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“'Debaixo do céu ha momento para tudo, e tempo certo para cada
coisa: “Tempo para nascer e tempo para morrer. Tempo para
plantar e tempo para arrancar a planta. 3Tempo para matar e tempo
para curar. Tempo para destruir e tempo para construir. “Tempo
para chorar e tempo para rir. Tempo para gemer e tempo para
bailar. °Tempo para atirar pedras e tempo para recolher pedras.
Tempo para abracar e tempo para se separar. °Tempo para
procurar e tempo para perder. Tempo para guardar e tempo para
jogar fora. "Tempo para rasgar e tempo para costurar. Tempo para
calar e tempo para falar. *Tempo para amar e tempo para odiar.
Tempo para a guerra e tempo para a paz. ‘Que proveito o
trabalhador tira de sua fadiga? '"Observei a tarefa que Deus
entregou aos homens, para com ela se ocuparem: ''tudo o que ele
fez é apropriado para cada tempo. Também colocou o senso da
eternidade no coracdo do homem, mas sem que o homem possa
compreender a obra que Deus realiza do comeco até o fim. "*Entao
compreendi que nao existe para 0 homem nada melhor do que se
alegrar e agir bem durante a vida. "’E compreendi também que é
dom de Deus que o homem possa comer e beber, desfrutando do
produto de todo o seu trabalho. *Compreendi que tudo o que Deus
fez dura para sempre. A isso nada se pode acrescentar, e disso
nada se pode tirar. Deus fez assim para ser temido. O que existe,
ja havia existido; o que existira, também ja existiu. Deus busca
aquilo que foge. "®Observei outra coisa debaixo do sol: Em lugar do
direito, encontra-se o injusto. 'E conclui que o justo e o injusto
estdo debaixo do julgamento de Deus, por que existe tempo para
cada coisa e um julgamento para cada acéo”.

(Eclesiastes, 3, 1-17)
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RESUMO

A descoberta de residuos agricolas, como fonte de energia renovavel tem
colaborado para o desenvolvimento industrial e preservacédo do meio ambiente.
Desta maneira, a degradacédo da parede celular destes residuos tem grande
importancia na fabricacdo de paes, alimentos, bebidas, téxtil, papel e celulose
entre outros produtos. A degradagdo enzimatica destes polimeros esta se
tornando uma alternativa mais atraente do que a utilizacdo de substancias
quimicas e processos mecanicos. Alguns fungos terméfilos participam desta
degradacdo enzimatica, como Humicola grisea var. thermoidea, isolado do
solo, € conhecido como bom produtor do complexo xilanolitico. Além deste, um
fungo termdfilo isolado da polpa do fruto cupuaguzeiro em decomposicao foi
estudado e produziu xilanase. Esses fungos foram mantidos em meios solidos
contendo agar e farinha de aveia. O fungo isolado da polpa do fruto cresceu em
meio liquido empregando diferentes residuos agricolas como fonte de carbono.
Dentre os varios residuos empregados para se otimizar a produgéo de
xilanase, o melhor foi o sabugo de milho. Esse foi utilizado nos experimentos
na propor¢ao de 1,0% (m/v), em meio liquido contendo 0,1% CaCOs;, 0,5%
NaCl, 0,1% NH4CI; 0,5% agua de maceracao de milho. O pH 6timo foi 5,0 e a
temperatura 6tima de 60°C. A xilanase presente no extrato clarificado em
caulim apresentou cinética Michaeliana com K, de 10,41 + 0,282 mgmL™" e
Vmax 3,32 + 0,053 U (mg protein)’. Para acompanhar o processo de
clarificacdo da enzima soluvel realizou-se SDS-PAGE verificando a presenca
de uma banda protéica com atividade xilanolitica de massa molecular de
aproximadamente 30kDa e a Cromatografia Silica Gel P60 para verificar os
produtos da hidrolise da xilana em funcdo do tempo e da associagdo de
xilosidase do fungo terméfilo Humicola com a xilanase do fungo isolado do fruto
em decomposicdo. O objetivo deste trabalho consistiu em adquirir
conhecimento sobre as propriedades bioquimicas do complexo xilanolitico
desse fungo isolado da polpa do fruto cupuaguzeiro em decomposicéao,
preparar residuos agricolas e utiliza-los como fontes de carbono que induziriam
a produgcdo de xilanase. E estudar a viabilidade destes residuos para
imobilizagdo de enzimas.

Palavras-chave: xilanase, fungo térmofilo, complexo xilanolitico
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ABSTRACT

The researches of agricultural residues as renewable energy sources have
been contributing for the industrial development and the environment
conservation. Thus, the degradation of these residues’ cell walls has great
importance in fabrication of bread, food, drinks, textile, paper, cellulose, and
other products. The enzymatic degradation of such polymers is becoming an
attractive option when compared to the use of chemical substances and
mechanical processes. Some thermophilic fungi take role in this enzymatic
degradation, such as Humicola grisea var. thermoidea, isolated from soil, and is
known to be a good producer of the xylanolytic complex. Besides it, another
thermophilic fungus, isolated from the Theobroma grandiflorum decomposing
fruit pulp, was studied and also produced xylanases. These fungi were kept in
solid media containing agar and oat bran. The fungus isolated from the fruit pulp
grew in liquid media in wich different kinds of agricultural residues were
employed as carbon sources. Among the various types of residues that were
used to optimize the xylanase production, corn cobs proved to be the best one.
It was used in assays in a proportion of 1,0% (m/v), in liquid media containing
0.1% of CaCOs3, 0.5% of NaCl, 0.1% of NH4CI, and 0.5% of corn steep liquor.
The pH optima was 5.0 and the temperature optima was 60°C. The xylanase
present in the kaolin clarified extract showed a Km of 10.41 + 0.282 mg.mL'1,
and Vmax 3.32 + 0.053 U (mg.protein)'1. In order to follow the soluble enzyme
clarification process, SDS-PAGE was run, verifying the presence of a proteic
band with xylanolytic activity of, approximately, 30kDa of molecular mass.
Furthermore, Silica Gel 60 Thin Layer Chromatography (TLC) was used to
verify the xylan hydrolysis products in function of time and the association of
Humicola sp. thermophylic fungus xylosidase with the xylanase produced by the
fruit pulp isolated fungus. The aim of this work was acquire knowledge about
the biochemical properties of the xylanolytic complex of this fungus isolated
from the Theobroma grandiflorum decomposing fruit pulp, prepare agricultural
residues to use them as carbon sources capable of inducing xylanase
production. Also, study the viability of these residues for use in enzymes
immobilization.

Keywords: xylanase, thermophilic fungus, xylanolytic complex
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1- INTRODUCAO

No cenario global, a deterioragdo do meio ambiente tem aumentado por
causa do uso de produtos quimicos em diversas aplicagdes industriais. Por
isso, tem-se investido em pesquisas que possam melhorar o ambiente e
promover tecnologia de baixo custo. Além disso, os residuos agricolas e agro-
industriais sdo empregados como fontes de energia ndo somente para criar um
ambiente limpo, mas também, tornar o solo fértil e proveitoso, melhorando
assim a propriedade e produgdo agricola, e consequentemente, manter
equilibrio ecolégico e a biodiversidade (NINAWE e KUHAD, 2005). Devido esse
contexto atual, os materiais lignoceluldsicos, estdo sendo usados cada vez
mais como fonte de carbono renovavel e representam a principal proporgéo da
biomassa de plantas terrestres (BOUDET et al., 2003; SANCHEZ, 2009). Esses
materiais possuem em sua composi¢ao celulose, hemicelulose e lignina, os
quais sofrem o processo de hidrolise enzimatica por micro-organismo,
liberando carboidratos que s&o utilizados como fontes de energia e carbono.
Esse processo degradativo € de fundamental importancia bioldgica e industrial.

