain its
higher stability for temperature and pH. Furthermore, this property probably caused a
carbohydrate—carbohydrate interaction of this enzyme with the resin matrix, leading to a
wrong estimate of the molecular mass, that by this method (gel filtration) was of 7.7
kDa, while by SDS-PAGE was 17.7 kDa. The molecular mass of xyl 1 was estimated
26.3 kDa by gel filtration, and 27.7 kDa by SDS-PAGE. Optimal temperature was the
same for both enzymes (50 - 55°C) and the optimal pH values were 7.0 — 7.5 for xyl 1,
and 5.5 — 6.5 for xyl 2. Several metal ions tested were ineffective in stimulating the
xylanolytic activities; rather, some inhibition was observed, mainly for xyl 1. Addition of
EDTA did not alter significantly these activities. Addition of B-mercaptoethanol increased

the xylanase activities 59% (xyl 1) and 102% (xyl 2). The purified enzymes hydrolyzed
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only xylan. Kinetics studies demonstrated different values between xylanases. For xyl 1,
Km (mg/mL) and Vmax (umoles.min®.mg protein®) values were 2.5 and 1679
respectively, moreover, in the presence of 10 mM B-mercaptoethanol, these values
were 2.9 and 2728, correspondingly. For xyl 2, those values in that order were 3.9 and
113 without and 1.9 and 133 with B-mercaptoethanol.

Evaluation of cellulose pulp bleaching by xylanases secreted by Aspergillus
caespitosus demonstrated that the action of these enzymes was dependent of the pulp
characteristics. Furthermore, extracts obtained of SMF were more effective, principally
those obtained from cultures supplemented with WB. The purified xylanases had
different bleaching effects that might be related with the differences in biochemical

properties of each enzyme, such as temperature and pH stabilities, and molecular size.
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1. INTRODUCAO

1.1 BIOTECNOLOGIA

A Dbiotecnologia passou a ser considerada prioritaria ha relativamente pouco
tempo, no entanto, processos biotecnolégicos vém sendo utilizados na producéo de
varios bens desde a mais remota antiguidade. O preparo de bebidas fermentadas a
partir de cereais, por exemplo, foi realizado na Babilonia e no Egito entre os anos 8.000
a 6.000 a.C., a producao de péo, utilizando fermentos, ocorreu no Egito, 4.000 anos
a.C. e a producéao de vinhos na Grécia, 2.000 a.C. (Schmidell et al., 2001).

Existem varias propostas definindo o que vem a ser biotecnologia. Segundo o
Prof. Antbnio Paes de Carvalho, em seu trabalho intitulado “Patentes para a
biotecnologia”, apresentada em reunidao na Academia Brasileira de Ciéncias:

“Entende-se por biotecnologia o conjunto de conhecimentos, técnicas e
métodos, de base cientifica ou pratica, que permite a utilizacdo de seres vivos como

parte integrante e ativa do processo de producéo industrial de bens e servigos”.

O Office of Technology Assessment, por sua vez, definiu biotecnologia como
sendo:

“O conjunto de processos industriais que englobam processos bioldgicos”.

Por outro lado, a Union Internationale de Chimie Puré et Appliquée, conceituou

biotecnologia como:

“Aplicacdo da bioquimica, da biologia, da microbiologia e da engenharia quimica
aos processos e produtos industriais (incluindo os produtos relativos a saude, energia e

agricultura) e ao meio ambiente”.

Finalmente, o Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico

(CNPqg), em seu programa nacional de biotecnologia, a definiu nos seguintes termos:

“A utilizacdo de sistemas celulares para obtencdo de produtos ou

desenvolvimento de processos industriais”.
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As poucas tentativas de definicdo aqui transcritas mostram, nitidamente, que a
biotecnologia tem por base varios ramos do conhecimento. Trata-se, portanto, de um
campo de trabalho tipicamente multidisciplinar, o que torna absolutamente
imprescindivel a efetiva colaboracdo e integracdo de profissionais atuantes em
diferentes setores do conhecimento.

Pesquisa realizada em 2001 pela Fundacdo Biominas e patrocinada pelo
Ministério da Ciéncia e Tecnologia (MCT) revela que o Brasil possui 304 empresas
atuando na area de biotecnologia. O estudo apontou uma concentracdo nas regifes
Sul e Sudeste, que detém 90% das empresas do setor, sendo que Sao Paulo, Minas
Gerais e Rio de Janeiro abrigam 81% da atividade empresarial. O Norte e o Nordeste
possuem menor densidade, respondendo por apenas 3% do conjunto do pais. Ja o
Centro-Oeste detém 5% do parque industrial.

As empresas tém vocacdes diferenciadas com relacdo a area da biotecnologia em
gue atuam. Sdo Paulo tem 57% de seus empreendimentos concentrados nas
categorias fornecedores e multinacionais, ou seja, em sua maioria S0 empresas de
grande porte e de capital estrangeiro. Em Minas Gerais predominam as organiza¢cfes
nacionais, sendo 65% voltadas para as areas de salde humana e animal, incluindo a
biomedicina e biomateriais com aplicacdes médicas e veterinarias.

Parand e Brasilia destacam-se pela predominéncia do agronegocio e saude
humana, animal e vegetal. Na capital federal 70% das empresas biotecnoldgicas atuam
nessas areas e, no Parana, 37%.

O estudo aponta também a importancia do processo de incubagdo como
instrumento de descentralizacdo de empresas para as diversas regides do pais. Das
304 empresas pesquisadas, 58, ou seja, um quinto, sdo empresas incubadas. Em
Brasilia e no Nordeste o mecanismo de incubagédo vem despontando como instrumento

de criagdo e manutencéo de empresas de biotecnologia (M.C.T., 2001).

1.2 ENZIMAS

A maioria das enzimas € proteina. Elas apresentam propriedades cataliticas que
vém sendo empregadas em varios ramos da biotecnologia. Sua obtencdo se faz a
partir de microrganismos, animais e vegetais. Nas aplicacfes industriais as enzimas
microbianas sdo as mais utilizadas devido as facilidades da obtencdo destas em

relacdo as outras, pois é possivel: obter uma grande populacdo desses organismos,
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selecionar cepas de alta produtividade, a recuperacdo enzimatica € mais simples e o
fabricante pode monitorar sua producéo em todas as fases.

Dentre 0s microrganismos mais utilizados industrialmente destacam-se:
Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Mucor pusillus, Trichoderma reesei e
Saccharomyces cerevisiae. Os tipos de cultivo de microrganismo mais comuns Sao a
fermentacdo semi-sélida e a submersa, sendo esta ultima a mais utilizada, fato este
ocorrido a partir da Segunda Guerra Mundial onde era necessario agilizar a producao
de compostos, principalmente de penicilina (Hesseltine, 1977). Dessa forma, a partir
desse periodo, as pesquisas se voltaram quase que exclusivamente para este tipo de
fermentacdo. Entretanto, segundo Pandey et al. (2000), o uso de fermentacdo semi-
sélida vem crescendo, o qual pode ser evidenciado pelo grande niumero de publicacbes
(> 1000) durante o periodo de 1991-1999.

O meio semi-sélido caracteriza-se pelo crescimento e metabolismo do
microrganismo sobre solidos, na auséncia ou quase de agua livre flutuante. As
vantagens deste sistema incluem: economia de espaco necessario a fermentacéo;
simplicidade do meio de fermentacéo; ndo ha necessidade de maquinarias complexas,
equipamentos e sistemas de controle; alta produtividade; baixo gasto energético; custo
baixo; e facil controle da contaminacdo devido ao baixo conteddo de agua no sistema
(Raimbault & Alazard, 1980; Lonsane & Ramesh, 1990; Pandey, 1992; Babu &
Satyanarayana, 1995). Além disso, esse modo de cultivo assemelha-se ao modo de
vida natural de muitos microrganismos (Ferreira et al., 1999).

Entretanto, este sistema possui algumas limitagcdes, tais como: limite de escolha
de microrganismo, jA4 que nem todos sdo capazes de crescer nestas condi¢cdes;
exaustiva demanda no monitoramento e controle de parametros como temperatura, pH,
umidade, fluxo de ar, transferéncia de oxigénio livre, remocéo de CO, gerado durante a
fermentacdo; e a necessidade de pré-tratamento de certos substratos (Raimbault &
Alazard, 1980; Lonsane & Ramesh, 1990; Pandey, 1992).

Fermentacdo semi-solida geralmente utiliza residuos agroindustriais como: palha
de trigo, farelo de trigo, palha de arroz, sabugo de milho, bagaco de cana-de-agucar e
palha de algoddo (Raimbault & Alazard, 1980; Lonsane & Ramesh, 1990; Pandey,
1992; Babu & Satyanarayana, 1995; Ferreira et al., 1999; Souza et al., 2001). Fungos
filamentosos sdo, na maioria das vezes, 0s microrganismos usados neste tipo de
fermentacdo, pois sdo capazes de crescer sobre materiais sélidos com baixo contetdo

de agua (Lonsane & Ramesh, 1990).



Introducéo 4

Atualmente, as enzimas sao utilizadas em varias aplicacdes industriais e a
demanda por enzimas mais estaveis, altamente ativas e especificas tem crescido
rapidamente. Em 1995, o mercado mundial de enzimas superou 1 bilhdo de ddlares,
enquanto espera-se para 2005, a comercializacdo de 1,7 a 2 bilhdes. Cerca de 60%
das industrias que vendem enzimas encontram-se na Europa, as outras 40% estdo nos
EUA e no Japao (revisto por Bhat, 2000).

A aplicacdo de celulases e xilanases comecou na década de 80, primeiro em
racfes animais, seguida pela adicdo em alimentos e posteriormente em industrias téxtil
e de papel. Atualmente, essas enzimas juntamente com as pectinases, sao
responsaveis por 20% do mercado mundial (revisto por Bhat, 2000).

Os dados do mercado brasileiro de enzimas fornecidos pela Secretaria de
Comércio do Banco do Brasil (Tabela 01), indicam que o total de enzimas produzidas
nacionalmente é incapaz de suprir este mercado, acarretando na necessidade de se
importar uma grande quantidade de enzimas, principalmente a-amilases e proteases.
Sendo assim, com o intuito de diminuir o déficit comercial desse setor € estritamente
necessario que se desenvolva novas tecnologias permitindo a producédo de enzimas
em grandes quantidades e com baixo custo, o qual poderia ser alcancado utilizando-se
biomassa vegetal, amplamente abundante no Brasil. Além disso, a rica diversidade
biolégica encontrada neste pais amplia a possibilidade de se encontrar linhagens de
microrganismos mais eficientes, cujo produto se adeque mais as necessidades

brasileiras.

1.3 PAREDE CELULAR DE PLANTAS

Em uma dnica planta ha varios tipos de células, sendo que cada uma possui
paredes celulares distintas em sua estrutura e composi¢cao. As paredes celulares sao
compostas de microfibrilas de celulose embebidas em lignina, hemicelulose e pectina
(Beguin & Aubert, 1994).

Na Figura 01 pode-se observar a estrutura de uma parede celular de planta. Esta
consiste de paredes primarias e secundarias. A primaria (P) é formada por uma rede
composta principalmente por lignina e pectina, e ocupa de 7 a 14% da parede celular.
A parede secundéria se divide em trés camadas distintas S1, S2 e S3, classificadas
segundo a orientacdo das fibras de celulose, sendo que a camada S1 representa 5 —

11% da parede celular; a S2, 74 — 84%; e a S3, 3 — 4%. Na lamela média, cuja funcao
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€ aderir uma célula a outra formando um tecido, a substancia predominante é a lignina
(Mitchell et al., 1992), polimero de estrutura ndo uniforme e massa molecular elevada,
composto basicamente de unidades de fenil propano.

