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RESUMO

As xilanases sao enzimas que hidrolisam as ligacdes 1,4-B-xilosidicas da
xilana e que possuem potencial biotecnolégico em varios processos industriais,
como na clarificacdo de sucos e vinhos, na fabricacdo de paes, na producdo de
biocombustiveis e no tratamento das polpas celulésicas. Além disso, os produtos de
hidrolise da xilana, xilooligossacarideos, podem ser utilizados como ingredientes
prebidticos, ou seja, ingredientes nutricionais nao digeriveis que estimulam
seletivamente a proliferacé@o e a atividade de bactérias benéficas do célon. O uso de
enzimas microbianas nas industrias se da devido as suas diversas vantagens sobre
0s métodos quimicos e a facilidade de obtencdo do microrganismo. Assim, 0S
objetivos deste trabalho foram: produzir e caracterizar parcialmente a xilanase de
Aspergillus sp isolado de pé de café utilizado, purificar parcialmente a enzima
produzida e analisar os produtos de hidrdlise da xilana. O Aspergillus sp mostrou-se
bom produtor de xilanase quando o p6 de sabugo de milho foi utilizado como fonte
de carbono e a xilanase produzida apresentou melhor atividade especifica quando o
periodo de cultivo foi de 168 horas. Os processos de precipitacdo de proteinas e
dialise promoveram o aumento da atividade especifica do extrato. A xilanase de
Aspergillus sp apresentou pH e temperatura de maxima atividade semelhantes aos
de produzidas por Aspergillus niger isolados de outras fontes. A hidrolise da xilana
produziu xilose e xilooligossacarideos. Além da xilanase, o fungo revelou ser

produtor de outras proteinas que podem ser estudadas em pesquisas futuras

Palavras-chave: Xilanases. Xilose. Xilana. Producdo de xilooligossacarideos.
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1 INTRODUCAO
O uso de enzimas microbianas vem ganhando destague em processos

biotecnolégicos industriais devido a diversidade de microrganismos
disponiveis, a facilidade de obtencdo dos mesmos, a0 menor consumo
energético e a maior velocidade de reacdo em relacdo aos catalisadores
guimicos. (MUSSATO; FERNANDES; MILAGRES, 2007). O fato de serem
biodegradaveis, atoxicas e derivadas de fontes renovaveis também as
tornam fontes interessantes e atrativas sob ponto de vista ecoldgico e
econdmico.

Com o objetivo de melhorar procedimentos e produtos ja existentes ou
estabelecer novos processos, atualmente, as enzimas sdo aplicadas na
producdo de alimentos, na sintese de farmacos, no diagnostico e
prognostico de doencas, na industria téxtil, de papel e celulose e de
detergentes, em racdes, no tratamento de efluentes e no desenvolvimento
de novos cosmeéticos e de biocombustiveis. (PEREIRA, 2012; MUSSATO;
FERNANDES; MILAGRES, 2007).

Os fungos filamentosos sdo os maiores produtores de enzimas devido
a facilidade de cultivo e a secrecdo, em larga escala, de enzimas
extracelulares (PEREIRA, 2012), sendo o Trichoderma sp, o
Saccharomyces sp, 0 Rhizopus sp, o Humicola sp e o Aspergillus sp os
géneros mais utilizados na industria. (TURNER, 1975; BIGELIS, 1985;
GODFREY; WEST, 1996; BENNET, 1998). As grandes empresas
fabricantes de enzimas sao de origem holandesa (Gist-Brocades),
finlandesa (Genencor International) e dinamarquesa (Novo Nordisk).
(DAMASO; FARINAS; SALUM, 2013). O Brasil, apesar de importar

enzimas, revela-se como um potencial produtor pela elevada geracéo de
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residuos agroindustriais e conversdo de substratos em produtos agricolas
como farelo de trigo, farelo de algodédo, casca de soja e outros. (ALBANO,
2012).

As principais enzimas utilizadas no setor industrial sdo proteases,
amilases, lipases, celulases, fitases e xilanases. As xilanases degradam a
xilana e sua producdo se da principalmente por Aspergillus sp e
Trichoderma sp. Elas podem ser empregadas em racdes animais,
elevando a digestibilidade e absorcdo de nutrientes; na industria
alimenticia, como por exemplo, na panificacdo, melhorando a qualidade do
pao e aumentando sua vida de prateleira e no processamento de sucos,
frutas e vegetais, sendo utilizadas na clarificacdo de sucos e vinhos.
(BIELY, 1985; POLIZELLI et al., 2005; MUSSATO; FERNANDES;
MILAGRES, 2007). Outra aplicacdo € na industria de papel, promovendo o
branquiamento de polpas Kraft. Além disso, os produtos de hidrolise da
xilana, os xilooligossacarideos (XOS), podem auxiliar na digestdo e na
absorcdo de acucares e na protecdo contra doencas cardiovasculares e
contra o cancer do colo retal. (MENEZES; DURRANT, 2008). Na industria
farmacéutica, a xilanase € pouco utilizada em suplementos alimentares.
(POLIZELLI et al., 2005). Recentemente, ela também vem sendo
empregada na producao de etanol de 22 geracédo. (ZANETTI, 2012).

Hoje, a ampla diversidade de enzimas faz com que as mesmas sejam
aplicadas em diferentes setores da industria, intensificando a busca por

novas fontes produtoras.
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1.1 Fungos filamentosos
Os fungos sdo organismos eucariéticos quimioheterotroficos pertencentes

ao reino Fungi. (TORTORA et al., 2012). A maioria € aerdbio obrigatorio com
excecdo de algumas leveduras que sao fermentadoras anaerobias
facultativas. Acumulam glicogénio como material de reserva e nutrem-se por
absorcédo de substancias apos digestado extracorpoOrea, realizada por enzimas
sintetizadas e secretadas sobre a matéria organica do ambiente. (PEREIRA,
2012). Reproduzem-se assexuadamente ou sexuadamente. O ciclo
parassexuado também é descrito na literatur.a (OLIVEIRA, 2009).