A biomassa lignocelul6sica inclui residuos agricolas como palhas,
cascas, caules, hastes, bagacos e farelos, madeiras deciduas e coniferas,
residuos da industria de polpa e papel, residuos de plantas herbaceas, entre
outros sendo utilizados como substratos e/ou fontes de carbono para induzirem
a producdo de diversas enzimas como celulases, amilases, proteases e
xilanases (SAHA, 2003).

Atualmente, os micro-organismos que tem adaptacédo a termofilia tem
despertado grande interesse na biotecnologia. Os mecanismos de
termoresisténcia das biomoléculas destes micro-organismos podem constituir
modelos interessantes para a bioengenharia ou ainda, o uso direto das
mesmas em bioprocessos. As enzimas termoestaveis tem sido usadas como
ferramenta para a Biologia Molecular (Taq polimerase), como aditivo de
detergentes e sabdes (proteases e celulases), no processamento industrial do
amido (a-amilase, glucose isomerase) e na industria de polpa de papel
(xilanase) e surgem como alternativas de interesse em outros bioprocessos,
como o de sintese organica (lipases, proteases, oxidorredutases), no setor de

diagnostico, no tratamento de residuos e na produgéo de ragao animal (HAKI e



17

RAKSHIT, 2003; COLOMBATTO et al., 2004). E conjuntamente ao exposto,
técnicas de imobilizagdo estdo entre as areas de pesquisa mais relevantes,
podendo inclusive auxiliar na solugdo de problemas na area agroindustrial, uma
vez que os residuos gerados poderéo vir a ser utilizados como suportes para
enzimas imobilizadas, reduzindo enormemente os custos de produgao.

Dessa forma, esse trabalho teve como obijetivo isolar novos fungos,
definir meios de cultivo e fontes de carbono que induzem a producdo de
xilanase pelos novos fungos e pelo fungo Humicola grisea var. thermoidea e
estudar a viabilidade de residuos agricolas como suportes alternativos para

imobilizagdo de enzimas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Estrutura da parede celular vegetal

A parede celular vegetal € formada por polissacarideos como celulose,
hemiceluloses, pectina e lignina, que formam um complexo de estrutura rigida.
A celulose é o polissacarideo mais abundante na natureza e possui uma
estrutura insoluvel de cadeia linear e homogénea, composto por B-D-
glicopiranosidios unidos por liga¢des -1,4; a pectina consiste em um grupo de
heteropolissacarideos formados por unidades de acido-D-galacturdnico unidas
por ligacdes a-1,4 (KULKARNI et al.,, 1999; ARO et al.,, 2005); ja as
hemiceluloses sao constituidas por um complexo de heteropolimeros formados
por diferentes residuos de agucares como D-xilose, D-manose, D-arabinose, D-
galactose e D-glicose, dentre outros, e por seus acidos urbnicos. Eles séo
nomeados de acordo com o principal residuo de agucar da cadeia polimérica
(ARO et al., 2005). A lignina é altamente resistente a degradagé&o quimica e
biolégica, e confere dureza & madeira. E encontrada em concentracdes
maiores na lamela média, atuando como um cimento entre as fibras da
madeira, e também esta presente na parede celular, principalmente na parede
celular secundaria, formando junto com a hemicelulose uma matriz amorfa,
onde as microfibrilas de celulose estdo embebidas e protegidas contra a
degradacdo (MARTINEZ et al., 2005). Observa-se, na Figura 1, a

representacédo esquematica da parede secundaria de uma célula vegetal.

Figura 1. Esquema de célula vegetal mostrando constituintes estruturais.
Fonte: http://www.anatomiavegetal.ib.ufu.br/paredecelular (A). Esquema
mostrando a organizagdo da celulose na parede celular. Fonte: Raven et al.,
2001 (B).
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2.2. Estrutura e degradagao da xilana

O principal polissacarideo componente da hemicelulose é a xilana, o
qual esta presente em todas as camadas da parede celular vegetal na interface
entre a celulose e a lignina. A xilana ap6s a celulose, € a mais abundante fonte
renovavel de carbono presente na madeira e residuos agricolas (ZANOELO et
al., 2004). E uma molécula heterogénea que consiste de cadeia principal com
ligagbes B-1,4 de polixilose até uma cadeia com ramificacdes de arabinose,
manose, galactose, glicose e acidos. Na natureza, sua degradacdo e
modificagdo podem ser feitas por diferentes micro-organismos, incluindo
bactérias, leveduras e fungos (FERREIRA et al., 1999; MAHESHWARI et al.,
2000; ABDEL-SATER e EL-SAID, 2001; LENARTOVICZ, 2003). Na natureza, o
interesse pela hidrélise da xilana se da pela agdo de varias enzimas do
complexo xilanolitico (LEE et al., 2009). As xilanases fazem parte desse
complexo, os quais sdo responsaveis pela hidrélise catalitica da xilana. Essas
enzimas sdo principalmente produzidas por micro-organismos e responsaveis
pela decomposicdo das paredes celulares das plantas, que com outras
enzimas hidrolisam polissacarideos, que também digerem a xilana durante a
germinagao de algumas sementes. As xilanases sdo também encontradas em
algas marinhas, protozoarios, lesmas, crustaceos, insetos e sementes de
plantas (SUNNA e ANTRANIKIAN,1997). Entre as fontes microbianas, fungos
filamentosos s&o importantes, pois eles secretam no meio niveis mais elevados
de xilanase do que as bactérias e leveduras (HALTRICH et al., 1996; POLIZELI
et al., 2005). Entre as espécies de fungos, Humicola grisea var. thermoidea tem
conquistado consideravel atengdo como fonte rica de xilanases. Recentes
estudos tém demonstrado que estes fungos produzem xilanases com
diferentes propriedades (MEDEIROS et al., 2007). Por isso, as origens diversas
da xilana ocorrem devido a sua heterogeneidade estrutural, refletindo na
ocorréncia de multiplas formas de xilanases. Essas enzimas sdo variadas na
estrutura tri-dimensional. Elas podem ser encontradas em seis familias das
glicosidase hidrolase (GH): GH5, GH7, GH8, GH10, GH11 e GH43. As familias
se diferem uma das outras quanto as propriedades fisico-quimicas, estrutura,
modo de acéo e especificidade do substrato (COLLINS et al., 2005; PUCHART