A composi¢do quimica de cada camada da parede celular de madeiras esta
apresentada na Tabela 02, nota-se que a P € composta em sua maioria de lignina, ja
em S, com excecdo de S1, os compostos predominantes sao celulose e hemicelulose
(Almeida, 1981).

As hemiceluloses podem ser definidas como um grupo de heteropolissacarideos
da parede celular, com excecdo da celulose e pectina. Possuem baixa massa
molecular (70 a 200 monossacarideos) e podem ser facilmente extraidos por
delignificacdo do material (Timell, 1967, revisto por Ferreira-Filho, 1994). Além disso,
esses polissacarideos tém propriedades que permitem sua adesdao, mediada por
interagdes covalentes com lignina e nao-covalentes com celulose que sdo essenciais
para manter a integridade da parede celular (Esau, 1993). Somando-se a isto, as
hemiceluloses sdo subcomponentes da biomassa sendo responsavel por 1/3 de todo o
carbono organico renovavel na Terra. Biomassa é o Unico recurso natural alternativo as
substancias quimicas, com um ciclo curto de reposi¢do capaz de sustentar a demanda
no mercado mundial de produtos quimicos, bioquimicos e combustiveis. Assim, o
desenvolvimento de tecnologias de baixo custo, onde hemicelulose é o substrato
principal, € essencial para atingir uma performance do sistema global (Prade, 1995).

Nas plantas terrestres, as hemiceluloses podem ser compostas por uma
variedade de monossacarideos como: D-xilose, D-manose, D-galactose, D-glicose, L-
arabinofuranose, acido 4-0-metil-D-glucurénico e &acido galacturdénico, sendo
classificadas geralmente de acordo com os residuos de acglcares que as compdem,
como: glucuronoxilanas, glucomananas, galactoglucomananas, entre outras (Viikari et
al., 1994).

Entre as hemiceluloses, a xilana € o componente mais abundante. A estrutura
basica da xilana consiste de uma cadeia principal linear de residuos B-D-xilopiranosil
unidos por ligacdes glicosidicas p-1,4 (Haltrich et al., 1996). Normalmente, esses
residuos possuem ramificacées contendo principalmente grupos acetil, acido 4-o-metil-
D-glucurénico e L-arabinose (Puls & Poutanen, 1989).

As hemiceluloses presentes em gimnospermas (madeira mole) e angiospermas
(madeira dura) possuem composi¢cdes distintas (Saka, 2001). Em madeiras moles

(Figura 02 A), a hemicelulose predominante € a O — acetilgalactoglucomananas (+18%),
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ESTRUTLURA ESCUEMATICA DA FEIRA

Figura 01 — Estrutura esquematica da parede celular de uma fibra de madeira com
suas respectivas camadas (Legenda: M - Lamela média; P - Parede priméria; S1, S2 e
S3 - Parede Secundaria 1, 2 e 3, respectivamente; L - Lumen). Figura extraida de
Almeida (1981).

Tabela 02 — Composigao quimica (%) da parede celular de uma fibra de madeira

Composicdo Quimica (%)
Celulose Hemicelulose Lignina

Parede Primaria 10 20 70
Parede Secundéaria

S1 35 25 40

S2 55 30 15

S3 55 40 5

Lamela Média 0 10 90

Tabela adaptada de Almeida (1981).
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seguida pela arabino-4-0-metilglucoronoxilana (+10%), composta de  residuos de
xilose unidos por ligacdo f-1,4 e grupos arabinofuranosideos e 4&cidos
metilglucurdnicos ligados no C-3 e C-2 da xilose respectivamente (sunna & Antranikian,
1997). Em madeiras duras, a hemicelulose predominante é a O-acetil-4-0-
metilglucuronoxilana (Figura 02 B) responsavel por 20 — 35% das hemiceluloses nesse
tipo de madeira. Além dos residuos de xilose, esse tipo de hemicelulose contém o
acido metilglucurdnico no C-2 e grupos acetil principalmente no C-3 da xilose. A
presenca desses grupos permite a maior solubilidade das hemiceluloses (Sunna &
Antranikian, 1997). Na Tabela 03 esta apresentada a composi¢do quimica de quatro
espécies de madeira mole e madeira dura, onde pode-se observar algumas variaveis

entre as espécies e o tipo de madeira.

1.4 O SISTEMA XILANOLITICO

A presenca de diferentes residuos influencia as propriedades quimicas e
estruturais das hemiceluloses, além de requerer a acdo de varias enzimas a sua
degradacdo total. O sistema enzimético responsavel pela degradacao total das
hemiceluloses (Figura 03), contendo xilana como estrutura principal, é composto
principalmente por B-1,4-endoxilanase e B-xilosidase, mas podem estar presentes a-L-
arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55), que remove o0s residuos de L-arabinose
substituidos no C-3 das unidades de xilose (Kaneko et al., 1993); a-glucuronidase (EC
3.2.1.-), que age hidrolisando as ligacdes a-1,2 entre acido glucurdnico e residuos de
xilose em glucuroxilano (Puls & Schuseil, 1993); acetilxilana esterase (EC 3.1.1.6), que
remove grupamentos O-acetil a partir da posi¢cdo C-2 e/ou C-3 dos residuos de xilose
(Shao & Wiegel, 1995) e algumas esterases, como o acido ferrulico esterase e o acido
p-coumarico esterase que clivam na xilana, respectivamente, as ligacdes éster entre
residuos de arabinose e 4cido ferrulico ou acido p-coumarico (Christov & Prior, 1993).

Todas essas enzimas agem cooperativamente permitindo a conversao de xilana
em seus acgucares constituintes. Por exemplo, em Talaromyces emersonii as xilanases
Il e lll sdo incapazes de hidrolisar arabinoxilana se esta néo foi previamente tratada
com arabinofuranosidase, a qual é secretada pelo microrganismo juntamente com as
xilanases (Tuohy et al., 1993). No entanto, em Bacillus subtillis apenas a acao de
xilanases e B-xilosidases foram suficientes para total conversédo de xilana em xilose
(Nanmori et al., 1990). Entretanto, a presenca de todo o complexo enzimético é pouco
comum entre bactérias e fungos (Wong et al., 1988; Coughlan & Hazlewood, 1993).



Introducéo 9

a-4-0-Me-GlcA a-4-0-Me-GlcA
CO0H " CO0H
D H
RO
OH Of

A
a-4-0-Me-GlcA
COOH
K00 =
H

OH

3 OH 0 OH

, A HO 0
0 0 0
3 OH ZOM
B

Figura 02 — Estrutura da arabino-4-O-metilglucuronoxilana de madeira mole (A) e da
O-acetil-4-O-metilglucuronoxilana de madeira dura (B). Os niameros indicam os atomos
de carbono aos quais ligam-se 0s grupos substituintes. Abreviacdes: Ac — grupo acetil;
o-4-O-Me-GIcA - &cido a-4-O-metilglucurdnico; a-Araf — a-arabinofuranose (adaptado

de Sunna & Antranikian, 1997).
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Tabela 03 — Composi¢do quimica de algumas espécies de madeira mole e madeira

dura

Constituinte da Madeira Mole Madeira Dura

parede celular Abies balsamea Pinus strobus Acer rubrum Betula papyrifera
Celulose 42 41 45 42
Lignina 29 29 24 19
Glucuronoxilana 9 9 25 35
Glucomanana 18 18 4 3
Pectina, Amido, etc 2 3 2 1

Adaptado de Saka, 2001.

As B-1,4-endoxilanases (1,4-B-D-xilana xilohidrolase; EC 3.2.1.8) sao comuns na
natureza e tém sido descritas em bactérias terrestres e marinhas, em bactérias
presentes no sistema digestivo dos ruminantes, em fungos, algas marinhas,
protozoarios, caracois, crustaceos, insetos e sementes de plantas terrestres (Dekker &
Richards, 1976). Entre as diferentes func¢des das xilanases estao a biodegradacéo que
permite o fornecimento de fontes de energia metabolizante, a degradacdo de
componentes da parede celular em interacdo com outras enzimas que degradam
polissacarideos e digestdo dos vegetais da dieta (Sunna & Antranikian, 1997).

As xilanases agem clivando as ligagbes glicosidicas internas da cadeia principal
da heteroxilana, resultando em uma diminui¢cdo no grau de polimerizacédo do substrato.
As ligacdes a serem hidrolisadas dependem da natureza do substrato, ou seja, do
comprimento e/ou grau de ramificacdo da xilana, assim como a presenca ou nao de
substituintes. Inicialmente, a clivagem da xilana tem xilooligossacarideos como
produtos formados, mas conforme a hidrélise prossegue, estes podem ser hidrolisados
a xilotriose, xilobiose e xilose (Sunna & Antranikian, 1997). As endoxilanases tém sido
classificadas de diferentes formas, de acordo com:

e Os produtos finais liberados pela hidrolise da xilana, podendo ser nao-
ramificadoras ou ramificadoras, sendo que no primeiro caso ndo ha a liberacdo de
arabinose, ao contrario do segundo (Dekker & Richards, 1976);

e Com o0 ponto isoelétrico e massa molecular. Uma propriedade fisico-quimica
das endoxilanases de fungos e bactérias parece ser a forte relacédo entre os valores
das suas massas moleculares e seus pontos isoelétricos. Aproximadamente 70%
das endoxilanases é&cidas tém massa molecular acima de 30 kDa. Percentuais

proximos estdo relacionados as endoxilanases basicas que mostram valores de
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Figura 03 — Enzimas do complexo xilanolitico envolvidas na degradacdo da xilana e

dos oligossacarideos. Abreviacdes: Ac — grupo acetil; a-O-Me-GIcA — acido a-4-O-

metilglucurénico; a-Araf - a-arabinofuranose (adaptado de Sunna & Antranikian, 1997).
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massas moleculares abaixo de 30 kDa. Entretanto, muitas excecfes tém sido
descritas, sendo encontradas endoxilanases com baixo ponto isoelétrico e baixa massa
molecular ou vice versa (Wong et al., 1988).

Vérias xilanases ja foram purificadas de diferentes microrganismos. Geralmente a
purificacdo dessas enzimas é dificil, necessitando de vérias etapas, sendo que a
recuperacao na maioria das vezes € baixa (Morales et al., 1995; Bataillon, 2000). Além
disso, muitas vezes que se aplicam colunas de filtracdo nos processos, ocorre
interagdo das xilanases com a resina utilizada, dificultando a estimativa da massa
molecular (Gerber et al., 1997).

Na Tabela 04 estdo apresentadas algumas caracteristicas fisico-quimicas de
xilanases purificadas. As xilanases de origem fangicas tém massas moleculares entre 6
— 83 kDa e sao geralmente mais ativas em pHs 3,5 — 6,5 e a 40 — 60°C (Bailey et al.,
1991). Em relagdo as de origem bacteriana, as massas moleculares sdo maiores, entre
15 a 85 kDa, com poucas excecdes. Essas sdo mais ativas em pHs 5,0 — 8,0 e 50 —
80°C (Sunna & Antranikian, 1997).

A inibicdo de xilanases por compostos quimicos especificos pode fornecer
informacdes sobre a estrutura do sitio ativo. Essas enzimas geralmente sdo inibidas
por ions metalicos como mercurio, cobre, ferro, zinco e prata.