Como fontes de carbono utilizam, preferencialmente, carboidratos simples,
como a glicose, mas também podem consumir sacarose, maltose, amido e
celulose. Além disso, substancias inorganicas (aménia ou nitratos) ou
organicas (peptona, sulfatos e fosfatos) podem ser fontes de nitrogénio. Em
menor quantidade, necessitam de alguns oligoelementos (ferro, zinco,
manganés, cobre, calcio, por exemplo) e de vitaminas para 0 seu
crescimento. (TRABULSI et al., 1999). A maioria dos fungos se desenvolve
em meios acidos, com pH em torno de 5,0 e com atividade de agua na faixa
de 0,8. (RODRIGUES, 2006; NETO, FIGUEIREDO, QUEIROZ, 2005). Eles
podem ser encontrados em diversas temperaturas, sendo classificados como
fungos psicrofilos, mesdfilos e termofilos.

De acordo com a morfologia, séo divididos em unicelulares (leveduras) ou
multicelulares (mofos e bolores). (RAVEN et al., 2001). O corpo de um fungo
multicelular ou filamentoso, como é conhecido, é formado pelo micélio, uma
rede de filamentos constituidos por células alinhadas e conectadas, as hifas.
As hifas podem se dividir em unidades celulares uninucleadas, compondo as

hifas septadas. Os poros presentes nos septos fazem com que haja
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comunicacdo com o citoplasma das células. A classe de fungos onde as hifas
ndo sao septadas, chamadas de cenociticas, é visualizada como uma
estrutura continua composta de varios nucleos. (CARDOSO, 2011). Os
fungos apresentam um micélio vegetativo, cujas hifas geralmente penetram
no meio em busca de nutrientes e um micélio de reproducéo, cujas hifas séo
responsaveis pela producdo de esporos. (TORTORA et al., 2012).

Segundo Lima et al. (2005), os fungos filamentosos sdo o0s
microrganismos de maior interesse na producdo biotecnologica industrial
devido a alta capacidade celular e a versatilidade bioquimica. O género
Aspergillus, em particular, tem sido utilizado com muito sucesso nas industrias
alimenticia, farmacéutica e de bebidas e na producédo de enzimas e acidos

organicos. (BAKER, BENNETH, 2008).

1.2 Género Aspergillus
O género Aspergillus € um dos maiores representantes dos fungos

filamentosos. Pertencente a divisédo Eucomycota, subdivisédo
Deuteromycotina, classe dos Hyphomycetes, ordem dos Monolialese e familia
Monociliaceae, ele foi descrito pela primeira vez em 1729 pelo padre-
micologista e bidlogo, Pier Antonio Micheli e, atualmente, cerca de 250
espécies sdo conhecidas (SILVA, 2009; ROCHA, 2010; CARVALHO, 2013).
S&o capazes de colonizar diversos substratos e podem ser isolados do
solo, agua, vegetacao, material em decomposicao e ar (FERNANDES, 2012).
A maioria € responsavel pela degradacdo de polissacarideos de plantas e,
apesar de possuirem grande importancia econdmica, alguns de seus
membros sado prejudiciais as plantas e ao homem (WARD et al., 2006; KLICH,

2007).



14

A reproducéo dos Aspergillus sp pode ser assexuada ou sexuada. O ciclo
assexuado se da com producdo de esporos assexuados, os conidios,
enquanto a reproducdo sexuada ocorre por meio de ascosporos, produzidos
em ascos (FAIA, 2011).

As espécies sao identificadas de acordo com as caracteristicas
morfolégicas, macroscépicas e microscopicas. Macroscopicamente suas
colénias podem ser brancas, verdes, amarelas, marrons, pretas ou cinzas
(KLICH, 2002). Na observacdo microscopica, identifica-se uma haste
asseptada que se estende até a vesicula, onde as células conididgenas,
chamadas de métulas e fialides, se originam. (ROCHA, 2010).

Muitos alimentos estdo sujeitos a contaminagdo por Aspergillus sp por
serem tratados, transportados e armazenados inadequadamente. Além de
deteriorar produtos, algumas espécies desse género também séo prejudiciais
ao homem por produzir micotoxinas ou por causar a aspergilose, uma micose
oportunista de relevancia médica.

Entre os beneficios trazidos pelos Aspergillus sp, podemos destacar a
producdo de enzimas de aplicagdo industrial como a- amilases, xilanases,
celulases, B- glicosidases, lipases e invertase além de &acidos organicos,
como o acido citrico e acido glucénico (ABARCA et al., 2004; WARD et al.,
2006; SILVA, 2012). Outra vantagem é seu emprego na producdo de
proteinas recombinantes como, por exemplo, glicoamilase, quimiosina bovina,
lactoferrina humana, lisozima de ovos de galinha, interleucina humana 6 e

taumatina (WANG et al., 2005).
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1.3 Enzimas
As enzimas sao substancias organicas responsaveis por regular 0s

processos bioquimicos celulares, por meio do aumento da velocidade e
diminuicdo da energia de ativacdo das reacdes quimicas (LEHNINGER et al.,
2006).