e BIELY, 2007). Devido a estrutura heterogénea a xilana requer para sua
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degradagdo a acdo de muitas enzimas xilanoliticas (Figura 3). Este sistema
enzimatico € composto particularmente pelas enzimas: -1,4-Endoxilanases
(1,4-B-D-xilana xilohidrolases; EC 3.2.1.8) que clivam as ligagcbes internas
glicosidicas da cadeia principal da heteroxilana, diminuindo o grau de
polimerizagdo do substrato. A clivagem do substrato ndo é ao acaso e as
ligagbes a serem hidrolisadas dependem da natureza do substrato
(comprimento e/ou grau de ramificagdo) e também da presenca de
substituintes (LI et al., 2000). Inicialmente, os principais produtos da reacéo
sdo xilooligossacarideos, mas posteriormente, outras pequenas moléculas de
monossacarideo, dissacarideo e trissacarideo de xilose, isto é, xilose, xilobiose
e xilotriose podem ser liberados. Assim, as endoxinalases podem ser
classificadas em dois tipos de acordo com o produto final da reagéo: as que
catalisam a hidrélise nos pontos de ramificacdo 1,3-a-1- arabinofuranosil de
arabinoxilanas em adicdo a hidrolise das ligacbes da cadeia principal, e
aquelas que nao hidrolisam estes pontos de ramificacao (MATSUO et al., 1998;
RIZZATTI, 2004; CZJZEK et al., 2005). As B-D-xilosidases (B-D-xilosideo
xilohidrolases; EC 3.2.1.37) sao exoglicosidases que hidrolisam
xilooligossacarideos pequenos e xilobiose, a partir da extremidade né&o
redutora, liberando xilose (KUMAR e RAMOM,1996; MATSUO et al., 1998;
LENARTOVICZ, 2003; RIZZATTI, 2004; CZJZEK et al., 2005). Estas enzimas
sdo capazes de clivar substratos artificiais como p-nitrofenil B-D-xilopiranosideo
(ANDRADE, 2002; RIZZATTI, 2004). Um importante papel é atribuido a essas
enzimas, pois as xilanases s&o inibidas por altas concentracbes de seus
produtos e uma das fungdes das [B-D-xilosidases €& diminuir esta inibicao
causada pela concentragcdo de xilooligossacarideos (ANDRADE et al., 2004;
POLIZELI et al., 2005). As B-D-xilosidases tém sido caracterizadas em varios
fungos e bactérias, mas pouco se conhece sobre a regulacdo de sua
biossintese (ANDRADE et al., 2004). Em fungos filamentosos, estas enzimas
estdo associadas ao micélio podendo ser detectadas também no extrato celular
ou durante o crescimento. As [(-D-xilosidases apresentam uma massa
molecular de 60 a 360 kDa sendo geralmente glicoproteinas. Elas possuem pH
6timo entre 4,0 e 5,0, e as temperaturas 6timas podem variar entre 40°C a
80°C, dependendo do micro-organismo estudado (POLIZELI et al.,, 2005).

Outras atividades microbianas sdo capazes de afetar a converséo da xilana em
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seus constituintes. Estas enzimas agem cooperativamente, ocorrendo um
sinergismo entre elas, os quais apresentam as seguintes atividades: o-L-
arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55) removem os residuos de L-arabinose
substituidos no carbono trés (C3) das unidades de xilose (KANEKO et al.,
1993; RIZZATTI, 2004); a-glucuronidases (EC 3.2.1.131) hidrolisam as ligagbes
glicosidicas a-1,2 entre o acido glucurénico ou acido metil-glucurénico e
residuos de xilose em glucuronoxilano (ANDRADE, 2002; RIZZATTI, 2004);
acetilxilana esterases (EC 3.1.1.6) removem grupos O-acetil a partir dos
carbonos dois e/ou trés (C2 e/ou C3) dos residuos de xilose na acetilxilana (
SHAO e WIEGEL, 1992; CAUFRIER et al., 2003; RIZZATTI, 2004); e os acidos
fendlicos esterases também podem estar presentes: acido ferrulico esterase
(3.1.1.73) e o acido p-coumarico esterase (EC 3.1.1.-) clivam na xilana as
ligacdes éster entre residuos de cadeia lateral de arabinose e acido ferrulico ou
acido p-coumarico, respectivamente (RIZZATTI, 2004; POLIZELI et al., 2005).

Figura 2. Enzimas xilanoliticas envolvidas na degradagdo da xilana (A).
Hidrélise de xilooligossacarideos pela B-xilosidase (B). Abreviagdes: AC-
grupos acetil; a-Araf - oa-arabinofuranose; a-O-Me-GIcA - &cido a-4-O-
metilglucurénico (adaptado de SUNNA e ANTRANIKIAN, 1997).
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2.3. Producgao de xilanases

2.3.1. Micro-organismos mesofilos e termofilos

Alguns organismos sao especiais por possuirem caracteristicas em
adaptar-se a ambientes extremos, nos quais fatores como pH, temperatura,
pressdo e concentragdo de sal ultrapassam os valores considerados como
padrées para a maioria dos seres vivos (LASA e BERENGUER, 1993). Dentre
todos esses fatores, a temperatura é o que mais influéncia a fungdo das
biomoléculas e a manutencao das estruturas bioldgicas. Isso ocorre porque a
maioria dos organismos conhecidos pode crescer uma faixa rigorosa de
temperatura. Entretanto, a existéncia de ambientes geotermicamente estaveis
tem permitido a selecdo ou a persisténcia de micro-organismos que nao
apenas resistem, mas também requerem altas temperaturas para sobreviver.
Esses micro-organismos sdo chamados terméfilos (ou termofilicos) e sao
classificados em: termofilos moderados que incluem organismos com faixa de
crescimento entre um minimo de 20°C e um maximo de 55°C, sendo as
temperaturas 6timas entre 40 e 50°C. Nesse grupo estdo incluidos os
procariotos dos dominios Bacteria e Archaea e os eucariotos (Dominio Eukarya
— fungos filamentosos); termdfilos extremos que incluem micro-organismos
capazes de crescer bem em temperaturas entre 65°C a 85°C. Esse grupo é
representado pelos procariotos dos dominios Bacteria e Archaea;
hipertermdéfilos, entre os quais estao as Archaea com temperaturas 6timas de
crescimento de 85°C até 110°C. Entre os organismos hipertermdéfilos, o
Pirococcus fumari € o que consegue crescer em temperaturas mais elevadas,
entre 90 e 113°C (HUBER et al., 1986).

Poucas espécies de Eucariotos conseguem crescer entre 45 e 55°C,
sendo classificadas como termofilicas moderadas. Dentre 50.000 espécies de
fungos descritas, somente cerca de 30 crescem em temperaturas entre 40 e
45°C (MAHESHWARI et al., 2000), embora existam algumas espécies com
capacidade de crescer entre 60 e 62°C. O primeiro fungo termofilo isolado foi
Mucor pusillus, hd um século atras. Em seguida, Hugo Miehe estudou a
microflora de pilha de compostagem de residuos agricolas, isolando outras
espécies de fungos termofilos (MOUCHACCA, 1997).
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Na natureza em ambiente mesofilico, os organismos termofilos
moderados desenvolvem-se em processo de compostagem durante fase de
alta temperatura (acima de 40°C), sucedendo a microflora mesolitica (CHANG
et al., 2006; GOMES et al., 2007). Nesse processo sédo destacadas trés fases:
na primeira, a microbiota mesofilica cresce aceleradamente, absorvendo as
fontes de carbono prontamente assimilaveis e soluveis, como agucares,
aminoacidos e acidos organicos ou polimeros de acesso mais facil, gerando
calor por reagdes metabdlicas exotérmicas e elevando a temperatura para
aproximadamente 40°C. Esse aumento de temperatura inibe o crescimento dos
mesofilos e estimula a germinagcédo dos esporos dos fungos e endosporos das
bactérias termdfilas, iniciando a segunda fase do processo. Nessa etapa, as
fontes de carbono sdo mais facilmente assimilaveis ja foram esgotadas
inteiramente, restando os polissacarideos constituintes da biomassa, como
celulose, hemicelulose e pectina, cuja degradacéo requer intensa liberacéo de
enzimas extracelulares. O resultado desse processo é a degradagdo do
material vegetal a polimeros menores e um aumento da temperatura para
proximo de 60°C. A terceira fase do processo caracteriza-se pela inibicdo do
crescimento dos fungos e reducéo de atividade bioquimica no material, embora
as atividades das bactérias extremdéfilas e hipertermoéfilas sejam continuadas
(MAHESHWARI et al., 2000). Pelo exposto, espera-se que fungos e bactérias
termofilos  moderados  sejam  potenciais  produtores de  enzimas
despolimerizantes. Entretanto, alguns destes fungos termofilos como
Thermomyces lanuginosas, Talaromyces duponte e Mucor (Rhizomucor)
pusillus ndo conseguem utilizar a celulose como fonte de carbono. Porém, a
incapacidade de hidrolisar um determinado polimero, como celulose, nao
significa que o fungo ndo tenha sistema enzimatico para hidrélise de outro
polimero. Alguns fungos, como Humicola insolens, ndo degradam celulose,
mas sao capazes de usar a xilana como fonte de carbono e crescem mais
rapidamente sobre esse polimero que em meio com agucares mais simples. O
mesmo ocorre com fungos pectinoliticos termofilos nem sempre sao bons
produtores de enzimas hemiceluloliticas. Por outro lado, os organismos que
ndo despolimerizam a matéria organica podem crescer comensalmente,
utilizando acgucares liberados por outros organismos (SING et al., 2000). Por