As B-D-xilosidases (B-D-xilosideo xilohidrolase; E.C. 3.2.1.37) sé@o exoglicosidases
gue hidrolisam xilooligossacarideos pequenos, a partir da extremidade nédo redutora
(Wong et al., 1988). B-xilosidases séo capazes de clivar substratos artificiais como o p-
nitrofenil B-D-xilosideo (Coughlan & Hazlewood, 1993), como foi demonstrado em
Humicola grisea var. thermoidea (Almeida et al., 1995) e Aspergillus phoenicis (Rizzatti
et al., 2001).

1.5 REGULACAO DO SISTEMA XILANOLITICO

Ainda é necessario desenvolver varios estudos sobre a inducdo e secrecao das
xilanases para possiveis aplicacdes comerciais. Varios trabalhos mostram xilanases
sendo induzidas, mas constitutivas em altos niveis sdo raras. Devido a alta massa
molecular da xilana, ela ndo consegue penetrar na célula e desencadear a sintese das
enzimas xilanoliticas. Sendo assim, como pode ser observado na Figura 04, como
xilose, xilobiose e xilooligossacarideos, liberados da xilana pela acdo de pequenas

guantidades de enzimas produzidas constitutivamente, penetram na célula devido a
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Sintese enzimatica J
r'y
Indugdo Represséo
B-xilosidase
Xil2 Xils Xilooligossacarideos ———— P Xil  Glicose Citosol
AN
Secregdo Permeases Membrana plasmatica
I
Xil2 Xil3 Xilooligossacarideos Meio extracelular
—p Xilanase P
Xilana

Figura 04 — Regulacdo da biossintese de enzimas xilanoliticas. Xilanases constitutivas
degradam xilana a xilooligossacarideos que através da permease entram no citoplasma
desencadeando a transcricdo de outros genes para a producdo de xilanases e f3-
xilosidases. Legenda: Xil — xilose; Xil , — xilobiose; Xil 3 — xilotriose. (Adaptado de

Rizzatti, 2000).
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presenca de uma pB-xilosidase permease, desencadeando um mecanismo de
sinalizacdo para a expresséo de enzimas xilanoliticas. Logo em seguida, devido a acao
de B-xilosidases intracelulares, os xilooligossacarideos sé@o hidrolisados a residuos de
xilose (Biely, 1985).

Pesquisas demonstram que em varios microrganismos a transcricdo é induzida
por moléculas especificas que sinalizam a presenca de substratos extracelulares e
reprimida pelo excesso de substratos intracelulares degradados, como xilose e/ou
glicose (Gancedo, 1992; Ronne, 1995).

Em Aspergillus tubigensis trés endoxilanases séo codificadas pelos genes, xInA,
xInB e xInC (De Graaff et al., 1994). Streptomyces lividans apresenta trés genes que
codificam xilanases (xInA, xInB e xInC). Estes sao expressos na presenca de xilana e
reprimidos na presenca de glicose (Chen & Westpheling, 1998).

Em Trichoderma reesei, o promotor do gene xynl € ativo em substratos como
xilana e xilose, e silenciado na presenca de glicose. O promotor do gene xyn2, do
mesmo organismo, transcreve a proteina em niveis basais, mas é estimulado na
presenca de xilana e xilobiose (Zeilinger et al., 1996). Em Aspergillus terreus (Hrmova
et al., 1991), a xilobiose, assim como em Trichoderma reesei, induz a expressao de
xilanase. Em Cryptococcus albidus (Biely, 1985), xilose reprime a sintese de xilanase
enquanto que em actinomicetos termofilicos este ndo tem influéncia sobre a regulacao
da expresséo xilanasica (McCarthy et al., 1985).

A repressdo catabdlica por carbono, mediada por CREA (repressora da
transcricdo), no controle de xilanases tem sido estudada em Aspergillus nidulans
(Pifiaga et al., 1994; Orejas et al., 1999). Mach et al. (1996) concluiu estudando a
repressédo catabdlica por carbono em T. reesei, que a repressao da transcricdo do gene
xynl foi mediada pelo repressor Crel que “in vivo” liga-se a dois dos quatros sitios
consensos (5-SYG-GRG-3') no promotor xynl. De Graaff et al. (1994) demonstraram
gue em Aspergillus tubigensis e Aspergillus nidulans a repressao catabdlica do gene
xInA é controlada em dois niveis: diretamente pela repressao deste gene por CREA e
indiretamente pela repressao de ativadores da transcricao.

1.6 IMPORTANCIA INDUSTRIAL DAS ENZIMAS XILANOLITICAS
Enzimas que degradam a xilana possuem consideravel potencial em varias

aplicacdes biotecnologicas. Estas estdo envolvidas na bioconversdo da xilana,

altamente presente em residuos agricolas e em residuos provenientes de industrias
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alimenticias, em xilose, 0 qual age como substrato na obtencao de etanol através de
processos de fermentacdo (Chandrakant & Bisaria, 2000) e em xilitol, utilizado como
adocante em varios tipos de alimentos (Parajo6 et al., 1998).

Recentemente, o interesse em xilanases, aumentou devido ao Sseu uso em
processos de branqueamento da polpa de papel. Atualmente, existem processos de
branqueamento que utilizam diéxido de cloro no lugar de cloro elementar e processos
totalmente livres de cloro (TFC).

Atualmente, o processo de producéo de papel mais utilizado é o “Processo Kraft”,
0 qual se inicia com o cozimento de cavacos de madeira em uma solugédo contendo
hidroxido de sodio, sulfito e bissulfeto. Nesta etapa, aproximadamente 90 — 95% da
lignina, principal responsavel pela cor escura do papel, é solubilizada, além disso,
neste processo a madeira é degradada em celulose, a qual é posteriormente lavada
com oxigénio (Pré-branqueamento). O passo seguinte € o brangueamento, o qual gera
uma polpa branca o suficiente para produzir papel. Nesta etapa, sao utilizados dioxido
de cloro, peroxido de hidrogénio, oxigénio e hidroxido de sodio os quais agem
degradando os anéis da lignina, acarretando na sua solubilizacdo durante o processo
(Gellerstedt, 2001). O aspecto da polpa de celulose nas diferentes etapas esta
apresentado na Figura 05.

No entanto, o uso de produtos com cloro resulta na producdo de compostos
organoclorados provenientes da combinacéo de lignina, oriunda da polpa de celulose, e
do cloro utilizado. Esses compostos sdo altamente toxicos e mutagénicos acarretando
na necessidade de se tratar os efluentes originados na producéo do papel (Viikari et al.,
1994).

Neste contexto, a partir da década de 80 comecaram a ser estudadas enzimas
que pudessem auxiliar neste branqueamento diminuindo a quantidade de cloro
utilizado. As enzimas mais efetivas foram as xilanases, as quais levam a diminuicao de
20 — 30% do cloro utilizado e substituicdo de 5 — 7 Kg de dioxido de cloro por tonelada
de polpa kraft e diminuem em média 2 — 4 unidades do numero kappa (quantifica
lignina presente na polpa de celulose) em relagao a polpa n&o tratada (Milagres, 1994).
Além disso, a utilizagdo de xilanases mantém a integridade das fibras de celulose, no
entanto esse mecanismo ndo é bem entendido ainda (Viikari et al., 1994).

Existem algumas teorias que tentam explicar como as xilanases auxiliam no
branqueamento da polpa de celulose. Uma delas menciona que o tratamento com
xilanases remove a xilana precipitada sobre a lignina no final do cozimento kraft, ou

seja, quando o pH da polpa cai. A remocédo dessa xilana precipitada provavelmente
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Figura 05 — Aspecto da polpa de celulose em diferentes elapas da producao de papel
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aumentaria a exposicdo da lignina as substancias utilizadas na etapa de
branqueamento como pode ser observado na Figura 06 (A) (Viikari et al., 1994).

A outra teoria estd relacionada a propriedade da lignina se ligar a
polissacarideos, como xilana por exemplo. Algumas dessas ligacdes sao alcali-
resistentes e ndo sao hidrolisadas durante o cozimento kraft, portanto resquicios de
lignina permanecem ligados as hemiceluloses. Sendo assim, a utilizacdo de xilanases
clivaria a xilana em pequenos fragmentos, facilitando a remocdo desses, juntamente
com a lignina nas posteriores lavagens e na etapa de branqueamento da polpa, Figura
06 (B) (Paice et al., 1992).

Entretanto, as xilanases empregadas nesta tecnologia, devem remover a xilana
preservando a celulose presente, ou seja, as enzimas celuloliticas devem estar
ausentes permitindo a preservacdo das propriedades da polpa. Além disso, estas
xilanases, devem ser ativas em temperaturas altas e em pH alcalinos (Subramaniyan &
Prema, 2000).

A aplicacéo de xilanases em industrias alimenticias é vasta. Por exemplo, essas
enzimas sao utilizadas, juntamente as celulases e pectinases, permitindo a hidrélise de
componentes da parede celular e diminuicdo da viscosidade e a clarificacdo dos sucos
de frutas (Wong et al., 1988, 1993).

Em panificacles, a aplicacdo de xilanases € benéfica, entretanto sua acdo nao é
bem entendida. Postula-se que a habilidade das endoxilanases de hidrolisar
arabinoxilanas facilita a redistribuicdo da agua na massa, favorecendo seu volume,
textura e estabilidade. Além disso, a acdo dessas enzimas aumenta o valor nutritivo do
alimento (Poutanen et al., 1987).

Na producéo de vinhos, xilanases sao usadas acarretando a hidrdlise da parede
celular das uvas, facilitando a maceracéo da casca da uva, a clarificacdo e aumento da
gualidade e estabilidade do vinho (Galante et al., 1998).

Na industria de racfes animais, o0 uso de xilanases aumenta o valor nutritivo da
dieta, pois acarreta em uma melhor digestdo e absorcdo dos componentes das racées
(Galante et al., 1998; Graham et al., 1998).

Finalmente, as xilanases séo utilizadas no processamento de fibras vegetais,
como canhamo ou o linho na industria téxtil. Segundo Prade (1995) a incubacédo de
caules de rami secos com xilanases libera fibras de celulose intactas que nao

necessitam de um branqueamento intensivo.
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Figura 06 — Mecanismos propostos de branqueamento da polpa de papel utilizando

xilanases. Em A teoria proposta por Viikari et al. (1994) e em B por Paice et al. (1992).

Legenda; L: lignina; H: hemicelulose; RX: xilana precipitada; C: celulose.
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Na Tabela 05 estdo apresentadas algumas xilanases comercializadas. Observa-
se que 0s microrganismos mais utilizados para obtencdo destas enzimas sao
principalmente dos géneros Aspergillus e Trichoderma, sendo a fermentacdo submersa
a mais utilizada. Algumas propriedades dessas xilanases sdo: temperaturas 6timas
entre 50 — 65°C, sendo suas estabilidades nestas temperaturas de 10 — 30 minutos.
Em relacdo aos pHs o6timos de ensaio, estes variam entre 4,0 — 7,0, entretanto a
maioria possui pHs o6timos entre 4,5 — 5,0. Essas xilanases sao aplicadas em varios

setores industriais, principalmente na alimentacao e racoes.