De natureza protéica ou ribonucléica, as enzimas séo utilizadas desde o
século XIX, guando seu mecanismo de acéo foi elucidado. Algumas das suas
propriedades permitem que elas sejam amplamente aplicadas em processos
industriais: alta especificidade em condicbes brandas de pH e temperatura,
maior facilidade em catalisar reacdes do que catalisadores quimicos, menor
producdo de residuos indesejaveis e produtos finais mais puros e de melhor
qualidade, permitindo a reducdo de custos no processo de producdo. Além
disso, elas sdo biodegradaveis, atéxicas e derivadas de fontes renovaveis,
contribuindo com o meio ambiente (ZANETI, 2012).

Como mencionado, a maioria das enzimas utilizadas nas industrias sdo de
origem microbiana, devido as vantagens oferecidas por esta fonte. O
microorganismo selecionado deve produzir enzimas que convertam facilmente
0 substrato em produto, ndo deve ser patogénico, deve ser estavel
fisiologicamente e também de simples e facil manutencéo. (LEISOLA et al.,

2002).

1.4 A xilana e o sistema xilanolitico
A importante funcdo de decompositor de material organico exercida
pelos fungos se da devido a producdo de enzimas extracelulares que
degradam componentes da parede celular vegetal. De estrutura bastante

complexa e com diversas funcdes, ela é constituida por polissacarideos,
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proteinas e substancias fendlicas. A propor¢cdo de cada componente pode
variar de acordo com a idade, a espécie e a parte de planta (CARVALHO, F.
P., 2012). Entre os polissacarideos, destacam-se a celulose, a lignina, a
hemicelulose e a pectina (BEGUIN, AUBERT, 1994), que predominam nas
trés regibes da parede celular: lamela média, parede primaria e parede
secundaria. A lamela média, responsavel por aderir uma célula a outra, é rica
em pectina enquanto que a parede primaria € preenchida por microfibrilas de
celulose, hemiceluloses, pectinas e proteinas estruturais. A parede
secundaria compreende trés camadas distintas, S1, S2 e S3 onde, na S3 e no
interior da S2 predominam as celuloses e na S1 e no exterior da S2, as
hemiceluloses (BRAGATTO, 2007).

As hemiceluloses, um grupo de heteropolissacarideos, sao formadas
por residuos de B-D-xilose, B-D-manose, a- L- arabinose, a-D-galactose e [3-
D-glicose e por acidos urdnicos (a-D-glucurénico, a-D-4-O-metilgalacturdénico
e acidos a-D-galacturénico) (CARVALHO, F. P., 2012).

A xilanas € uma das hemiceluloses mais relevantes e abundantes que
compdem a parede celular vegetal. Os mondémeros de D-xilose estéao ligados
por pontes glicosidicas B-1,4 na cadeia principal e diferentes carboidratos,
apresentando ramificacbes com acidos urbnicos e seus derivados, L-

arabinose e oligossacarideos, como é mostrado na Figura 1.
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Figura 1 - Estrutura da xilana.

Devido a sua heterogeneidade estrutural, a degradacdo da xilana
depende de um sistema enzimatico encontrado especialmente em fungos
e bactérias (CARDOSO,2011). Entre as fontes microbianas, os fungos
filamentosos se destacam pela maior producédo de xilanases extracelulares
em comparacdo com bactérias e leveduras (HALTRICH et al., 1996;
POLIZELI et al., 2005).

De acordo com a figura 2, o sistema xilanolitico € composto pelas
enzimas [-1,4-endoxilanases (1,4-B-D-xilana xilohidrolases), [B-D-
xilosidases (B-D-xilosideo xilohidrolases), a-Larabinofuranosidases, a-
glucuronidases, acetilxilana esterases, esterase para acido ferrdlico e a

esterase para acido p-coumarico (ZANETI, 2012)(Figura 2).
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Figura 2 - Representagdo esquematica de uma molécula de xilana e das enzimas do

sistema xilanolitico.

As B-1,4-endoxilanases hidrolisam as liga¢ges glicosidicas internas da
cadeia principal da xilana (Figura 3). Para acontecer a degradacgao
completa desta cadeia, é necessario combinar endo e exo-xilanases (-
xilosidases) e xilohidrolases, responsaveis pela hidrélise dos
xilooligbmeros de baixa massa molecular. Para hidrolisar os grupos
substituintes sao importantes ainda a a-glucuronidase, a a-L-

arabinofuranosidase e a acetilesterase (BIELY, 1985).
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Figura 3 - Estrutura da molécula da xilana e agdo das xilanases. Endo-B-1,4-
xilanases hidrolisam as ligagdes glicosidicas [,1-4 internas das molécula de xilana
liberando xilooligossacarideos. As [3-xilosidades liberam xilose a partir da xilobiose ou

xilooligossacarideos curtos.

Os produtos da hidrélise das xilanas séo xilooligossacarideos e moléculas
de monossacarideos, dissacarideos e trissacarideos de xilose. Os
xilooligossacarideos sé@o oligbmeros de acucar constituidos por unidades de
xilose obtidos de fontes altamente disponiveis e de baixo custo, como 0s
residuos florestais e agroindustriais, e que possuem potencial interesse para
as industrias alimenticia e farmacéutica devido as suas atividades funcionais
(VAZQUEZ et al., 2000; VAZQUEZ et al., 2005). Entre suas acbes estdo a
prevencao de caries dentérias e a diminuigdo dos niveis séricos de colesterol
total e de lipideos, além de possuir propriedades prebidticas, proporcionando
o0 bom funcionamento do intestino delgado, melhorando a digestdao e
absorcdo de acucares. (MENEZES; DURRANT, 2008). Em grande

quantidade, eles previnem doencas cardiovasculares e cancer do colo retal.
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2 OBJETIVO
O objetivo principal deste trabalho € produzir a enzima xilanase por

fungos do género Aspergillus sp isolados do pé de café utilizado.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1.1 Isolamento e manutenc¢&o do microrganismo em meio

solido inclinado &gar-aveia.