iSso pesquisas sobre micro-organismos que utilizam a xilana envolvida em



24

sistema enzimatico estdo tornando-se relevantes em termos ecologico e
ambiental. As xilanases sao sintetizadas por micro-organismos mesofilos (25°C
a 40°C) e termdfilos (40°C a 85°C). Entre os fungos mesodfilos, os géneros
Aspergillus e Trichoderma sao importantes na producdo de xilanases. Os
fungos terméfilos abrangem Chaetomium thermophile, Humicola insolens,
Humicola lanuginosa, Humicola grisea, Melanocarpus albomyces,
Paecylomyces variotti, Talaromyces byssochlamydoides, Talaromyces
emersonii, Thermomyces lanuginosus e Thermoascus aurantiacus, Fusarium
proliferatum, Paecilomyces thermophila, Scytalidium thermophilum. As
xilanases desses fungos possuem temperatura 6tima entre 50°C e 80°C e séo
muitos estaveis nesses limites. Essas enzimas sao glicoproteinas, e a maioria
exibe alta atividade na faixa entre pH 4,5 e 6,5. Suas formas sio variadas e a
maioria demonstra massa molecular variavel entre 6 a 38 kDa. Dentre esses
fungos, a Thermomyces lanuginosus € produtora de altas concentracdes de
xilanase livre de celulase em fermentacdo submersa em meio com residuos
agricolas como fonte de carbono (ANAND et al., 1990; KALOGERIS et al.,
1998; MAHESWARI et al., 2000; DAMASO et al., 2003; LI et al., 2005).
Também, foi descrito o fungo termoéfilo Myceliophtthora sp. IMI 387099 é
produtor de duas endoxilanases termoestaveis ativas e estaveis a pH alcalino
(CHADHA et al.,, 2004). Nos ultimos anos, muitos esforcos tém sido
direcionados para o isolamento de micro-organismos terméfilos e até
extremdfilos, pois produzem enzimas com maior estabilidade (ANDRADE et
al.,1999; RIZZATTI et al., 2001; MONTI et al., 2003). Industrialmente, as
xilanases podem ser produzidas em fermentacdes no estado sélido e no
submerso (POLIZELI et al., 2005).

2.3.2. Fermentagao submersa (FSm) e no estado soélido (FES)

A fermentagdo submersa tem como caracteristica principal a utilizagéo
de um meio fermentativo liquido com nutrientes soluveis (MARTINS, 2001).
Esse processo apresenta variaveis na forma de condugdo podendo ser
continuo, descontinuo e semicontinuo. No processo continuo (MONTESINOS
et al., 1996) ha um fluxo ininterrupto de entrada de substrato e saida de caldo
fermentado conforme as necessidades do micro-organismo; ja 0os processos

descontinuos sdo conduzidos na forma de batelada, isto €, o meio de cultura é
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inoculado com micro-organismo e 0 processo segue até o esgotamento de
nutrientes e/ou acumulo do produto de interesse. O processo de batelada
consiste na alimentac&o do reator durante o processo, visando o aumento da
producdo e permitindo o estudo dos aspectos cinéticos do processo
(PINHEIRO, 2006).

As xilanases sao produzidas por diferentes bactérias e fungos, como
exemplo, Trichoderma sp, Bacillus sp, Aspergillus sp, Penicillium sp,
Aureobasidium sp e Talaromyces sp (LI et al., 2000). A producdo de xilanase
comercial se concentra principalmente nos fungos Trichoderma sp e
Aspergillus sp. A procura por cepas fungicas é maior pela facilidade de
extracdo da enzima do ponto de vista industrial, ja que os fungos sintetizam
enzimas extracelulares que sao langadas em um substrato externo e, portanto,
elimina-se a etapa de rompimento celular (HALTRICH et al., 1996). E também,
pela estabilidade e atividade em pH e temperatura extrema (KULKARNI et al.,
1999). Por isso, a grande maioria das enzimas utilizadas industrialmente sao
produzidas por este processo de fermentacéo, mas é economicamente inviavel
pelo elevado custo do processo (PANDEY et al.,, 2000). J& fermentacdo no
estado soélido utiliza substratos insoluveis com baixas porcentagens de agua
em sua composi¢do, os quais devem atuar tanto como suporte fisiol6gico
quanto como, fonte de nutrientes na auséncia de agua livre (PANDEY, 2003).
Neste tipo de fermentagao varias fontes de carbono (substrato principal) podem
se utilizadas, entre elas cita-se: farelo de trigo (ISIL e NILUFER, 2005); bagaco
de cevada (KRONBAUER et al., 2007), bagaco de cana de acucar (SOUZA et
al.,, 1999; MILAGRES et al., 2004; KRONBAUER et al., 2007), torta de soja
(PINHEIRO, 2006). Neste processo de fermentagdo deve-se observa alguns
aspectos importantes, como selegdo do micro-organismo, a escolha do
substrato, a otimizacado dos produtos, o isolamento e a purificacdo do produto
(PANDEY, 2003).

De acordo com Silveira e colaboradores (1999), as vantagens do uso da
fermentagdo no estado solido com relacdo a fermentagdo submersa é baixo
custo, melhora a estabilidade, imita o habitat natural do fungo, produz enzima
com atividades especificas mais altas, gera um produto enriquecido e facilita o
controle de producado da enzima processada. Para Couto e Saroman (2006) a

fermentagdo em estado sélido reproduz processos microbiol6gicos naturais. No
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caso de aplicagdes industriais, esses processos naturais, quando monitorados,
produzem o produto desejado. Assim, varios produtos de valor agregado tem
sido produzidos por essa técnica fazendo uso de matérias primas provenientes
da natureza (PANDEY et al., 2000). O trabalho em questdo utilizou a
fermentacdo submersa e fermentagéo no estado sélido. A seguir a Tabela 1
mostra as caracteristicas quanto ao peso molecular, temperatura 6tima, pH

otimo, pl e K, de algumas xilanases produzidas por micro-organismos.