1.7 O ORGANISMO EM ESTUDO

O organismo em estudo foi recentemente isolado, no laboratério, a partir de uma
placa de Petri contendo meio de batata e mantida na geladeira. O microrganismo foi
identificado, segundo a descricdo de Raper & Fennel (1965), como Aspergillus
caespitosus. As colbnias deste microrganismo variam distintamente sobre diferentes
meios; sobre solucdo Czapek seu crescimento € lento atingindo diametro de 3 a 4 cm,
em trés semanas, a temperatura ambiente (24 — 26°C), sdo planas ou enrugadas,
micélio amplamente submergido e extremamente forte, dispersando com dificuldade,
produz numerosas cabecas colunares verde-escuras, de hemisféricas a livres, no
centro da colbnia.

O género Aspergillus € um modelo bioldgico classico e em geral tem grande
relevancia pratica, por existirem espécies produtoras de enzimas industriais
importantes, acidos organicos, e outros produtos. A producéo de xilanases foi descrita
em diferentes espécies de Aspergillus: A. awamori (Adolph et al., 1996; Verbruggen et
at., 1998), A. fischeri (Raj & Chandra, 1996), A. nidulans (MacCabe et al., 1998), A.
oryzae (Bakalova et al., 1996; Kitamoto et al., 1999), A. phoenicis (Rizzatti et al., 2001),
A. sojae (Kimura et al., 1995), A. niger (Sardar et al., 2000), A. tamarii (Kadowaki et al.,

1997), A. versicolor (Carmona et al., 1997), entre outros.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos:

A) Otimizacdo da producdo e atividade xilanolitica sintetizada pelo fungo
Aspergillus caespitosus em fermentacdes submersas e caracterizacao

bioquimica dos extratos brutos obtidos;

B) Otimizacdo da producdo e atividade xilanolitica sintetizada pelo fungo
Aspergillus caespitosus em fermentacbes semi-solidas e caracterizacao

bioquimica dos extratos brutos obtidos;

C) Purificacdo e caracterizacdo bioquimica de duas xilanases secretadas por
Aspergillus caespitosus;

D) Avaliacdo do efeito da adicdo de xilanases secretadas por Aspergillus

caespitosus no biobranqueamento e na viscosidade de polpas de celulose.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 O ORGANISMO

Este trabalho utilizou o fungo Aspergillus caespitosus, recentemente isolado no
laboratorio de uma placa a 4°C contendo meio de batata (PDA), previamente
autoclavado. O microrganismo foi identificado segundo a descricdo de Raper & Fennel

(1965), na Fundacéo André Tosello Pesquisa e Tecnologia, Campinas, SP.

3.2 MANUTENCAO DA CEPA

As linhagens foram mantidas em meio de batata sélido (PDA), para o qual foram
cozidos 300 gramas de batata em pedacos em agua destilada. Os pedacos foram
macerados em um recipiente, juntamente com a agua onde foram fervidos, formando
um liquido viscoso. O préximo passo foi filtrar este liguido em uma proveta, com o
auxilio de uma gaze que retém os pedacos da batata. Acrescentou-se 20 g de agar, 20
g de glicose e completou-se o volume com agua destilada para 1000 mL. O meio foi
autoclavado (1,5 atm, 15 minutos) e colocado em placas de Petri. Apds solidificacéo as

placas foram mantidas na geladeira a 4°C até in6culo.
3.3 CONDIQ()ES DE CULTIVO EM FERMENTAQAO SUBMERSA

Conidios de Aspergillus caespitosus foram suspensos em agua destilada na
concentracéo de 1,0 x 10’ esporos/mL. Um volume de 1 mL da suspensdo de esporos
foi inoculado em 25 mL de meio liquido (concentracdo final de 1,6 x 10*/mL), contido
em frascos Erlenmeyer de 125 mL. Foram analisados 0s seguintes meios:

Meio Czapek (Wiseman, 1975)

N2 1 2 0,39
=10 VOO 0,1g
MOS0 7H2O oo e e eeee e ee e 0,05 g
K e e ettt e et 0,05 g
FES0A.TH2O oot e e e et 0,001 g
L] [ToT0 1Y 2049
AgUua deSHIA0A G.S.Puveveeveieiecee e 100 mL

pH ajustado para 6,0
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Meio Vogel (Vogel, 1964)

Solucéo de sais [50x]

Citrato de SOdio.5 HoO.....oooeeiiiieeciee e 50¢g
NHANOS. ottt ettt 10,0 g
KHoP O oo n ettt 2509
MOSO4TH20 . e e e 109
(OF= 101 2] o P © P UU SRR 05¢9
Solucdo de Tragos de elementos........ccovveeeiveeiiiiiiiine e 0,5mL
(O (0] 0] {0141 41 o TR 0,2 mL
Agua destilada 0.S.Pu..cveeerireeeeiieeee et 100 mL
Solucéo de Biotina

BIOTINA. ...t araees 0,005 g
ELANOI 5090, ....eueiiii e eaaaees 100 mL
Preparacéo do Meio:

Solucado de Sais de Vogel [50X]....uuuiiiiieeriiiiiiiiiiiiie e 2,0 mL
Yo [0 [oF= Lol o [N =] o) 1] o - VR RRPPSRR 20 uL
€[ Tod 01 = TSR 2,09
Agua destilada 0.S.P...cveeveireeeeire e 100 mL

pH ajustado para 6,0

Meio SR (Rizzatti et al., 2001)

Solugéo de sais [20x]

[ P = © TP EURR PP 0,39
MOSO4TH20 .. 0,24 ¢
NHAH2PO oo e e 109
Agua destilada 0.S.Pu..cveevrireeeeieeee it 100 mL
Preparacdo do meio:

SOIUGAO0 A€ SAUS [20X].rruuuieeeeeiieeiiiiiiie e e e e e e et e e e e e e eer e e eaees 50mL
PPIONA. .t 0,029
EXtrato de LeVEAUIa........ccuuuuiiiiieecieeeeiiie et 0,45¢g
€] [To0 1T 20g
Agua destilatda 0.S.P....ccvevveeeeieeeeeieeeeee e 100 mL

pH ajustado para 6,0
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Meio de Khanna (Khanna et al., 1995)

Solucéo de sais [20x]

NHANO G coe et e e e e e e e e eraaaeeaeaas 20¢g
KH2P O 4 ettt ettt 1,39

MOSO4.TH20 .. i 0,362 g

O P PERRR 0,098 g

MNSO4H20. ... e 0,0138g

ZNSO4H20. .. i ——————— 0,007 g

FEs (SO4) 3.6H20. ...ttt e 0,0066 g

CUSO4E5H20 ... s 0,0062 g

Agua destilada 0.S.P.....eeeeiieeeeiece et s 100 mL

Preparacdo do meio:

SOIUGAO A€ SAUS [20X].eruuueeeeiiiieiiiiiiie ettt 5,0 mL
EXrato de LeVEAUIA..........eeeiieee e 0,19
€ 1o 0 1= 2SR 20g
Agua Destilada .S.P.....cveeeiriiieeee et 100 mL

pH ajustado para 6,0

Meio YG (Cove, 1966)

Solucéo de sais [20 X]

NAN O G e 1209
OO 1,04 g
KH2P O g oot 3,049
MOSO4.TH20 .. ettt 1,049
Agua destilada 0.S.Pu..cveecveireeceeireeee e, 100 mL
Solucéo de Tracos de elementos pH 6,5-6,8
ZNSO4.TH20 . et 2,29
HaB O3 e ettt et e et e e e e e e 1,19
MNCI2AH20. .. e 0,59
FESOATHO . e 0,59
COCI2 BH2O oo 0,16 g
CUSOLEH20 ... e 0,16 g
(NH2)6MO70248H20. ..ottt 0,11 g
N E =1 0 7N 509

Agua destilada 0.S.P...cveeerieeeeeieeee et 100 mL
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Preparacdo do meio:

SOIUGAO0 A€ SAUS [20X].rruuuieeeeiiieeiiiiiiie e e e e e e et e e e e e e eererar e e eeees 50mL
Solucado de tragcos de elementos............c.uvveiiiieeeiiieeiiieie e 0,1 mL
GlICOSE. ettt 10g
Agua destilada 0.5.p......coveeveeeeeeeeeeee e 100 mL

pH ajustado para 6,0

3.3.1 FONTES DE CARBONO E NITROGENIO UTILIZADAS EM CULTURAS
SUBMERSAS

Véarios compostos foram testados como fonte de carbono para cultivos submersos
como: glicose, frutose, celobiose, maltose, avicel, xilose e xilana. Além desses, outros
compostos mais complexos e alguns residuos agroindustriais foram analisados (aveia,
bagaco de cana, farelo de trigo, farinha de mandioca, palha de arroz e sabugo de milho
triturado). Estas fontes de carbono foram adicionadas ao meio de cultivo na
concentracdo de 1 a 2% (p/v) conforme o experimento.

Os compostos testados como fontes de nitrogénio foram: acetato de amaonio,
caseina, extrato de levedura, nitrato de amoénio, peptona, sulfato de aménio e uréia, em

concentracdes variando de 0,02 — 1,25% (p/v) conforme especificado em Resultados.
3.3.2 OBTENGAO DAS PREPARAGOES ENZIMATICAS

Apos o crescimento sob agitacdo por periodos pré-determinados conforme o
experimento, as culturas foram filtradas a vacuo em funil de Blchner permitindo a
obtencéo de um filtrado do meio livre de células e um micélio. O filtrado foi dialisado em
agua destilada e posteriormente usado na dosagem das enzimas extracelulares. O
micélio foi macerado, com o auxilio de um pistilo, em gral de porcelana com areia
lavada e pré-tratada com solucdo sulfocrdmica, neutralizada com varias lavagens de
agua destilada, e ressuspenso em 5 mL de agua destilada. Posteriormente, este
homogenato celular foi centrifugado (10.000 x g, 20 minutos) e o sobrenadante utilizado

para a dosagem das enzimas intracelulares e das proteinas.
3.4 CONDICOES DE CULTIVO EM FERMENTACAO SEMI-SOLIDA

Um volume de 1 mL com aproximadamente 10’ esporos de Aspergillus

caespitosus foi inoculado em frascos de 95 mL contendo 2 gramas de farelo de trigo
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(FT) ou bagaco de cana-de-acucar (BCA) e 4 mL ou 8 mL de agua de torneira
respectivamente, exceto no experimento onde variou-se o0 volume de liquido
adicionado. Foram comparados também, a adicdo de sais de Vogel, SR, Khanna ou
apenas agua destilada neste mesmo volume. Os frascos suplementados com FT ou
BCA foram incubados a 30°C durante 5 e 11 dias, respectivamente. Nos experimentos
onde algum desses parametros foi modificado, o procedimento utilizado esta descrito

nas legendas.

3.4.1 OBTENCAO DAS PREPARACOES ENZIMATICAS

Apoés o periodo de incubacédo, adicionou-se aos frascos 30 — 180 mL de agua
destilada gelada. Os frascos foram mantidos em uma incubadora com agitagao orbital a
150 rpm durante 30 minutos, a 4°C. As culturas foram filtradas a vacuo em funil de
Buchner permitindo a obtencé@o de um filtrado do meio livre de células e do substrato.
Este filtrado foi dialisado contra agua “overnight” e posteriormente utilizado na dosagem

de xilanase e protease neutra. O micélio foi descartado.

3.4.2 FONTES DE CARBONO E NITROGENIO UTILIZADAS EM CULTURAS
SEMI-SOLIDAS

Além do FT e do BCA, outras fontes de carbono foram testadas: farinha de
mandioca, aveia e palha de arroz. Em relagdo as fontes de nitrogénio foram avaliadas:
extrato de levedura, nitrato de aménio, peptona e sulfato de aménio nas concentracdes
de 0,5 - 30% (p/p).