A cepa de Aspergillus sp foi isolada, em 2013, por semeadura em placa de
Petri a partir do po de café utilizado no Laboratorio de Enzimologia do Departamento
de Alimentos e Nutricdo da FCFAr/UNESP e foi enviada ao Instituto de Biociéncias
da UNESP, Campus de Rio Claro para identificacdo da espécie. A manutencao do
microrganismo se deu por repiques quinzenais em meio de cultura solido inclinado
de 2% (m/v) de agar e 4% (m/v) de farinha de aveia (Quaker®) (MONTI, 1989) e
incubacédo a temperatura ambiente por quatro dias, seguida por armazenamento em
geladeira a 4°C. O meio foi preparado aquecendo o agar junto a aveia até completa
dissolucdo e aumento da viscosidade e, em seguida, foi distribuido em tubos de
ensaio contendo 10,0 mL. Em seguida, os tubos foram autoclavados a 120°C por 16

minutos e inclinados até o meio se solidificar.

3.1.2 Crescimento do microrganismo em meio de cultivo Vogel

Apdbs o repique, o crescimento do microrganismo foi feito em meio liquido

fermentativo, descrito por Vogel (1956).

Meio Liquido de Vogel

Solugéo de sais de Vogel 10,0 mL
Solucéo de Biotina 125,0 pL
Fonte de Carbono 500

Agua destilada g.s.p. 500,0 mL
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De acordo com os estudos realizados por Benedetti (2009), a melhor fonte de
carbono de baixo custo para producdo de xilanase é o pé de sabugo de milho.
Sendo assim, esse residuo agroindustrial, gentilmente doado pela empresa
SAGRAN, situada em Salto Grande/SP, foi utilizado na execuc¢ao deste trabalho.

Para preparar a solucdo de sais de Vogel, foram elaboradas previamente uma
solucéo estoque de tracos de elementos e uma solucéo estoque de biotina, descritas

a sequir.

Solucéo estoque de tracos de elementos

Acido citrico.H,0 509
ZnS04.7H,0 5009
Fe(NH1)2.(SO4)2.6H,0 109
CuS0,4.5H,0 0,259
H3BO3 0,05 g
NaMo00O4.2H,0 0,05¢
MnS0O4.H,0O 0,05¢
Cloroformio 1,0 mL
Agua destilada q.s.p.100,0 mL

Solucéo estoque de biotina
Biotina 0,005 g

Etanol 50% g.S.p.100,0 mL

Para compor a solucdo de sais de Vogel foram adicionados, em um

erlenmeyer, em ordem e sob agitacdo magnética, os constituintes abaixo. Cada um
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foi dissolvido sucessivamente, ou seja, 0 componente seguinte sé foi acrescentado

apos a dissolucéao do anterior.

Solucéo de sais de Vogel

Agua destilada 750,0 mL
NazCeHs07.5H20 150,09
NH4NO3 100,09
KH,PO, 250,09
MgSO0..7H,0 10,0 g
CaCl.H,O (pre dissolvido em 20,0mL de agua

destilada) 50¢g
Solucéo estoque de tracos de elementos 5,0 mL
Solucéo estoque de biotina 5,0 mL

O volume da solucéo de sais de Vogel foi ajustado com agua destilada em um
baldo volumétrico de 1000,0 mL, acrescentando-se cerca de 2,0 mL de cloroformio
para preservar a mesma, que foi estocada a temperatura ambiente.

O meio de cultura foi preparado utilizando uma solugdo de sais de Vogel
diluida 50 vezes em &agua destilada (v/v). Apés a preparacdo, distribuiram- se
125,0mL de meio em quatro erlenmeyers de 500,0 mL, que foram autoclavados a

120 °C por 16 minutos.

3.1.3 Obtencao de esporos e inoculagéao
Os esporos foram obtidos a partir das culturas armazenadas na geladeira. Em

cada tubo de cultura foram acrescentados 10,0 mL de agua estéril e retirados 1,0 mL


http://pt.wikipedia.org/wiki/Erlenmeyer_(bal%C3%A3o)
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(5 x 10’ células/mL) da suspensdo, colocados em cada erlenmeyer contendo o meio
de cultura liquido Vogel para producao de enzima. Os inoculos de cada erlenmeyer
foram mantidos sob agitacdo de 90 rpm a temperatura de 35°C por 24, 72, 120 e
168 horas. Apoés o periodo de incubacéo, a massa micelial foi separada do meio por
filtracdo a vacuo, utilizando um funil de Blichner e papel de filtro. O sobrenadante de
cada erlenmeyer foi armazenado separadamente em frascos ambar para posteriores

experimentos (MONTI, 1989).

3.1.4 Determinacédo da atividade da xilanase
Para determinar a atividade da enzima foi necessario construi uma curva
analitica. A curva de analitica € necessaria para quantificar os agucares em uma

amostra desconhecida. (BENEDETTI, 2009).

3.1.5 Curva padrao da xilose
Segundo Miller (1959) a atividade xilanolitica pode ser determinada
colorimetricamente pela quantificacdo de acUcares redutores liberados apods a
reacao com acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS).
O experimento foi conduzido conforme descrito abaixo:

e A oito tubos de ensaio foram adicionados 0,25 mL de uma solugéo de
DNS.

e Aos tubos foram acrescentados volumes de 0,0 mL até 0,25 mL de
uma solucdo padrdo de xilose (m/v). O volume foi completado com
agua milli-Q até 0,25 mL. [

e Os tubos foram fervidos em banho-maria por 5 minutos e, apos

esfriarem, 2,5 mL de agua milli-Q foram colocados em cada um.
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e As amostras foram agitadas e a leitura foi feita em espectrofotdmetro
(540mm).