Tabela 1 — Caracteristicas de algumas xilanases produzidas por micro-

organismos
Micro-organismos Peso Temperatura pH étimo pl Km Referéncias
Molecular 6tima (°C) (mg/mL)
(kDa)
Aspergillus aculeatus 18; 26; 52 50; 50; 70 4,0; 4,0; 5,0 5,6;9,0; 3,8 * FUJIMOTO et al.; 1995
Aspergillus awamori 39; 23; 26 45-55 4,0-55 * * KORMELINK et al.; 1993
Aspergillus fischeri 31 60 6,0 * 4,89 RAJ & CHANDRA, 1996
Aspergillus fumigatus 8.5 55 55 * 2,19-5,19 SILVA et al.; 1999
Aspergillus giganteus 21; 24 50 6,5; 6,0 * * FIALHO & CARMONA, 2004
Aspergillus Kawachil 35; 26; 29 60; 55; 50 5,5;4,5; 2,0 3,5-6,7 * ITO et al.; 1992
Aspergillus nidulans 22; 34 62; 56 5,5;6,0 3,4 0,97 FERNANDEZ-ESPINAR, 1994
Aspergillus oryzae 35 60 5,0 * * KITAMOTO et al.; 1999
Aspergillus sojae 33; 36 60; 50 5,0;55 3,5; 3,75 * KIMURA et al.; 1995
Aspergillus sp. 26; 21 50 5,0 7,2;4,7 * KHANNA et al.; 1995
Aspergillus sydowii 33 50 4,0 * * GHOSH & NANDA, 1994
Aspergillus terreus * 45 4,5 * 0,83mM GHAREIB & EL DEIN, 1992
Aspergillus versicolor 19; 32 55; 55 6,0; 6,0-7,0 * 2,3 CARMONA et al.; 1998, 2005
Acrophialophora nainiana 22 55 7,0 * 16,1 SALLES et al.; 2000
Aureobasidium pullulans 25 54 4.4 9,7 7,6 Ll etal.; 1993
Bacillus sp. 99 75 6,0 * 0,7 BAITAILLON et al.; 2000
Chaetomium cellulolyticum 25; 47; 57 50 5,0-7,0 8,9;84,;5,0 * BARAZNENOK et al.; 1999
Cryptococcus sp. 22 40 2,0 74 * IEFUJI et al.; 1995
Fusarium oxysporum F3 20.8; 23.5 60; 55 6,0 9,5; 8,56-8,7 0,41; 0,37 CHRISTAK?:;;ULOS etal;
Humicola grisea var.
thermoidea 23 70 5,5 * 3,3 MONTI et al.; 1991
Myceliophthora sp. 53; 53 75 6,0 52,48 * CHADHA et al.; 2004
Penicillium brasilianum 31 * * >9,0 * JORGENSEN et al.; 2003
Penicillium capsulatum 22 48 3,8 2,8 7,0-32,0 RYAN et al.; 2003
Penicillium sp. 25 50 2,0 4,7 0,0083 KIMURA et al.; 2000
Streptomyces sp. 24.5; 37.5; 38 55-60 6,0-8,0 * 2’23;917’05; GEORIS et al.; 2000
Thermoascus aurantiacus * 70-75 4,0-5,0 6,8; 5,5 * KALOGERIS et al.; 1998
Thermomyces lanuginosus 24.7 70 6,0-6,5 3,9 * SINGH et al.; 2000
Trichoderma harzianum 20; 29 50; 60 5,0; 5,0 94;95 0,58 TAN et al.; 1985

* valores nao determinados

Fonte: POLIZELI et al., 2005.
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2.3.3. Aplicagoes das xilanases

O interesse no estudo do complexo xilanolitico esta relacionado ao seu
emprego nos diversos processos biotecnolégicos. Em alguns deles, ha
necessidade de enzimas purificadas, enquanto que, em outros, a conversao da
xilana em xilose é feita por meio da utilizagao de extratos enzimaticos brutos.

Segundo Biely (1985), a aplicacdo da xilanase divide-se em duas
categorias, uma associada a polissacaridases (por exemplo, celulases) e outra
livre de celulase. Atualmente, uma das principais aplicagbes das xilanases e
outras enzimas é no pré-branqueamento da polpa de celulose na industria de
papéis. Tradicionalmente s&o necessarios dois processos para a obtengao de
uma polpa de celulose pura: cozimento e branqueamento. O processo de
cozimento mais importante é o kraft, que envolve o uso de sulfito, bissulfito e
ions hidroxila para degradar a lignina da madeira, deixando-a soluvel no licor
de cozimento (PATEL et al., 1993). Sob alta temperatura e presséo, 90 a 95%
da lignina é modificada ou solubilizada e o conteudo das fibras se separa. A
xilana é dissolvida no licor de cozimento devido a alta temperatura e pH. No
entanto, a medida que o processo se desenvolve, a alcalinidade diminui e a
xilana degradada precipita-se de forma mais ou menos cristalina sobre a
celulose (BUCHERT et al., 1992). Sao realizadas algumas lavagens a fim de
separar os rejeitos (ndés de madeira e cavacos nao cozidos), visando a limpeza
da polpa e retirada do licor remanescente. Neste estagio as fibras sao escuras,
pois ainda contém lignina residual do cozimento.

O branqueamento da polpa divide-se em dois estagios: o pré-
branqueamento e o branqueamento propriamente dito. O pré-branqueamento
remove mais uma parte desta lignina residual do cozimento e pode ser
realizado por diversos processos tais como: hidrélise enzimatica, reagdes de
substituicdo ou adi¢cdo de oxigénio, dependendo da industria. Nesta etapa a
pasta tem uma coloracédo amarela palida e ndo é adequado para fabricagao de
papel de boa qualidade para impressao ou escrita. Este tingimento & causado
por residuos de lignina sobre fibras das paredes. Na sequéncia, no
branqueamento, a pasta tem coloragdo branca pura, através da mudanca de
absorc¢ao de luz das substancias formadas por produtos que quebram a lignina.
O processo de branqueamento pode ser dividido em trés estagios: o primeiro

estagio é usado ozoénio (O3) e didéxido de cloro (ClO3); no segundo estagio,
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hidréxido sédio (NaOH), oxigénio (O2) e peroxido de hidrogénio (H202) e no
ultimo é realizado outro tratamento com diéxido de cloro. O uso de cloro resulta
na producéo de organoclorados que sao produtos da degradacgao da lignina, os
quais sdo altamente toxicos e mutagénicos, necessitando tratamento dos
efluentes na planta da fabrica de papel (POLIZELLI et al., 2005). A Figura 4 é
um esquema representativo das diversas etapas do processo de produgao de
celulose.

Regulamentos ambientais tém restringido o uso de compostos
cloridricos em processos de branqueamento nas industrias de papel e celulose,
assim a xilanase vem sendo utilizada em pré-branqueamentos como uma
alternativa em tais processos (VIIKARI et al., 1994). Estes processos de pré-
branqueamento reduziram o uso de compostos cloridricos em até 30%. Como
resultado houve a diminuicdo de 15% a 20% na liberagcdo de organoclorados
nos efluentes das industrias de papel (KULKARNI et al.,, 1999). Muitas
industrias do Canada, Estados Unidos, Suécia e Finlandia estdo usando

xilanases nas sequéncias de branqueamento (ARAUJO et al., 1999).

Preparacao da ,] Cozimento ou > Lavagem
madeira Processo Kraft
Descascamento Pressao 8kgf/cm?
Picagem Temperatura 165°C
Classificagao granulométrica Aditivo: antraquinona
Pré- ,] Branqueamento > Polpa de
branqueamento celulose
Aplicagao de 0? Estagio Z/D — ozénio (O3) e dioxido de cloro (CIO,)
em duas etapas Estagio Eop (extragdo alcalina) (NaOH; O,; H,0,)

Estagio D — diéxido de cloro (ClO,)

Figura 3. Esquema representativo de um processo de produgao da polpa de
celulose (Fonte: RIZZATTI, 2004).
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Existem algumas teorias que o tratamento com xilanases tem funcao de
remover a xilana precipitada da superficie da polpa (ocorrida durante o
cozimento), mas ndo esta totalmente esclarecida, a maneira exata ainda de
como as xilanases agem nos processos de branqueamento.

Outra aplicagdo do complexo xilanolitico € no processamento de fibras
vegetais, como o canhamo ou o linho na industria téxtil. O processo consiste na
incubagéo de caules de rami secos com xilanases que liberam fibras de
celulose intactas que n&do necessitam da etapa branqueamento (PRADE,
1995).