3.5 EFEITO DA ADICAO DE GLICOSE EM CULTURAS SUBMERSAS E SEMI-
SOLIDAS

Solugbes de glicose foram adicionadas nas concentragcdes de 0,25 a 0,75% (p/v)
aos meios liquidos suplementados com 0,25 a 0,75% (p/v) de BCA ou FT,
respectivamente. Esses meios foram incubados sob agitacédo a 100 rpm a 40°C durante
24 — 120 horas. Em fermentacdo semi-sOlida, o acuUcar foi adicionado em
concentragbes de 2 — 10% (p/p), neste caso foi analisado apenas um periodo de
cultivo, sendo 5 e 10 dias para meios suplementados com FT e BCA, respectivamente.
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3.6 ANALISE DO CRESCIMENTO E DETERMINACAO DAS ATIVIDADES
ENZIMATICAS

3.6.1 ANALISE DO CRESCIMENTO DO MICRORGANISMO

O crescimento do fungo em meio liquido foi avaliado pela quantificacdo das
proteinas presentes no sobrenadante do homogenato celular (item 3.3.2) pelo método
colorimétrico de Lowry (Lowry et al.,1951), o qual utiliza alboumina de soro bovino como

padrao.

3.6.2 DETERMINACAO DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS

A atividade xilanolitica foi determinada pela formacdo de acuUcares redutores
(xilooligossacarideos) a partir da xilana Birchwood ou Oat spelt (Sigma) pelo Método do
acido 3,5-dinitrosalicilico, DNS (Miller, 1959). A mistura da reacdo foi composta de
0,25 mL de solucao de substrato 1% (p/v) em agua destilada, 0,15 mL de tampdo MES
100 mM, pH 6,5 e 0,1 mL da enzima extracelular. A reagéo foi realizada a 55°C e
aliquotas de 0,1 mL foram retiradas em diferentes tempos e adicionadas a 0,1 mL de
DNS. Para cada reacao enzimatica foi determinado um branco, onde imediatamente
apo0s a preparacdo da mistura da reacdo, 0,1 mL desta foi adicionada a 0,1 mL de
DNS.

Em seguida, os tubos foram vedados, fervidos por 5 minutos e posteriormente,
adicionou-se nestes 1,0 mL de agua destilada. As leituras espectrofotométricas foram
realizadas a 540 nm, utilizando-se uma curva padrdo de xilose (0 — 1 mg/mL). A
unidade de atividade xilanésica foi definida como sendo a quantidade de enzima capaz
de liberar 1 umol de xiloolissacarideos (grupos redutores) por minuto. A atividade
especifica foi expressa em unidade de atividade total por mg de proteinas totais
extracelulares (U/mg prot.).

As atividades da CM-celulase, avicelase, amilase, poligalacturonase, invertase e
pectinase foram dosadas da mesma forma descrita para xilanase, entretanto utilizando
CM-celulose, avicel, amido, acido poligalacturdnico, sacarose e pectina 1% (p/v) como
substrato e uma solucao de glicose (0 — 1 mg/mL) para obtencdo de uma curva padréo,
com excecdo de quando analisou-se as atividades da poligalacturonase e pectinase,

onde utilizou-se acido monogalacturénico para obtencao da curva padrao.
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As atividades B-xilosidasica, arabinofurandsica, glucosidase e galactosidase
foram analisadas usando o0s substratos sintéticos p-nitrofenil-xilanopiranosideo, p-
nitrofenil-arabinofuranosideo, p-nitrofenil-glucanopiranosideo e p-nitrofenil-
galactosideo. As misturas de reagfes foram compostas de 0,2 mL de solucdo de
substrato 1% (p/v) em agua destilada, 0,2 mL de tampdo MES pH 6,5 e 0,1 mL de
filtrado. As reacdes foram conduzidas a 55°C e aliquotas de 0,1 mL foram retiradas em
diferentes tempos e interrompidas pela adicdo de 1 mL de solugdo saturada de
tetraborato de sodio. Para cada reacdo foi determinado um branco. As leituras
espectrofotométricas foram realizadas a 405 nm, utilizando-se uma curva padrdo de p-
nitrofenol. Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de enzima capaz

de liberar 1umol de p-nitrofenol por minuto.

3.6.3 ATIVIDADE PROTEOLITICA

A atividade proteolitica foi determinada pela formacdo de aminoéacidos,
oligopeptideos e peptideos a partir de uma solugcédo de caseina 1% (p/v). A mistura da
reacao foi composta de 4 mL de caseina 1% (p/v) dissolvida em tampéao Tris 0,1M, pH
7,0 mais 1 mL do filtrado das culturas submersas ou semi-solidas. A reacao foi
realizada a 35 — 40°C. Aliquotas de 1 mL foram retiradas em diferentes tempos,
adicionadas em 1 mL de TCA 10% e depositadas na camara fria por pelo menos 12
horas. Posteriormente, a mistura foi centrifugada a 3.000 x g por 10 minutos. O
sobrenadante (1 mL) foi utilizado na dosagem de proteinas pelo método de Hagihara et
al. (1958) utilizando uma curva padrdo de tirosina (0 — 0,1 mg/mL). Uma unidade de
atividade enzimatica foi definida como a quantidade capaz de liberar 1 pg/mL de

tirosina por minuto.

3.7 CONDICOES DE CULTIVO PARA PURIFICACAO DAS XILANASES

Os conidios do Aspergillus caespitosus foram suspensos em agua destilada na
concentracdo de 1,0 x 10’ esporos/mL. Um volume de 1 mL da suspensdo de esporos
foi inoculado em 25 mL de meio liquido (concentracdo final de 4,0 x 10°), contido em
frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo BCA 1% (p/v), sais SR 5% (v/v) juntamente
com sulfato de amoénio 0,5% (p/v) e peptona 0,02% (p/v). O pH inicial do meio foi
ajustado para 8,0. O microrganismo foi cultivado durante 48 horas, a 40°C, sob

agitacdo a 100 rpm. ApGs o crescimento, as culturas foram filtradas a vacuo em funil de
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Buchner permitindo a obtencéo de um filtrado do meio livre de células e um micélio. O
filtrado foi dialisado em agua destilada e posteriormente usado na dosagem das

enzimas extracelulares. O micélio foi descartado.

3.8 PURIFICACAO DAS XILANASES SECRETADAS

O extrato bruto, 150 mL, obtido de culturas submersas, como descrito no item 3.7,
foi dialisado contra agua destilada por 16 horas aproximadamente, a 4°C, e em
seguida, foi liofilizado. A amostra foi dissolvida em 1,0 mL de 4gua destilada e aplicada
em uma coluna Sephadex G-100 (52 cm X 1,3 cm), previamente equilibrada em
tampdo acetato de sodio 10 mM, pH 5,5. O fluxo da coluna foi de 9,0 mL por hora.
Foram coletadas fracbes de 1,07 mL para leitura a 280 nm e dosagem enzimética,
sendo que aquelas que continham maior atividade xilanasica foram reunidas em dois
“pools” e posteriormente dialisadas. Para determinar as massas moleculares das
enzimas foram aplicados na coluna marcadores moleculares (alcool desidrogenase,
150 kDa; albumina de soro bovino, 66 kDa; e anidrase carbbnica, 29 kDa), os quais
permitiram obter uma reta padrao. O volume “void” (Vo) foi de 23 mL, determinado com
Blue Dextran.

3.9 CARACTERIZACAO ENZIMATICA EM GEL DE ELETROFORESE EM
CONDICOES NAO DESNATURANTES (PAGE)

As eletroforeses em condicbes nao-desnaturantes foram realizadas segundo a
metodologia de Davis (1964), para proteinas acidas. Os géis utilizados tinham a
concentracdo de 6% de acrilamida e foram polimerizados em placas de vidro (7,2 x
10,2 cm). Amostras obtidas da coluna cromatografica Sephadex G-100 foram
dialisadas contra agua destilada, liofilizadas e ressuspensas em tampao de corrida
(Tris — HCI 0,05 M e glicina 0,036 M, pH 8,9). As amostras foram diluidas na proporcao
de 10:1 neste tampéo, adicionou-se azul de bromofenol 0,002% (p/v) e glicerol 10%
(p/v). Foram aplicados 20 uL desta mistura no gel. As eletroforeses foram realizadas no
tampé&o de corrida durante 1 — 2 horas sob corrente de 70 mA e 120 V.

Apés a corrida, os géis foram corados por prata segundo a metodologia descrita
por Blum et al. (1987). Inicialmente, as proteinas foram fixadas por 1 hora em solugéo
de metanol 50% (v/v), acido acético 12% (v/v) e formaldeido 0,05% (v/v).

Posteriormente, o gel foi tratado com duas solugbes de etanol 50% (v/v), uma a cada
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20 minutos, e por uma terceira solucdo de etanol 30% (p/v), por mais 20 minutos. ApGs
lavagem com agua destilada, os geéis passaram por um tratamento com tiossulfato de
sédio 0,02% (p/v) por 1 minuto e, imediatamente, enxaguado com 3 banhos
consecutivos de agua destilada por 20 segundos cada. Em seguida, os géis foram
submetidos a uma impregnacdo por prata por 20 minutos, com solugdo contendo
nitrato de prata 0,2% (p/v) e formaldeido 0,075% (v/v). Retirou-se o0 excesso de nitrato
de prata com duas lavagens de agua destilada por 20 segundos cada. Finalmente, os
géis foram revelados em solucdo de carbonato de sodio 6% (p/v), tiossulfato de sédio
0,0004% (p/v) e formaldeido 0,05% (v/v). A revelacdo foi parada pela adicdo de uma
solucdo composta por metanol 50% (v/v) e acido acético 12% (v/v). Os geéis foram
mantidos em solucdo de metanol 50% (v/v) por 30 minutos e posteriormente secos
entre folhas de papel celofane natural umedecida com uma solugéo de metanol 40%
(v/v) e glicerol 15% (v/v) para conservagao.

3.10 CARACTERIZACAO ENZIMATICA EM GEL DE ELETROFORESE EM
CONDICOES DESNATURANTES (SDS — PAGE)

As eletroforeses em condi¢cdes desnaturantes foram realizadas em gel de
poliacrilamida conforme metodologia descrita por Laemmli (1970). Os géis utilizados
tinham a concentracéo de 12% de acrilamida e foram polimerizados em placas de vidro
(7,2 x 10,2 cm). As amostras foram preparadas na propor¢ao de 1:1 em tampéo de
amostra (glicerol 20%, SDS 4%, azul de bromofenol 0,002% e Tris 0,12 M, pH 6,75) e
aquecidas durante 3 minutos em agua fervente. As eletroforeses foram realizadas em
tampdo composto por Tris 0,025 M, glicina 0,19 M e SDS 0,1%, pH 8,3, durante 1-2
horas sob corrente de 70 mA e 120 V. A coloracdo dos géis foi realizada utilizando-se
Coomassie Blue.

Como marcadores de massa molecular foi utilizado o kit Dalton Mark VII — L
(Sigma) composto pelas seguintes proteinas: albumina de soro bovino (66 kDa),
ovoalbumina (45 kDa), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (36 kDa), tripsinogénio
(24 kDa) e lactoalbumina (14,2 kDa).