O procedimento encontra-se resumido na tabela 1.

Tabela 1 — Obtenc¢é&o da curva analitica de xilose

Tubos Xilose H,O DNS g pmol xilose/

(mL) (mL) (mL) xilose 0,25 mL

1 0,0 0,25 0,25 0 0

2 0,01 0,24 0,25 10 0,066
3 0,025 0,225 0,25 25 0,166
4 0,06 0,20 0,25 50 0,333
5 0,0 0,15 0,25 100 0,666
6 0,15 0,10 0,25 150 0,999
7 0,20 0,05 0,25 200 1,332
8 0,25 0,0 0,15 250 1,665

Fonte: autoria propria.

3.1.6 Determinacédo da atividade xilanolitica dos extratos brutos

A atividade xilanolitica foi determinada pela liberacdo de acucares a partir do
substrato xilana de “beechwood” (Sigma — St. Louis, USA) (BAILEY et al.,1992). Foram
realizados ensaios individuais para os extratos brutos de 24, 72, 120 e 168 horas de

cultivo, conforme descrito abaixo:
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e Em quatro erlenmeyers de 25,0 mL foram adicionados 27,0 mg de
xilana de “beechwood” e 5,0 mL de tampéo acetato de sédio 50 mM pH
5,0.

e Os frascos foram mantidos em banho maria a 80 °C, por 5 minutos sob
agitacdo manual, para auxiliar na dispersao da xilana.

e Em seguida, os mesmos foram transferidos para um banho a 37 °C,
permanecendo sob agitacéo.

e Foi acrescentado 1,0 mL do extrato aos quatro erlenmeyers. Aliquotas
de 0,25mL foram retiradas nos tempos 0’, 10’, 20’ e 30’ e adicionadas a
tubos de ensaio contendo 0,25 mL de DNS.

e Os tubos de ensaio foram fervidos por 5 minutos, resfriados e a eles
adicionados 2,5mL de agua destilada.

e Foram feitas as leituras das soluc¢des a 540 nm.

3.1.7 Célculo da atividade da xilanolitica

Para determinar a atividade da xilanase, os valores de absorbancia lidos a 540nm
foram transformados em umoles de xilose com auxilio da uma curva analitica de xilose.
A atividade enzimética foi expressa em umoles de produto formado por minuto
(Unidades Internacionais, U total), considerando-se o total de unidades obtidas em cada

volume de solugao de extrato. Para isso, foi utilizada a equagao:

ZAbE
(E.Zt.VE)

A=

Fonte: autoria prépria.

Figura 4 - Calculo da atividade enzimatica.
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Onde:

A: atividade enziméatica (U/mL).

2 Abs: somatodria das absorbancias obtidas.

€: coeficiente de extingdo molar da curva analitica da xilose.
2. somatoria dos tempos de reacdo (minutos).

Ve: volume total de amostra (enzima) utilizada (mL).

3.1.8 Determinacéo da concentracdo de proteina
A quantificacao de proteinas foi determinada pelo método de Lowry (1951)

modificado por Hartree (1972),utilizando como padrdo Soro Albumina Bovina (BSA).

Preparo da Solucéo A

Solucéo de Na,COs3, 2% em NaOH 0,1N

Na,COs3 2,0 g
NaOH 0,449
Agua destilada g.s.p. 100,0 mL

Solucéo de CuS0O41% em H,0 destilada
CuS0,.7H,0 0,59

Agua destilada g.s.p.50,0 mL

Solucéo de Tartarato de sddio e potassio 1% em H,O destilada
Tartarato de sodio e potassio 0,59

Agua destilada g.s.p. 50,0 M
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Solucéao A
Solucéo de 2% em NaOH 0,1N 50,0 mL
CuS0,4 1% em H,O destilada 0,5mL

Solucéo de Tartarato de sédio e potassio 1% em

H>O destilada 0,5mL

3.1.9 Curva analitica da BSA

e Volumes de 0,0 mL até 0,6 mL de uma solugdo padrdo de BSA (0,3
mg/mL) foram adicionados a diferentes tubos de ensaio, completando-
os com agua milli-Q até 1,0 mL. [

e A cada tubo foram acrescentados 5,0 mL de solucdo A, seguido de
agitacao e repouso por 15 minutos.

e 0,5 mL do reagente Folin- Ciocalteau diluido na relacdo 1:1 (v/v) foi
colocado em cada tubo.

e ApOs breve agitacdo e repouso de 30 minutos, as amostras foram lidas
em espectrofotometro (660nm).

O procedimento encontra-se resumido na tabela 2.
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Tabela 2 - Obtencédo da curva analitica para dosagem de proteinas totais

Folin-
Solucéo de H.O Solucéo A
Tubos Tempo Ciocalteau  Tempo
SBA (mL) (mL) (mL)
(mL)
1 0,0 1,0 50 15’ 0,50 30’
2 0,10 0,90 5,0 15’ 0,50 30
3 0,20 0,80 5,0 15’ 0,50 30’
4 0,30 0,70 5,0 15’ 0,50 30’
5 0,40 0,60 5,0 15’ 0,50 30’
6 0,50 0,50 5,0 15’ 0,50 30’
7 0,60 0,40 5,0 15’ 0,50 30’

Fonte: autoria prépria.

3.1.10 Célculo da quantidade de proteinas

A quantidade de proteina foi calculada pela equacéao:

=)

E

Prot. = S 7

Fonte: autoria propria.