O uso desse complexo xilanolitico na produgcéo de rag¢des animais é
importante no setor de agronegdcios. As xilanases sao componentes de
formulagcéo de ragc&o animal, juntamente com glucanase, pectinase, celulase,
protease, amilase, fitase, galactosidase e lipase. Elas quebram arabinoxilanas
presentes na ragao, reduzindo a viscosidade do material bruto. A arabinose
encontrada na parede das células dos grdos tem um efeito antinutricional para
aves domésticas. Quando esses componentes encontram-se na forma soluvel,
eles se possivel elevam a viscosidade da racgdo ingerida interferindo na
instabilidade e absor¢édo de outros componentes. Se a xilanase é acrescentada
na ragao contendo milho e sorgo, ambos sao alimentos de baixa viscosidade,
ela melhora a digestdo dos nutrientes na parte inicial do trato digestivo,
resultando em uma melhora no uso de energia. A agdo conjunta com as
glucanases, pectinases, celulases, proteases, amilases, fitases, galactosidases
e lipases melhoram a digestibilidade da mistura alimentar (POLIZELI et al.,
2005).

Na industria alimenticia, como por exemplo, na panificacdo, as xilanases
podem ser usadas junto com alfa-amilase que leva a producdo de maltose,
aumentando a maciez e a textura da massa e do miolo e mantendo o pao
fresco por mais tempo. Ja amilase maltogénica e a xilanase dao estabilidade a
massa, enquanto a protease altera a elasticidade e a textura do gluten e
melhora a cor e o sabor do p&do (MUSSATTO et al., 2007). As xilanases vem
sendo usadas sobre as arabinoxilanas, que representam 2 a 3% (p/p) da
farinha de trigo, e absorvem cerca de 1/3 da agua adicionada a massa,
impedindo o desenvolvimento do gluten, reduzindo, assim o volume do pao e

prejudicando a textura do mesmo. Assim, a aplicacdo de xilanases
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(arabinosidases) a farinha leva a liberagdo da agua retida nas arabinoxilanas,
melhorando o manuseio da massa e permitindo a obtengdo de um produto final
com maior volume, melhorando a estrutura de miolo e textura (KULKARNI et
al., 1999; HARBAK e THYGESEN, 2002; CAMACHO e AGUILAR, 2003). Além
disso, uma grande quantidade de arabinoxilooligossacarideos pode ser
benéfico a saude, pois influencia o funcionamento do intestino delgado,
melhorando a digestdo e absor¢éo dos agucares; protegao contra as doengas
cardiovasculares; prevencao de cancer colo retal e auxilia no aumento do bolo
fecal e esvaziamento intestinal peridodico nas evacuagbes (MENEZES e
DURRANT, 2008). Nas fabricas de biscoitos, a xilanase é recomendada na
fabricacdo de cream-crackers e wafer, melhora a textura, palatibilidade e
uniformidade (POLIZELLI et al., 2005).

As xilanases também sao utilizadas na clarificagdo de sucos e vinhos
(BIELY, 1985), na liquefagdo de frutas e mucilagem de café (WONG et al.,
1988). Em 1930, quando iniciou-se a fabricagdo de sucos de frutas citricas o
rendimento era pequeno, pois ocorria problema na sua filtragdo devido a
turvacdo causada pelo amido. O conhecimento elevado dos constituintes
quimicos das frutas e 0 uso das enzimas microbianas ajudaram a resolver esse
problema. Atualmente, xilanases em combinagdo com celulases, amilases e
pectinases, provocam melhorias na liquefagdo das frutas e vegetais; na
estabilizacdo da polpa de fruta; na recuperagdo de aromas, 6leos essenciais,
vitaminas, sais minerais, cor dos alimentos e pigmentos; reducdo da
viscosidade; hidrolise das substancias que impedem clarificagdo fisica e
quimica do suco, ou que podem causar escurecimento no concentrado.

Os avancos das técnicas de biologia molecular permitiram outras
aplicacdes das xilanase. De acordo, com Ganga et al., (1999), uma levedura
recombinante do vinho foi construida com gene para xilanase de Aspergillus
nidulans xInA, resultando em um vinho com melhor aroma de frutas que o
convencional. Durante a fabricacédo da cerveja, a parede celular da cevada é
hidrolisada permitindo a quebra do amido. Porém, ha a liberagdo de longas
cadeias de arabinoxilanas, que aumentam a viscosidade podendo deixar a
cerveja turva. Assim, as xilanases auxiliam na solubilizagdo das arabinoxilanas

a oligossacarideos menores, diminuindo sua viscosidade e,
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consequentemente, eliminando a turbidez da cerveja (DEBYSER et al., 1997;
DERVILLY et al., 2002; PRODUCTS AND SOLUTIONS NOVOZYMES, 2008).
A xilanase e xilano ndo s&o bastante usados na industria farmacéutica. A
xilanase foi algumas vezes empregada com complexo de enzimas
(hemicelulases, proteases e outras) em suplementos alimentares, mas poucos
produtos medicinais possuem essa formulagdo (POLIZELLI et al., 2005). Ja os
produtos da hidrolise da xilana, como a xilose, podem ser transformados em
combustiveis liquidos (etanol), solventes e adocantes artificiais de baixa
caloria. A primeira etapa é a deslignificacdo da hemicelulose que € material rico
em xilana, seguido da hidrélise pela agdo das xilanases e hemicelulases,
produzindo agucares como a xilose. Na etapa seguinte os produtos sao
fermentados, principalmente por levedura (Pichia stipitis e Candida shehatae)
produzindo xilitol ou etanol (SREENATH e JEFFRIES, 2000). Entre os
agucares usados na produgéo do alcool etilico, a xilose representa 5% a 20%.
Xilitol € um polialcool com poder de adogante comparado com a sacarose
(PARAJO et al., 1998). E um adocante ndo cancerigeno indicado para
individuos obesos e diabéticos, recomendado para preveng¢ao de osteoporose
e infec¢des respiratorias, desordem do metabolismo de lipidios e lesdes
parenterais e rins. Uma variedade de produtos comerciais contendo xilitol, por
exemplo, goma de mascar pode ser encontrada no mercado. Embora a
hidrolise enzimatica da xilana € método de obtencédo da xilose, o atual xilitol
comercial € produzido em larga escala por catalise quimica. Esse processo é
considerado de alto custo, pois a xilose foi inicialmente purificada em varias
etapas. Além disso, reagbes quimicas frequentemente produzem produtos
toxicos na fermentacdo que sao da decomposigcdo do material lignocelulosico;
também na liberagdo de acucares, produtos podem ser formados da
degradacéo da glicose (hidroximetilfurfural), xilose (furfural), e da estrutura da
lignina (compostos aromaticos e fendlicos e aldeidos). Substancias liberadas
da estrutura da lignocelulose, como material de extragédo e acido acético (isto é,
terpenos e seus derivados, tropolones e compostos fenodlicos como os
flavondides, quinonas, ligninas e taninos, ou corrosdo dos equipamentos (ferro,
cromo, niquel e cobre) podem ter poder inibidor da atividade microbiana. O
desenvolvimento de tecnologia mais apropriadas na producdo de xilitol tem

causado grande expectativa para o uso de industrias de alimentos,
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farmacéuticas e odontolégicas (POLIZELLI et al., 2005). Esses s&o alguns
exemplos que mostram a contribuicdo das enzimas do complexo xilanolitico
para diversas aplicagcdes nos processos industriais.

As enzimas estdo sujeitas a inativacédo por fatores quimicos, fisicos ou
biolodgicos, quando estocadas ou durante o uso em processos industriais. Para
que a catalise enzimatica seja eficiente em um determinado processo, ha
necessidade de protegé-las de possivel inativagao, impossibilitando a catalise
da reacdo. Frente a este problema, o processo de imobilizacdo em suportes
s6lidos tem sido desenvolvido para fornecer estabilidade as enzimas e facilitar
sua recuperacao e reutilizacao (VILLENEUVE et al., 2000).