3.11 GEL DE ATIVIDADE

A atividade xilanasica foi determinada utilizando-se o corante Remazol Brilliant

Blue R-xylan (RBB-xylan). A revelacéo foi realizada da seguinte maneira: foi feito um
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gel de poliacrilamida (PAGE), como descrito no item 3.9, ap6s corrida, o PAGE foi
colocado sobre um gel (“overlay”) constituido de RBB — Xylan (1,5 g), tampao MES 100
mM pH 6,5 (100 mL) e agar 2%. Os géis foram incubados a 40°C e permaneceram

unidos até que se percebesse uma banda incolor.

3.12 DETERMINACAO DO CONTEUDO DE CARBOIDRATOS E DO PONTO
ISOELETRICO (pl)

Os conteudos de carboidratos das xilanases extracelulares purificadas foram
estimados através da metodologia do fenol-sulfurico descrita por Dubois et al. (1956).
Esse experimento foi realizado da seguinte maneira: adicionou-se 1 mL de &cido
sulfarico concentrado em uma mistura composta por 400 uL da enzima xyl 1 ou xyl 2
mais 10 uL de fenol 80% (v/v). Essa mistura foi agitada e colocada em gelo por 10
minutos. Posteriormente, essa foi incubada a 30°C. Percorridos 15 minutos, a mistura
foi novamente agitada e procedeu-se a leitura a 490 nm. Foi realizado um branco, onde
no lugar da enzima, foi adicionado 4gua destilada. Para determinacdo da porcentagem
de carboidratos utilizou-se uma curva de manose (0 — 0,4 mg/mL) como padréo.

Os pontos isoelétricos das enzimas purificadas foram determinados em gel de
disco de poliacrilamida, de acordo com a metodologia proposta por O’Farrel et al.
(1983), utilizando anfdlitos com pHs de 3,0 — 10,0. Apds corrida, o gel contendo a
amostra foi fatiado, incubado em tampao MES 100 mM, pH 6,0 — 7,0 por 1 hora. Neste
periodo foram realizadas 3 trocas do tampao. Finalmente, dosou-se a atividade
xilanésica, como descrito no item 3.6.2, nos tubos contendo as fatias. O gel controle foi
fatiado e incubado “overnight” em uma solugdo de KCI 25 mM, para posterior
determinacdo do pH. Finalmente, determinou-se qual fatia do gel controle era

equivalente a maior atividade xilanasica obtida.

3.13 INFLUENCIA DA COMPOSICAO DE DIFERENTES SOLUCOES TAMPOES E
SEUS RESPECTIVOS pHs SOBRE AS ATIVIDADES XILANASICAS

As atividades xilanasicas foram dosadas em diferentes solu¢cbes tampdes a 100
mM. Os tampdes avaliados foram: MES (acido 2-[N-morfolino]etanosulfénico), fosfato
de sdédio, acetato de sodio, citrato de s6dio, HEPES (acido N-[2-hidroxietil]piperazino

N’- [2 etanosulfénico), BIS- Tris (bis [2-hidroxietilliminotris metano) e TAPS (acido N-tris
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[hidroxymetil] metil -3-amino propanosulfénico). Foram testados pHs na faixa de 4,0 a
10,0.

3.14 INFLUENCIA DA ADICAO DE DIFERENTES IONS, EDTA E B -
MERCAPTOETANOL SOBRE AS ATIVIDADES XILANASICAS

Testou-se a adicao de diferentes ions (HgCl,; NH4CI; CaCl,; ZnCl,, BaCl,; CuSOy;
CuSO0Oq4; NaCl; MgSOg4; MnCly; MgCly; AICI; e CoCly), B - Mercaptoetanol e EDTA na
concentracdo final de 1 — 20 mM sobre as atividades xilanasicas extracelulares

purificadas.

3.15 DETERMINACAO DAS CONSTANTES CINETICAS

As constantes cinéticas (Kn € Vmax) das xilanases 1 e 2 foram determinadas
conforme os procedimentos graficos propostos por Lineaweaver & Burk (1934) e Hanes
(21932) utilizando-se o programa Enzyplot (Leone et al., 1995). O substrato utilizado foi
xilana birchwood nas concentragcdes de 0,5 — 20,0 mg/mL, na presenca ou ndo de 10
mM de B-mercaptoetanol. As atividades xilanésicas foram determinadas nas condi¢des
otimas de cada enzima, ou seja, para xyl 1 tampdo MES 100 mM, pH 7,0, a 55°C e
para xyl 2, tampédo MES 100 mM, pH 6,0, a 50°C.

3.16 BIOBRANQUEAMENTO DA POLPA DE CELULOSE

3.16.1 POLPA

Foram utilizadas duas polpas de celulose, uma proveniente da Companhia Bahia
Sul Celulose e outra da Companhia Celulose Papel Votorantin (CELPAV). A primeira
tinha uma coloracdo mais clara e os grumos de papel eram menores aos observados
na polpa da CELPAV.

3.16.2 CONSISTENCIA DAS POLPAS (%)

A consisténcia foi determinada pela relacdo massa seca/massa Umida. Pesou-se
a polpa determinando-se a massa umida (m.u.), depois colocou-se aproximadamente
1,0 g de m.u. em uma estufa a 75 — 80°C. De tempo em tempo, pesava-se a polpa até

a massa estabilizar, resultando no valor de massa seca (m.s.). Para calcular o quanto
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de agua destilada deveria ser adicionada a polpa para obter uma determinada
consisténcia, foi utilizada a seguinte equacao:

Onde, por exemplo:

Volume de agua destilada m.s.=10g
adicionada para uma =< m.s. —m.u. —vol. de enzima m.u.= 26 g
dada consisténcia (C) C C=0,1(10%)

Vol. de enzima = 2,5 mL para 100 U

3.16.3 TRATAMENTO ENZIMATICO DAS POLPAS

Para as sequéncias do branqueamento foram utilizados 10 g de polpa seca. Os
pHs das polpas foram padronizados para 6,0 — 6,5 com uma solucéo diluida de acido
sulfarico, com excecdo de um experimento onde os pHs das polpas ndo foram
acertados, apenas adicionou-se agua destilada. O pH obtido nesta condicao foi de 8,0
— 8,15. Posteriormente, foram adicionados as polpas agua destilada e xilanases (3 — 12
U/g polpa seca) até atingir consisténcia de 10% (0,1), utilizando a equacéo descrita no
item 3.16.2. As xilanases adicionadas eram provenientes dos extratos brutos das
fermentacdes submersas e semi-sélidas suplementadas com FT ou BCA. Foram
adicionadas também xilanases purificadas. A mistura enzima - polpa foi colocada em
sacos de polietileno vedados com seladora e incubada a 55 - 65°C por 120 minutos.

ApoOs este tratamento as polpas foram lavadas exaustivamente e tiveram suas
consisténcias determinadas. Separou-se 5 g de massa seca para a extracao alcalina,
0,125 g para a determinacdo de viscosidade e 0,5 — 1,0 g para determinagcdo do
numero Kappa. O restante da polpa foi descartado.

A extracdo alcalina, realizada apds o tratamento enzimatico, foi feita da seguinte
maneira. Adicionou-se, a 5 g de polpa seca, NaOH para concentracéo final de 2,2%. A
consisténcia foi ajustada para 12% (0,12). As polpas foram mantidas em sacos de
polietileno, por 60 minutos a 65°C. Apds esta etapa as amostras foram lavadas e
colocadas em estufa “overnight”, a 60°C. No dia seguinte colocou-se as amostras em
um dessecador com silica por 60 minutos e pesou-se 0,125 g de m.s. para

determinacao da viscosidade e 0,5 a 1,0 g para determina¢do do numero Kappa.
3.16.4 DETERMINAQAO DO NUMERO KAPPA

O numero Kappa é um indicador da quantidade de lignina presente na polpa de

celulose. A determinacdo deste parametro foi baseada no método T236 da “Technical



Material e Métodos 35

Association of the Pulp and Paper Industry” (TAPPI, Atlanta, GA, USA). Primeiramente,
separou-se 0,5 a 1,0 g de polpa seca de cada amostra, que foi desintegrada com a
mao, em 10 mL de agua destilada. ApOs este processo, as polpas foram transferidas
para um Erlenmeyer de 500 mL e adicionou-se 140 mL de agua destilada. A
temperatura ambiente foi controlada para 25°C. A suspenséo foi agitada, a 25°C, com
uma barra magnética. Separadamente foram pipetados 25 mL de solugdo de
permanganato de potassio (KMnO,4) 0,1 N + 0,0005 em um Erlenmeyer de 125 mL e
foram adicionados 25 mL de acido sulfurico 4,0 N. Esta solucéo foi transferida para o
Erlenmeyer com a polpa. O Erlenmeyer de 125 mL foi lavado utilizando-se 50 mL de
agua destilada, que foi adicionado a mistura de reacéo e cronometrados 10 minutos.

O permanganato oxida a lignina residual, portanto fez-se a titulacdo para
determinar quanto de permanganato foi consumido. Apos os 10 minutos a reacéao foi
interrompida pela adicdo de 5 mL de iodeto de potassio (KI) 1,0 M. O iodo livre na
suspensao foi titulado com tiossulfato de sddio (Na,S,03) 0,1 N + 0,0005 até a solucao
(sempre sob agitacdo) ficar com uma coloragcdo amarelo claro. Adicionou-se entdo 0,5
mL de uma solucdo de amido 1% e titulou-se até a passagem da cor azul para branco.
Foi realizada uma determinagdo do branco sem a polpa, utilizando 150 mL de agua
destilada (ao invés de 140 mL), usando-se 0 mesmo procedimento descrito
anteriormente. Portanto, quanto maior o contetdo de lignina da polpa, maior o volume
de permanganato de potassio consumido por esta e consequentemente menor o

volume de tiossulfato de sddio utilizado para titular o iodo formado.
3.16.5 DETERMINAQAO DA VISCOSIDADE

Foi utilizado exatamente 0,125 g da polpa seca, colocada em um frasco ambar.
Em seguida adicionou-se 12,5 mL de etilenodiamina cuprica acrescentando-se 12,5 mL
de &gua destilada. A mistura foi agitada por 15 minutos e transferida para uma pipeta
de viscosidade Fenske-Oswald, previamente aferida com Oleo standard e utilizada
dentro dos limites de viscosidade apropriados. O tempo de escoamento foi
cronometrado e o calculo da viscosidade da celulose em centipoises foi determinado

pela equacéao:

V=Fxt,
onde: F = fator da pipeta; t =tempo de escoamento (s); e V = viscosidade da celulose
(cp).
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4. RESULTADOS
4.1 FERMENTACAO SUBMERSA

4.1.1 DETERMINACAO DO MEIO DE CULTIVO PARA PRODUCAO DE XILANASES

A variacdo de diversos parametros tais como: composi¢cao do meio de cultura, pH
inicial, temperatura, tempo de cultivo, fonte de carbono e fonte de nitrogénio podem
influenciar positivamente ou negativamente na producdo xilanasica e sua posterior
secrecao pelo microrganismo.

O primeiro parametro analisado neste trabalho foi a composicdo do meio de
cultivo mais propicio a producdo xilandsica. Observa-se na Tabela 06 que a
composicdo dos meios Khanna e SR favoreceram a producdo desta enzima. Os
valores nestes meios foram proximos e cerca de 38 — 61% maiores que 0s demais
meios. Em relacdo a atividade intracelular, os meios Vogel e SR apresentaram 0s
maiores valores, sendo que o segundo indicou um valor 24% menor na atividade. Em
todos os meios testados, os crescimentos do microrganismo foram préximos, variando
de 1,9 — 2,8 mg de proteinas totais. Desta forma, o meio SR foi escolhido por
apresentar a maior atividade xilanolitica total (extracelular + intracelular). Além disso,

esse meio vem sendo utilizado em outros trabalhos do laboratério.