Figura 5 - Calculo da concentragdo de proteinas

Onde:

Prot.: Concentracado de proteina (mg mL™).

2 Abs: somatdria das absorbéancias obtidas.

€: coeficiente de absorcao da curva analitica de BSA.

Ve: Volume total de amostra (enzima) utilizado (mL).
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3.1.11 Dosagens de proteina pelo método de Hartree (1972)

e Foram reservados cinco tubos de ensaio (1, 2, 3, 4 e 5) para a analise
de cada amostra de 24, 72, 120 e 168 horas de cultivo.

e Ao tubo 1 foram adicionados 0,0 mL de amostra; ao tubo 2, 0,15 mL;
ao tubo 3, 0,25 mL; ao tubo 4, 0,35 mL e ao tubo 5, 0,05 mL. Os
volumes de cada tubo foram completados com agua milli-Q até 0,5 mL.

e 2,5mL da solucdo A foram acrescentados aos cinco tubos.

e ApOs um repouso de 15 minutos, 0,25mL de reagente Folin-Ciocalteau
diluido na relacéo 1:1 (v/v) foram colocados em cada um.

e Seguidos 30 minutos, foram feitas as leituras das amostras em
comprimento de onda de 660nm.

O procedimento encontra-se resumido na tabela 3.

Tabela 3 - Dosagem de proteinas nos diferentes extratos

Folin-
Amostra H,O Solucéo A
Tubos Tempo Ciocalteau Tempo
(mL) (mL) (mL)
(mL)
1 0,0 0,5 2,5 15’ 0,25 30’
2 0,15 0,35 2,5 15’ 0,25 30
3 0,25 0,25 2,5 15’ 0,25 30’
4 0,35 0,15 2,5 15’ 0,25 30’
5 0,50 0,0 2,5 15’ 0,25 30’

Fonte: autoria propria.
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3.1.12  Precipitacéo das proteinas com Sulfato de amdnio

O processo de purificagcdo da enzima produzida foi iniciado a partir dos
resultados obtidos com a determinacéo da atividade enzimatica e quantificacdo de
proteinas dos extratos. Ao extrato bruto de 168 horas de cultivo (100,75 mL)
adicionou-se, aos poucos e sob agitacdo magnética, 56,529 de sulfato de amdnio
85% (previamente macerados) e, apés repouso de 12 horas na geladeira, a amostra
foi centrifugada a 9000 rpm por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e
o precipitado, ressuspendido no menor volume possivel de agua milli-Q. Essa
suspensao, concentrada dez vezes, foi dialisada contra a agua por 12 horas e duas
trocas de agua foram feitas para evitar que o excesso de sulfato de aménia altere

posteriores experimentos.

3.1.13 Determinacdo da atividade xilanolitica do extrato
dialisado
Para a determinacdo da atividade enzimatica da amostra precipitada e
dialisada, um erlenmeyer contendo 27,0 mg de xilana de “beechwood” e 5,9 mL de
tampdao acetato de sodio 50mM pH 5,0 foi mantido sob agitacdo em banho maria a
temperatura de 37 °C. A ele foi acrescido 0,1 mL do extrato dialisado e, nos tempos
0’, 10’, 20’ e 30’ foram retiradas aliquotas de 0,25 mL, adicionadas a tubos de ensaio
com DNS.
Os tubos de ensaio foram fervidos por 5 minutos, resfriados e a eles
adicionados 2,5mL de agua destilada.
Foram feitas as leituras das solucbes a 540nm e para a determinacdo da
atividade enzimatica foi utilizado o valor da absorbancia obtido com a curva analitica

da xilose.
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3.1.14  Determinacado do pH de maxima atividade da xilanase

A atividade enzimatica em funcao do pH também foi determinada pelo método
do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). Foram utilizados oito erlenmeyers, cada um
contendo 27,0 mg de xilana de “beechwood”, 0,1 mL da amostra precipitada e
dialisada e 5,9 mL dos tampdes apropriados. Foram realizados ensaios em pH 3,0,
pH 4,0, pH 5,0, pH 6,0, pH 7,0, pH 8,0 (tampbes Mcllvaine) e pH 9 e pH 10,0
(tampdes glicina-hidréxido de sodio) a temperatura de 37°C. ApGs o periodo de
incubacédo de 30 minutos, a reacao foi interrompida pelo DNS e fervida por 5 minutos
em banho-maria. A densidade Optica foi determinada em espectrofotbmetro

(A=540nm).

3.1.15 Determinacdo da temperatura de maxima atividade da
xilanase

A determinacdo da temperatura onde a atividade da enzima é méxima foi
verificada por meio da incubacdo da amostra precipitada e dialisada com o substrato
em diferentes temperaturas, no intervalo de 30°C a 65°C. Os ensaios enzimaticos
utilizaram tampé&o acetato de sédio 50mM pH 5,0 e agitacdo constante. A reacéo foi
interrompida com adicdo de DNS e fervida por 5 minutos em banho maria. A
densidade O6ptica foi determinada em espectrofotbmetro a 540nm e a atividade
especifica foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 pmol

de produto por unidade de tempo.

3.1.16 Cromatografia em camada delgada
Os produtos de hidrélise da xilana foram avaliados por cromatografia em

camada delgada, em silica gel G-60. Foi utilizado xilose como padréo.
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Um erlenmeyer contendo 27,0 mg de xilana de “beechwood” e 5,9 mL de
tampdao acetato de sodio 50mM pH 5,0 foi mantido sob agitacdo em banho-maria a
37 °C. Um volume de 0,1 mL da amostra dialisada foi adicionado e aliquotas de
100,0 uL foram retiradas em eppendorfs e aquecidas a 100 °C por trés minutos apés
0,5; 1; 2; e 12 horas de reacéo.