A utilizac&o destas técnicas tem sido crescente nos ultimos vinte anos e,
com isso, novas informagbes teoricas e aplicagdes praticas estdo surgindo
(VILLENEUVE et al., 2000). O uso de biocatalisadores imobilizados também é
crescente em escala industrial, especialmente na industria farmacéutica, de
detergentes, couros e panificacdo, entre outras (PRODUCTS AND
SOLUTIONS NOVOZYMES, 2008).

2.3.4. Imobilizagao de enzimas

As enzimas tém importante papel na produgdo de varios produtos,
principalmente em processos biocataliticos, aplicados nas industrias
alimenticias e de bebidas. Uma das vantagens da enzima é a grande
especificidade de acado, condigdes simples para a catalise de reacdes e
diversidade de processos passiveis de serem realizados em relacédo a
catalisadores quimicos. A possibilidade de obtencdo de fontes microbianas é
outra caracteristica importante, levando a uma grande disponibilidade,
comparativamente a outras fontes, como tecidos animais (PSZCZOLA, 2001).
A desvantagem do uso das enzimas na aplicag&do industrial se deve ao alto
custo para isolar e purificar, além de sua recuperagdo do meio reacional no
final do processo catalitico (MORANA et al., 2006). Por isso, atualmente,
emprega-se a técnica de imobilizacdo de enzimas que é um dos processos
capazes de aumentar a eficiéncia de diversas enzimas, pois a instabilidade e
impossibilidade de reuso na forma livre sdo obstaculos na sua utilizagado. Esses

obstaculos poderdo ser superados parcialmente ou totalmente através da
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imobilizagdo enzimatica. A imobilizagdo enzimatica € um método desenvolvido
para restringir o movimento da enzima, que fica ligada ou confinada na regiao
do espaco dos géis (polimeros grandes de matrizes porosas) permitindo assim,
que o substrato tenha acesso a essa enzima, e consequentemente, liberando o
produto. Este método, além de estabilizar a enzima, também permite sua
reutilizacdo (BICKERSTAFF, 1997). O termo enzima imobilizada foi adotado
pela primeira vez na Conferéncia de Engenharia Enzimatica, em Hennicker,
New Hampshire, Estados Unidos, em 1971 (GOULART, 2007).

A imobilizacdo de biocatalizadores tem atraido a atencdo para sua
utilizacdo em bioprocessos. Em geral, biocatalizadores imobilizados sao
estaveis e de facil manuseio quando comparados a suas formas livres. Uma
das mais importantes caracteristicas € que podem ser usados repetidamente
em processos em batelada ou com fluxo continuo. Varios métodos de
imobilizacdo de biocatalizadores tém sido desenvolvidos e atualmente sao
utilizados extensivamente (FUKUI e TANAKA, 1990). No entanto, ndo existe
um método ideal de imobilizagdo enzimatica. A técnica de imobilizagdo a ser
utilizada devera estar de acordo com a finalidade do produto e com as
caracteristicas especificas das enzimas e dos catalisadores quimicos.

Uma das aplicagbes industriais que utiliza enzima imobilizada,
conhecida mundialmente, é a conversdo de xarope de glicose em xarope com
alto teor de frutose pela glicose isomerase imobilizada, com grande aplicagéo
na indUstria de alimentos (GUISAN, 2006).

No processo de imobilizagdo de enzimas, ndo devem sofrer alteracdes
estruturais, bem como modificagdes no sitio ativo da enzima. A imobilizagdo
pode inibir ou aumentar a atividade e estabilidade da enzima, porém n&o existe
uma regra que prediga a manutengao destes paradmetros apds o processo de
imobilizac&o. As principais vantagens obtidas no processo de imobilizagdo sao:
(i) aumento das estabilidades térmica e operacional, protegendo o sitio ativo da
enzima da inativagdo; (ii) permite sua reutilizagdo em outras etapas do
processo; (iii) reducdo de custo operacional e (iv) facil separagdo e
recuperacao da enzima do meio reacional, reduzindo custo e etapas de
purificacdo do produto (PAIVA et al., 2000; VILLENEUVE et al., 2000; DALLA-
VECCHIA et al., 2004).
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A imobilizacdo pode ocorrer através de métodos quimicos (adsorgéo,
ligagdo covalente, “crosslinking”) ou através de métodos fisicos, como por
exemplo, deposigao fisica para uso em meios organicos, aprisionamento em
géis ou microcapsulas, membranas ou sistemas de fases organico/aquoso ou
aquoso/aquoso (ADLERCREUTZ, 1993). A Figura 5 mostra esquemas de

diferentes procedimentos de imobilizagao.

Figura 4. Representacao dos tipos de imobilizagdo de enzimas mais
utilizados (Modificagao de BICKERSTAFF, 1997).

O método adsorcao ¢é feito entre a enzima e o material insoluvel. Ela é
confinada em matrizes formadas por géis poliméricos ou encapsulagao através
de uma membrana polimérica (suporte). Dentre os métodos empregados na
imobilizagdo de enzimas envolvem processos de retencdo fisica ou unido
quimica ao suporte. Dentre os diversos métodos de imobilizagdo, a adsorgéo
fisica € o mais simples e um dos mais estudados. A enzima € imobilizada em
um suporte solido por ligagbes de baixa energia, tais como interagbes de Van
der Waals ou hidrofébicas, ligagcbes de hidrogénio e ibnicas, entre outras.
Varios materiais podem ser usados para este proposito e a escolha de um
deles depende de suas propriedades, como forgca mecanica, estabilidade fisica
e quimica, carater hidrofébico/hidrofilico, capacidade de adsor¢do de enzima e
custo (VILLENEUVE et al., 2000).
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A imobilizagc&o por inclusdo consiste em "confinar" uma proteina em um
polimero insoluvel ou matriz polimérica, de maneira a impedir a liberagédo da
enzima, mas permite a entrada do substrato. Neste caso a enzima esta
totalmente envolvida pelo sistema, onde se cria uma cela artificial delimitada
por uma membrana porosa. Moléculas grandes, tais como enzimas, ndo sao
capazes de se difundir através desta membrana, enquanto que pequenas
moléculas, alguns substratos e produtos se difundem (GOULART, 2007). A
vantagem da utilizacdo desta técnica é que a enzima n&o interage
quimicamente com o polimero evitando, assim, a perda da atividade.

A imobilizagcdo de enzimas através de ligagdes covalentes entre a
enzima e suporte &€ uma das mais interessantes do ponto de vista de aplicac&o
industrial do derivado produzido, quando se deseja recuperar a enzima ou
suporte posteriormente, ja que além da manipulagcdo mais simples do derivado
este apresenta maior resisténcia e estabilidade em relagcdo a enzima livre. A
unido covalente entre a enzima e suporte requer grupos ativos no suporte
disponiveis para reagirem com grupos presentes nos aminoacidos das
proteinas em questdo. Os principais aminoacidos envolvidos nestes processos
geralmente sao lisina, cisteina, tirosina e histidina, além desses a metionina,
triptofano, arginina, acido aspartico e glutamico, esses em menor expressao
(ARROYO, 1998; BICKERTAFF, 1997; GUISAN et al., 1997).