Tabela 06 — Atividades xilanasicas intracelular e extracelular produzidas pelo fungo

Aspergillus caespitosus cultivado em diferentes meios

Meio de Xilanase Intracelular Xilanase Extracelular Crescimento
Cultura Unidades Tot. Especifica Unidades Tot. Especifica (mg prot. total)
Czapeck 10 5,2 307 161 1,9
Vogel 37 15,4 190 79 2,4
SR 28 11,2 495 198 2,5
Khanna 9 4,3 497 236 2,1
YG 15 5,3 242 86 2,8

O fungo foi cultivado em meios suplementados com xilana birchwood 1,0% (p/v), pH
6,0, a 40°C durante 72 horas, sob agitacdo a 100 rpm. Excepcionalmente, neste
experimento, a atividade especifica foi definida como atividade xilanasica total/mg

proteina intracelular total.
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4.1.2 DETERMINACAO DA TEMPERATURA OTIMA DE ENSAIO

Na Figura 07 esté ilustrada a temperatura 6tima do ensaio enzimatico. A maxima
atividade xilanasica intracelular ocorreu a 50°C. Em relacdo a atividade extracelular, os
maiores valores foram detectados na faixa de 50 — 60°C. Sendo assim, padronizou-se

0S ensaios enzimaticos, tanto da atividade intracelular quanto da extracelular, a 55°C.
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Figura 07 — Temperatura Otima da atividade xilanasica intracelular (A) e
extracelular (B). O fungo foi cultivado em Meio SR, suplementado com xilana
birchwood 1,0% (p/v), pH 6,0, a 40°C durante 48 horas, sob agitacdo a 100 rpm.
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4.1.3 INFLUENCIA DE DIFERENTES FONTES DE CARBONO SOBRE A ATIVIDADE
XILANASICA INTRACELULAR E EXTRACELULAR

Com a finalidade de determinar o efeito da suplementagédo de distintas fontes de
carbono na producédo xilanolitica, o fungo foi cultivado durante 48 horas, a 40°C, em
meios suplementados com diversos agucares e alguns residuos agroindustriais, como
citado em Material e Métodos. Um meio sem fonte de carbono foi usado como controle.

Na Tabela 07 estdo apresentados os resultados obtidos quando as fontes de
carbono empregadas foram acucares. Em relagdo ao crescimento do microrganismo,
pode-se observar que suplementacdo com maltose, celobiose e amido proporcionaram
o melhor desenvolvimento. A respeito do pH final do filtrado, os valores mais alcalinos
foram detectados no meio sem adicéo de fonte de carbono e naqueles contendo fontes
mais complexas, como avicel e xilana. Verificou-se que a maxima atividade xilanasica
extracelular ocorreu na presenca de xilana. Em relacdo a atividade intracelular os
maiores niveis foram detectados nos meios com celobiose e frutose, seguidos pelo
meio contendo xilana. Foi observada atividade xilanolitica, em niveis baixos, nos meios
contendo fonte de carbono facilmente metabolizaveis e no meio controle, ou seja, sem
fonte de carbono adicionada, indicando a secre¢do de niveis constitutivos da enzima.

Além dos acucares analisados, varios outros compostos mais complexos, entre
eles, residuos agroindustriais, foram avaliados. Na Tabela 08 pode-se observar altos
valores dos pHs finais dos filtrados. Em relagdo ao crescimento do microrganismo
observa-se diferenga significativa entre os meios, por exemplo, nas culturas
suplementadas com aveia, o crescimento do fungo foi aproximadamente 5 vezes maior
aquele contendo palha de arroz ou sabugo de milho triturado. E importante citar que
nos meios suplementados com substratos sélidos é extremamente dificil dosar, tanto o
crescimento do fungo, quanto as atividades intracelulares, pois no processo de
maceracao € impraticavel isolar as células do microrganismo do substrato onde ele foi
crescido.

A maior atividade xilandsica intracelular foi detectada no cultivo sobre farinha de
mandioca, seguido pelos meios contendo xilana, aveia, farelo de trigo (FT) e bagaco de
cana-de-acucar (BCA). Em relacédo aos valores extracelulares, os melhores indutores a
sintese e secrecdo da xilanase foram: FT, xilana, BCA e aveia. A partir desta etapa
optou-se por trabalhar com meios contendo FT ou BCA, pois sdo encontrados em
grande escala e a baixo custo, além do que, favoreceram a secrecao xilanolitica em

aproximadamente 95%, em relacdo a atividade xilanasica total (intra + extracelular).
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Tabela 07 — Efeito de diferentes fontes de carbono (acucares) sobre o crescimento de

Aspergillus caespitosus e a producdo xilanasica intracelular e extracelular

Fonte de pH final Crescimento Atividade Xilanasica (U total)

Carbono filtrado (mg prot. Total) Intracelular Extracelular
Amido 6,3 6,1 2,0 60,0
Avicel 8,3 1,0 3,0 79,0
Celobiose 5,7 6,2 46,0 15,0
Frutose 5,5 4,8 46,0 26,0
Glicose 4,0 3,0 17,0 28,0
Maltose 54 7,2 11,0 31,0
Sacarose 4,2 2,1 2,7 3,2
Rafinose 6,8 5,6 2,0 67,0
Xilana 8,6 2,6 40,0 672,0
Xilose 5,6 19 7,9 72,0
Sem fonte 8,5 0,9 5,4 20,0

O fungo foi cultivado em Meio SR, pH 6,0 a 40°C durante 48 horas, sob agitacéo a

100 rpm. O meio foi suplementado com 2% (p/v) das diferentes fontes de carbono

testadas, exceto para amido, avicel e xilana onde utilizou-se 1% (p/v).

Tabela 08 — Efeito de diferentes fontes de carbono (residuos industriais e outros

compostos) sobre o crescimento de Aspergillus caespitosus e a producao xilanasica

intracelular e extracelular

pH final do Crescimento Atividade Xilanasica (U total)

Fonte de Carbono filtrado (mg prot. Total) Intracelular Extracelular
Aveia 7,6 7,4 34,0 538,0
Bagaco de Cana 8,3 2,1 20,0 598,0
Farelo de Trigo 8,5 3,5 33,0 751,0
Farinha de Mandioca 8,4 3,2 48,0 33,0
Palha de Arroz 8,3 1,4 54 256,0
Sabugo de Milho 8,4 15 3,5 258,0
Xilana 8,6 2,6 36,0 637,0
Sem fonte 8,5 0,9 5,4 15,0

O fungo foi cultivado em meio SR, pH 6,0 a 40°C durante 48 horas. O meio foi

suplementado com 1% (p/v) das diferentes fontes de carbono.
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4.1.4 INFLUENCIA DE DIFERENTES FONTES DE NITROGENIO SOBRE A
ATIVIDADE XILANASICA EXTRACELULAR

Com objetivo de identificar a fonte de nitrogénio adicional a peptona que induz a
maior secre¢do xilanasica, o fungo foi cultivado durante 48 horas, a 40°C, em meio
contendo sais SR suplementado com BCA ou FT 1% (p/v) na presenca de fontes de
nitrogénio inorganicas e organicas, como descrito em Material e Métodos. As diferentes
fontes de nitrogénio foram adicionadas em concentra¢oes de 0,5 e 1,0% (p/v). Como
também citado em Material e Métodos, o0 meio SR contém como fontes de nitrogénio:
peptona 0,02% (p/v), extrato de levedura 0,45% (p/v) e NH4;H,PO4 1% (p/v). Portanto,
neste experimento avaliou-se outra fonte de nitrogénio, além de extrato de levedura e
peptona, que permitisse a maior producao e consequente secre¢ao da enzima.

Pode-se observar na Tabela 09 que nos meios, suplementados tanto com BCA
gquanto FT, a presenca de fontes de nitrogénio inorganicas nao alterou
significativamente os pHs finais dos filtrados, como observado naqueles suplementados
com fontes de nitrogénio organicas.

Em relacdo as atividades xilanasicas foram detectados altos niveis xilanoliticos
em todos os meios avaliados, com exce¢ao daqueles suplementados com acetato de
amonio e uréia. No entanto, as maximas atividades totais e especificas, principalmente,
foram observadas nos cultivos contendo fontes de nitrogénio inorganicas adicionais a
peptona, seguidas pelos meios contendo apenas peptona ou extrato de levedura
adicional & peptona (Tabela 09). Sendo assim, como as fontes de nitrogénio adicionais
a peptona 0,02% néo incrementaram em muito a atividade xilanasica, optou-se por
trabalhar apenas com essa fonte.

Na mesma Tabela 09, pode-se certificar a importancia da adicdo de peptona na
atividade xilanasica, quando se cultivou o microrganismo em meios sem peptona,
contendo apenas como fonte de nitrogénio adicionada, extrato de levedura, nitrato de
aménio ou sulfato de aménio em concentracdo de 0,5%. Para as fermentaces
suplementadas com BCA, pode-se observar uma diminuicdo significativa das
atividades nos meios contendo apenas as fontes de nitrogénio inorganicas, sendo 0s
decréscimos das atividades aproximadamente de 20, 44 e 34% para 0s cultivos
suplementados com extrato de levedura, nitrato e sulfato de aménio respectivamente,
se comparadas aqueles onde havia somente peptona (controle 1). Em relacdo aos

meios suplementados com FT, na auséncia de peptona, as atividades xilanasicas néo
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sofreram decréscimos significativos e apresentaram valores entre 1,8 — 9,6% menores
a atividade xilanolitica detectada no controle 1 (Tabela 09).

Portanto, concluiu-se que a adicdo de peptona é mais adequada a producao
xilanasica principalmente nos meios suplementados com BCA e fonte de nitrogénio
inorganica, além de que, apenas na sua presencga altos niveis xilanoliticos sao
detectados. Sendo assim, o0 passo seguinte foi avaliar o efeito da adicdo de diferentes
concentracfes de peptona (0,02 — 1,0% p/v — Tabela 10) e o pH inicial de cultivo
(Tabela 11), na melhor concentracdo de peptona obtida, sobre a atividade xilanasica
produzida pelo microrganismo crescido em meios contendo BCA ou FT durante 48
horas a 40°C. Como apresentado na Tabela 10, as concentracfes mais propicias as
atividades xilanasicas produzidas pelo fungo crescido em BCA ou FT foram
respectivamente 0,1 e 0,25%. Neste experimento as menores atividades, em ambas as
fontes de carbono, foram detectadas nos meios contendo peptona 1%. Na avaliacédo
dos pHs iniciais de cultivo, os melhores valores foram 8,0 e 6,0 para BCA e FT,

respectivamente (Tabela 11).

4.1.5 RELACAO ENTRE O pH INICIAL DE CULTIVO E A FONTE DE NITROGENIO

Este experimento teve como objetivo relacionar o efeito entre o pH inicial de
cultivo e a fonte de nitrogénio utilizada sobre a atividade xilanolitica extracelular. Para
isto, o fungo foi cultivado a 40°C, durante 48 horas, em meios suplementados com BCA
ou FT contendo apenas peptona 0,02% (p/v) ou suplementado com essa fonte mais
extrato de levedura, nitrato de amonio ou sulfato de aménio 0,5% (p/v).