A placa de silica gel G-60 foi previamente ativada em uma estufa a 100 °C por
cinco minutos para, na sequéncia, as amostras e o padrao serem aplicados. A fase
movel foi constituida por acetato de etila, acido acético, acido férmico e agua
(9:3:1:4 viv) e os acucares foram detectados utilizando 0,2% (m/v) de orcinol em
acido sulfarico e metanol (1:9 v/v), como descrito por Fontana et al. (1988). A

revelacdo se da a 120 °C apds 10 minutos com o aparecimento da cor azul.

3.1.17  Eletroforese

O extrato bruto de 168 horas de cultivos e a amostra dialisada foram
submetidos a eletroforese, em condi¢cdes desnaturantes, em gel de poliacrilamida a
12%, de acordo com o método de Laemmli (1970). No gel foram aplicados 15,0 pL,
20,0 pL e 25,0 pL do extrato bruto, 5,0 pL, 10,0 pL e 15,0 pL da amostra dialisada e
2,0 uL do padrdao de massa molecular. O padrdo (GE Healthcare Life Sciences,
Uppsala, Suécia) consistiu em xilanase b (97 kDa), albumina sérica bovina (66 kDa),
ovoalbumina (45 kDa), anidrase carboénica (30 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e

a-lactoalbumina (14,4 kDa).
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4 RESULTADOS

O fungo foi isolado do po6 de café utilizado em decomposicédo e identificado
morfologicamente como uma cepa de fungo filamentoso Aspergillus sp (clade niger)
pelo grupo do Prof. Dr. André Rodrigues, do Instituto de Biociéncias da UNESP,
Campus de Rio Claro.

Na filogenia, o fungo apresentou similaridade com as linhagens de Aspergillus
niger, porém, ainda faltam informacdes para se concluir que esta é a espécie do
mesmo.

A fim de identificar a melhor condicdo para producdo de xilanase pelo
Aspergillus sp (clade niger) foram elaboradas uma curva analitica de xilose para
determinar a atividade enzimatica e uma curva analitica de albumina de soro bovino
para quantificacdo de proteinas. As curvas analiticas sdo apresentadas nas Figuras

3ed.

Fonte: autoria prépria.

Figura 6 - Curva analitica da xilose.
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Fonte: autoria prépria.
Figura 7 - Curva de referéncia para determinacdo de proteina pelo método de Lowry (1951)

modificado por Hartree (1972).

A curva analitica da xilose obteve como absortividade molar o valor de 0,3773
(umol/0,25mL)* e a curva para a quantificacdo de proteinas apresentou
absortividade igual a 1,6607 (mg/mL)™.

A partir dos valores obtidos foi possivel calcular a atividade xilanolitica e
mensurar as proteinas do extrato enzimatico em diferentes tempos de cultivo.

Os cultivos foram realizados em meio liquido de Vogel, utilizando p6 de
sabugo de milho como fonte de carbono. Sob agitacdo constante (90 rpm) e a 35°C,
0 crescimento se deu em 24, 72, 120 e 168 horas. Ap0s esses periodos, o0 meio de
cultivo foi filtrado a vacuo e realizou-se a dosagem protéica pelo método de Lowry e
determinacdo da atividade enzimatica. Os resultados obtidos se encontram na
Tabela 4.
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Tabela 4 - Quantificacdo de proteinas e atividade especifica da xilanase produzida
por Aspergillus sp (clade niger) utilizando p6 de sabugo de milho como fonte de

Carbono
o Atividade
Tempo de Atividade Proteinas »
_ especifica
cultivo (horas) (U/mL) (mg/mL)
(U/mg)
24 0,0113 0,4094 0,0276
72 0,0125 0,4947 0,0252
120 0,0982 0,5472 0,1794
168 0,1117 0,6108 0,1828

Fonte: autoria propria.

A tabela 4 mostra baixas atividades especificas quando o tempo de cultivo foi
de 24 horas e 72 horas, enquanto os filtrados de 120 horas e 168 horas
apresentaram melhores resultados, evidenciando a interferéncia do tempo de cultivo
na atividade xilanolitica.

A partir dos resultados apresentados, o filtrado do meio de cultivo em que o
fungo teve maior atividade especifica foi selecionado para dar inicio ao processo de
purificacdo. A xilanase produzida teve maior atividade quando o periodo de cultivo
era de 168 horas.

O processo de purificacdo parcial da enzima teve inicio com a precipitacao
das impurezas do extrato de 168 horas de cultivo por sulfato de aménio. Na
sequéncia, a enzima foi concentrada 10 vezes e dialisada contra a agua por 12
horas. Foram dosadas as proteinas da amostra e determinada a atividade
enzimatica, comparando os valores obtidos com os resultados apresentado pelo

extrato bruto de 168 horas de cultivo, como é mostrado na Tabela 5.
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Tabela 5 - Efeito da concentracao do filtrado de xilana

o Atividade
Atividade Proteinas .
Tratamento especifica
(U/mL) (mg/mL)
(U/mg)
Sem tratamento* 0,1117 0,6108 0,1828
Precipitado e dialisado 1,0636 1,4446 0,7362

*Extrato bruto (168 horas de cultivo)

Fonte: autoria prépria.

A partir dos valores apresentados pela tabela 5, pode-se afirmar que a
atividade xilanolitica é maior quando foram utilizados métodos de precipitagdo e
concentragéo do extrato. Dessa maneira, conclui-se que os mesmos foram efetivos
para a concentracdo da enzima.

Apbs a definicdo do melhor periodo para o crescimento do fungo e producéo
de xilanase foi feita uma curva de pH para definir qual € o pH de méaxima atividade

da enzima.

Fonte: autoria prépria.

Figura 8 - Efeito do pH na atividade xilanolitica do filtrado de Aspergillus sp (clade niger).
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A méaxima atividade da xilanase foi em pH 5,0 (Figura 8), valor semelhante
aos demais determinados para xilanases microbianas (CARMONA et al., 1998;
SUNNA; POLIZELI et al., 2005; MILAGRES et al., 2005; FENGXIA et al., 2008).

Apos definir o pH 6timo da enzima xilanase realizaram-se experimentos para

determinar a temperatura de maxima atividade enzimatica.

Fonte: autoria prépria.

Figura 9 - Efeito da temperatura na atividade xilanolitica do filtrado de Aspergillus sp (clade niger),

A temperatura de maxima atividade da xilanase presente no extrato dialisado
foi de 55°C (Figura 9). Esse valor foi igual ao de Aspergillus niger (ARAGON, 2013)
e comparavel com o0 de xilanases de outros fungos termoestaveis, cujas
temperaturas de maior atividade variam de 40°C a 60°C, tais como Humicola grisea
var. thermoidea (MONTI et al., 1991; MONTI et al.,, 2003), Rhyzopus stolonifer
(GOULART et al.,, 2005), Aspergillus versicolor (CARMONA et al., 1998) e

Thermomyces lanuginosus (PUCHART et al., 1999).
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Os produtos de hidrdlise da xilana pela xilanase produzida por Aspergillus sp
(clade niger) foram avaliados com uma cromatografia em camada delgada, em silica

gel G-60 (Figura 10)

Fonte: acervo pessoal.
Figura 10 - Cromatografia em camada delgada dos produtos de hidrélise da xilana de “beechwood”

pela xilanase de Aspergillus sp (clade niger), em diferentes tempos e utilizando como padréo a xilose.
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Nota-se que quanto maior foi o tempo de exposicdo do substrato (xilana) a
enzima produzida (xilanase), maior foi a producédo de xilose. Ao longo do tempo
ocorre diminuicdo da producdo de XOS com maior grau de polimerizacdo e
formacao de xilooligossacarideos menores e, em seguida, xilose, corroborando os
estudos de Aragon (2013).

A Figura 11 mostra o gel de eletroforese, em condi¢cdes desnaturantes, do
extrato dialisado de Aspergillus sp (clade niger) nas concentragdes 5,0 pL (1-a), 10,0
uL (1-b) e 15,0 pL (1-c) e do extrato bruto nas concentracbes 15,0 uL (2-a), 20,0 pL

(2-b) e 25,0 pL (2-c).

xilanase (MM ~32 kDa)

Marcador de
massa molecular

Fonte: acervo pessoal.
Figura 11 - Gel de SDS-PAGE 12% corado com prata com marcador de massa molecular, extrato
dialisado de Aspergillus sp (clade niger) nas concentracées 5,0 uL (1-a), 10,0 uL (1-b) e 15,0 uL (1-c)

e extrato bruto nas concentrag¢des 15,0 pL (2-a), 20,0 pL (2-b) e 25,0 pL (2-c).
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Apesar do alvo do trabalho ser apenas a atividade xilanolitica, observou-se
uma variedade de proteinas produzidas pelo fungo Aspergillus sp (clade niger) que,
provavelmente atuam de maneira conjunta com a xilanase (massa molecular ~32
kDa). Notou-se também que apoés a dialise do extrato, houve reducédo do namero de
bandas, indicando a diminuicdo na multiplicidade de proteinas. Sendo assim, pode-
se afirmar que o processo de purificacdo da enzima foi efetivo para selecionar a

xilanase.
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5 CONCLUSAO

Conclui-se, com este trabalho, que o fungo Aspergillus sp (clade niger)
produziu as enzimas xilanoliticas na presenca de p6 de sabugo de milho, em
diversos periodos de cultivo, apresentando melhor atividade especifica quando o
periodo de cultivo é maior. Pode-se afirmar entdo que o periodo de cultivo do
fungo afeta a atividade especifica da enzima. O extrato que apresentou melhor
atividade especifica (168 horas de cultivo) foi dialisado e apresentou melhor
atividade especifica do que o extrato bruto, indicando que o método de
concentracao e de purificacdo parcial da enzima foi efetivo.

A xilanase de Aspergillus sp (clade niger) apresentou pH de maxima
atividade enzimatica 5,0 e temperatura de 55°C, propriedades ja observadas por
Aragon (2013).

Por meio dos resultados apresentados pela cromatografia em camada
delgada, conclui-se que o fungo filamentoso estudado apresenta genes
especificos que codificam a enzima xilanase, sendo responsavel pela producéo
da mesma. A hidrélise da xilana pela xilanase do Aspergillus sp (clade niger)
resultou na formacdo de compostos menores, os xilooligossacarideos e, em
seguida, na formacéo de xilose, como é observado na eletroforese em gel de
poliacrilamida. O numero de proteinas presentes no extrato dialisado foi menor
do que no extrato bruto, indicando que a enzima foi parcialmente purificada. Os
xilooligossacarideos sdo capazes de atravessar a membrana celular e
desencadeiam a transcricdo de genes do sistema xilanolitico (BIELY, 1985),
permitindo que a xilanase utilize a xilana como substrato para producdo dos

mesmos. A producédo de XOS por xilanases € mais vantajosa se comparada a
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outros métodos porque a mesma atua especificamente em seu substrato nao
resultando em residuos.
Os interessantes resultados obtidos revelam um potencial estudo de

purificacdo total da enzima e imobilizacdo para a melhor utilizagcdo da mesma.
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