Na Tabela 12 estdo apresentados os resultados obtidos. Em relacdo aos meios
suplementados com BCA, pode-se observar que nos cultivos contendo extrato de
levedura mais peptona, o pH inicial que induziu a maior secrecéo xilanasica foi o pH
3,0, sendo que os valores diminuiam conforme aumentava-se o pH de cultivo. Nos
meios contendo nitrato ou sulfato de amonio associados a peptona, 0s maiores niveis
enzimaticos foram detectados nas culturas com pHs iniciais 7,0. No entanto, a atividade
méaxima observada neste experimento foi em cultura contendo apenas peptona como
fonte de nitrogénio adicionada e pH inicial 7,0.

Em relacdo aos meios contendo FT, também na Tabela 12, a maior atividade foi
detectada naquele suplementado com nitrato de aménio pH 5,0, seguido pelo meio
contendo apenas peptona, pH 7,0. De uma maneira geral, pode-se observar nos

cultivos suplementados com essa fonte de carbono, que com o aumento do pH inicial
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de cultivo houve diminuicdo do crescimento fungico e correspondente aumento dos
niveis protéicos extracelulares, demonstrado pela diminuicdo dos valores das

atividades especificas, indicando uma possivel autdlise.

Tabela 10 - Efeito da adicéo de diferentes concentracdes de peptona sobre a atividade

xilanasica extracelular

Ativ. Xilanasica

Concentracao pH Final Extracelular

Fonte de Nitrogénio (p/v) BCA FT BCA FT
Peptona 0,02 5,79 6,69 696 808
0,10 5,40 7,30 877 847
0,25 5,65 7,65 752 1047

0,50 6,17 8,17 670 613

0,75 6,10 8,00 598 623

1,00 5,30 8,00 428 584

O fungo foi cultivado em meio contendo sais SR suplementado com BCA ou FT
1,0% (p/v), pH inicial 6,0. O cultivo foi realizado a 40°C durante 48 horas.

Tabela 11 — Influéncia do pH inicial de cultivo sobre a atividade xilanasica extracelular

total e especifica

Atividade Xilanasica Extracelular

pH Final Total Especifica
pH Inicial BCA FT BCA FT BCA FT
5 6,31 7,37 727 964 100 153
6 6,97 7,78 741 1096 125 180
7 7,35 8,25 821 1025 101 126
8 7,78 8,05 933 875 103 87
9 7,65 8,48 533 898 60 89

O fungo foi cultivado em meio contendo sais SR suplementado
com BCA ou FT 1,0% (p/v). Nos cultivos com BCA foi adicionado
0,1% de peptona e naqueles contendo FT, 0,25%. O cultivo foi
realizado a 40°C durante 48 horas.
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Tabela 12 — Relacgéo entre a fonte de nitrogénio adicional a peptona no Meio SR e o pH

inicial de cultivo sobre a producéao xilanasica extracelular

Atividade
Xilandsica  Atividade Crescimento
Fonte de
Nitrogénio pH pH Final  Extracelular Especifica (mg total)
+

Peptona Inicial BCA FT BCA FT BCA FT BCA FT

Extrato de
Levedura 3 831 59 785 345 89 44 23 4,0
4 820 7,78 722 448 82 59 25 44
5 850 7,49 728 759 83 67 25 20
6 830 8,59 530 763 60 70 27 17
7 833 835 226 846 45 74 25 20
8 8,10 8,73 216 695 48 58 25 19
9 791 8,71 176 801 37 70 23 21
Nitrato 3 3,45 5,98 156 744 113 140 1,7 3,1
de Amonio 4 458 552 427 848 149 169 2,1 3,3
5 520 553 667 918 200 183 26 31
6 5,27 541 790 765 224 134 24 23
7 6,35 6,73 810 750 235 89 23 16
8 6,90 7,43 736 748 210 81 22 19
9 7,35 7,80 340 744 97 77 20 19
10 7,47 8,40 344 805 101 85 19 1.8
Sulfato 3 355 527 115 625 52 138 19 29
de Amonio 4 505 554 522 760 321 168 2,1 3,0
5 589 552 659 826 301 180 2,3 3,0
6 6,27 508 701 741 305 127 22 29
7 560 6,78 825 783 313 106 2,0 23
8 6,02 6,78 754 815 127 957 21 21
9 7,69 7,52 481 703 60 77,1 21 16
Somente 3 504 520 415 320 60 69 15 43
Peptona 4 547 5,60 662 421 94 89 16 50
5 575 578 605 528 102 108 19 4,7
6 6,12 6,24 708 623 110 137 2,0 4,2
7 6,68 7,15 943 836 99 77 1.6 3,7
8 6,98 7,46 928 730 107 69 15 39

O fungo foi cultivado em meio contendo sais SR suplementado com BCA ou FT

1,0% (p/v), solucdo SR, peptona 0,02% (p/v) e fontes de nitrogénio mencionadas

a 0,5% (p/v), com excecéo de peptona 0,02% (p/v), durante 48 horas a 40°C.
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4.1.6 INFLUENCIA DA TEMPERATURA E DO TEMPO DE CULTIVO

Na Tabela 13 esta representada a influéncia da temperatura e do tempo de cultivo
sobre a atividade xilanasica extracelular. Observa-se que ndo houve grandes
variacbes, na mesma fonte de carbono, entre as diferentes temperaturas e tempos
analisados.

Na presenca de BCA, as maiores atividades xilanasicas foram detectadas em 48
horas de cultivo, independente da temperatura, com exce¢do de 35°C. Nos cultivos
suplementados com FT, nota-se, de forma geral, que as maximas atividades
xilanasicas foram encontradas, em todas as temperaturas testadas, em 48 — 72 horas
de cultivo. Portanto, padronizou-se os cultivos a 40°C, 48 horas para as duas fontes de
carbono avaliadas, pois nestas condicdes h& altas atividades xilanoliticas em curto

periodo, e provavelmente a esta temperatura a termoestabilidade enzimatica é maior.

4.1.7 EFEITO DA ADICAO DE GLICOSE AO BCA E FT NA PRODUCAO DE
XILANASES

Com intuito de comprovar a repressao catabdlica das xilanases por glicose, 0
fungo foi cultivado nas duas fontes de carbono até agora avaliadas, BCA e FT, na
presenca de 0,25 — 0,75% (p/v) de glicose durante 24 — 120 horas.

Em relacdo aos meios com BCA, pode-se observar na Figura 08 (A) que até 48
horas de cultivo, os meios contendo glicose apresentaram repressao catabdlica,
evidenciada pela baixa atividade xilanasica, comparada ao controle (BCA 1%). Apos
este periodo, as atividades xilanasicas nos cultivos avaliados foram maiores, até
mesmo que ao controle, nos meios contendo 0,5 e 0,75% de glicose. Em 120 horas de
cultivo, as atividades xilanasicas nos meios suplementados com glicose cairam abaixo
do meio contendo somente BCA.

Em relacdo aos meios suplementados com FT (Figura 08 B), em 24 horas de
cultivo ja sdo observadas altas atividades xilanasicas no meio contendo 0,25% de
glicose. De 48 a 120 horas de cultivo, as atividades xilanoliticas em todos os meios
apresentaram valores proximos, com excecao dos cultivos contendo 0,75% de glicose,

0 qual a partir de 96 horas comecou apresentar alta atividade xilanasica.
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Figura 08 — Efeito da adicdo de diferentes concentracdes de glicose sobre a atividade
xilanasica. O fungo foi cultivado em Meio com sais SR, contendo BCA e peptona 0,1%
(A) ou FT e peptona 0,25% (B) durante 24 — 120 horas a 40°C, sob agitacao a 100 rpm.
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4.1.8 CARACTERIZACAO DAS XILANASES EM EXTRATOS BRUTOS

A influéncia da composicdo de diferentes solucbes tampdes e seus respectivos
pHs sobre a atividade xilanasica extracelular produzida pelo fungo em meio SR
suplementado com BCA e FT estdao representados na Figura 09 (A) e (B),
respectivamente. Observa-se que as maiores atividades enzimaticas detectadas, nas
duas culturas, foram nos ensaios com MES pH 6,5, as quais foram determinadas como
100% (controle). Em tamp&o HEPES pH 8,0, as atividades relativas das xilanases
provenientes de culturas contendo BCA e FT foram respectivamente 30 e 25%
menores a atividade xilanasica controle.

Foi investigada também a termoestabilidade, a 55 e 65°C, das xilanases presentes
nos filtrados das culturas suplementadas com BCA ou FT. Em ambas temperaturas
avaliadas, as xilanases presentes no filtrado proveniente das culturas contendo FT
foram mais estaveis, como pode ser observado na Figura 10 (A) e (B), sendo que a
55°C, a atividade residual foi de 85% para FT e 72,5% para BCA em uma hora de
incubacado. A 65°C, houve reducdes em ambas as atividades, atingindo um valor de Tso
igual a 13 e 16,5 minutos para BCA e FT, respectivamente.

Na Figura 11 estd representado o efeito da adicdo de varias substancias, em
concentracOes finais de 1mM, sobre a atividade xilanasica extracelular presente no
extrato bruto extraido de culturas contendo BCA (Figura 11 A) ou FT (Figura 11 B).

Observa-se que o ion Mn?" ativou a enzima em 10% (Figura 11 A) e 15% (Figura
11 B). A menor atividade relativa observada, em ambas as fontes de carbono, foi na
presenca de Hg**, sendo que em relacdo ao BCA, a atividade relativa apresentou valor
69% menor ao controle e ao FT, 40%. Os outros ions inibiram a atividade em 10 — 40%
em BCA e 5 — 22% em FT. A presenca de EDTA causou inibicdo da atividade relativa
em 25% e 5% respectivamente em BCA e FT. Em relacdo a adicdo de -
mercaptoetanol (1 mM), ndo houve alteracdo na atividade xilanasica.

Foi de interesse neste trabalho, determinar as atividades de varias enzimas
presentes nos filtrados das culturas suplementadas com BCA ou FT (Tabela 14).
Diferengas significativas, com as duas fontes de carbono testadas, foram observadas
para pectinase e invertase. Além disso, pode-se observar que no filtrado proveniente
da cultura suplementada com FT, as atividades enziméticas detectadas apresentaram
valores mais altos em relacdo as enzimas procedentes dos meios contendo BCA, no
entanto, essas atividades foram baixas, com excec¢do da invertase, se comparadas a

atividade xilanolitica.
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Figura 09 - Influéncia da composicao de diferentes tampdes e seus respectivos pHs
sobre a atividade xilanésica extracelular provenientes de culturas suplementadas com
BCA (A) ou FT (B). O tampéo MES pH 6,5 foi usado como controle (100%), pois foi

nesta condi¢cdo onde se obteve maior atividade.
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Figura 10 - Estabilidade térmica das xilanases presentes nos extratos brutos
provenientes de meios suplementados com BCA ou FT. As amostras foram incubadas
a 55°C (A) e 65°C (B) por diferentes periodos. As atividades residuais foram

determinadas nas condic6es 6étimas.
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Figura 11 - Influéncia de diferentes ions, EDTA e [ - mercaptoetanol, na

concentracédo final de 1mM, sobre a atividade xilanasica, expressa em % em relacéo

ao controle (sem adicdo de compostos). O fungo foi cultivado em meios
suplementados com BCA (A) ou FT (B).
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