No caso da imobilizacao por ligacbes covalentes a unido entre enzima e
suporte pode se dar por um ponto apenas, ligacdo unipontual, ou por mais
pontos, ligacdo multipontual. A imobilizagdo multipontual, consiste na formacao
de varias ligagdes covalentes entre uma molécula de enzima e o suporte. Este
procedimento aumenta a rigidez da molécula de enzima imobilizada,
conferindo-lhe maior resisténcia a mudancgas conformacionais induzidas pelo
calor, solventes organicos e/ou outros agentes desnaturantes (GUISAN, 1988;
TARDIOLI et al., 2003). Existem estratégias que permitem imobilizar proteinas
multipontualmente por trés vias diferentes de residuos: amino-terminal,
residuos de lisina e grupos carboxilicos. Estes sdo os residuos mais
frequentemente encontrados sobre a superficie das proteinas (SRERE e
UYEDA, 1976).
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Ha dois métodos de imobilizagdo por ligagbes covalentes: imobilizag&o
direta, as unides covalentes ligam-se diretamente ao suporte; e a imobilizacéo
indireta, as unides covalentes ligam-se antes aos bragos espacgadores, os quais
estdo fixados em um suporte ativado. Para que ocorra a imobilizacdo é

necessario a preparacgéo dos geéis de agarose e ativagao do suporte.

A utilizagdo de enzimas imobilizadas em géis é bastante descrita na
literatura, e geralmente apresenta vantagens operacionais como possibilidade
de reutilizagdo, reacbes em batelada ou continua, rapida interrupcdo da
hidrélise, formacao controlada do produto e facil separacao, e a possibilidade
de plantas industriais para processos continuos ou passos consecutivos para
uma maior eficiéncia do processo (ARSLAN et al., 2000). De maneira geral,
nao ha um material de suporte ou método de imobilizacao ideal para fornecer
um padrdo de imobilizagdo (TUMTURK et al., 2000); o que determinara este
suporte serdo suas caracteristicas e a forma de ligacédo entre ele e a enzima.
De qualquer maneira, suas caracteristicas fisicas e quimicas, solubilidade,
resisténcia, seguranca, custos de producgéo e rendimento da reacdo devem ser
considerados (BICKERSTAFF, 1997). Assim, & possivel encontrar na literatura
os mais diferentes tipos de suportes e derivados para imobilizacdes

enzimaticas, covalentemente ou reversiveis.

Pesquisas recentes tém sido desenvolvidas para descobrir novos tipos
de suportes e métodos de imobilizagdo. Entre os suportes utilizados podemos
citar polissacarideos (agarose, celulose, amido, dextrana, quitosana), proteinas
(colageno, gelatina, albumina), polimeros sintéticos (poliacrilatos,
polimetacrilatos, poliacrilamida, poliamidas, vinil e polimeros alils), minerais
(bentonite, silica) e materiais fabricado (vidro n&o poroso, vidro de poro
controlado (CABRAL e KENNEDY, 1991).

A agarose € um polimero natural extraido de algas vermelhas, e sua
estrutura quimica permite que géis muito resistentes sejam formados. Estes
geéis tém uma estrutura macro-reticular com malha muito aberta, que pode ser

modificada simplesmente variando-se a concentracédo de agarose (Figura 6).
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Figura 5. Microscopia eletrbnica de gel de agarose (Fonte: DNA
ENGENEERING/AGAROSE GEL ELECTROPHORESIS).

As fibras da agarose sdo constituidas de unidades de agarobiose,
acgucar cujas hidroxilas serdo transformadas através de reagcbes quimicas em
grupos ativos onde se ligardo as enzimas a serem imobilizadas (Figura 7). As
hidroxilas livres da agarose podem ser ligados bragos quimicos para
imobilizagdo das enzimas, produzindo suportes glioxil-agarose, amino-agarose
(ou monoaminoetil-N-aminoetil — MANAE) ou glutaraldeido-agarose. Essas
transformagdes quimicas nao sao possibilidades exclusivas da agarose,

podendo ser realizadas em outros tipos de suporte (GUISAN et al., 1997).

Figura 6. Estrutura quimica da agarose (A). Representagdo do poro da

agarose (B). (Fonte:http://ead.univ-angers.fr).

O uso da agarose como suporte para imobilizacdo oferece, entre outras,
a vantagem de ser resistente a degradagdo microbiana e mecanicamente,
apresentar transparéncia optica, ser atoxico e de facil manuseio. Dentre os

suportes preparados a partir do gel de agarose estdo: o glioxil-agarose e o
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monoaminoetil-N-aminoetil (MANAE)- agarose (GUISAN et al., 1997). Estes
suportes sao produzidos a partir da transformacao dos grupamentos hidroxilas

da agarose em grupos gliceril e logo levados a glioxil.

O suporte glioxil orienta a imobilizacdo de enzima através de sua area
de superficie que contenha maior densidade de grupamentos amino, incluindo-
se o0 amino-terminal da molécula e os grupamentos e-amino das cadeias
laterais das lisinas. Em condicbes amenas de pH durante o processo de
imobilizacéo, serdo estabelecidas preferencialmente as ligagdes com os grupos
amino-terminal, enquanto que condi¢cdes de altos valores de pH (pH 10,0 —
10,5) possibilitam que os grupamentos amino das lisinas estejam reativos e se
estabeleca ligagbes entre estes residuos de aminoacidos e o suporte (GUISAN
et al., 1997).

Existem estratégias que permitem a estabilizacdo de enzimas
multiméricas, como a que ocorre com a adicdo de glutaraldeido a enzimas
previamente imobilizadas. Neste procedimento, a molécula de glutaraldeido
liga-se ao grupo g-amino das lisinas e a molécula de glutaraldeido ligada ao
grupo primario do suporte, estabelecendo uma ligagdo covalente multipontual;
seu uso também é possivel em suportes epodxi-acrilicos, como o Sepabeads,
antes ou apdés a adsor¢cdo das enzimas (LOPEZ-GALLEGO et al., 2005a;
LOPEZ-GALLEGO et al., 2005b; TORRES et al., 2003).

Outra técnica que pode ser utilizada para a estabilizacdo de enzimas
multiméricas € o uso de macromoléculas polifuncionais que mantém a
integridade das subunidades da enzima. Dextranas comerciais atuam bem
nesta técnica de poés-imobilizagdo. As dextranas oxidadas por periodato
produzem uma estrutura poli-aldeidica adequada para reagir com 0s grupos
amino das proteinas. As reagdes entre os poli-aldeidos e a proteina ocorre
através da formacao de bases de Schiff, e entdo a reacao é finalizada com a
redugéo por boroidreto, onde as bases de Schiff sdo reduzidas a grupo amino
secundarios e os poli-aldeidos s&o convertidos em poli-alcodis (FERNANDEZ-
LAFUENTE et al., 1999; HIDALGO et al., 2003).

A modificagdo quimica dos grupos carboxilicos de superficie (carboxil

terminal, acido aspartico e acido glutdamico) com 1-etil-3-(dimetilamino-propil)
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carbodiimida (EDAC), na presenca de etilenodiamina (EDA) também ¢é utilizada
na estabilizacdo de enzimas (GOULART, 2007). Nesta reagdo ocorre a
formacdo de amida entre o grupo carboxilico ativado da proteina e o grupo
amino do EDA, formando um grupo amino primario livre. Este novo grupo
amino apresenta um valor de pK ao redor de 9,2, sendo mais reativo que os
grupos g-amino dos residuos de lisina da superficie da proteina. Além disso, o
grau de modificagdo pode ser controlado pela concentracdo de EDAC usado
durante a reacdo (LOPEZ-GALLEGO et al., 2005c)

Outra metodologia para melhorar a estabilidade conformacional de uma
enzima € sua imobilizacdo em suportes ativados com grupos epdxidos
(MATEO et al.,, 2000a; MATEO et al., 2000b; PESSELA et al., 2003). Este
suporte apresenta as seguintes vantagens: permite que bragcos espacgadores
curtos sejam ligados; uma camada simples e muito densa de grupos epoxidos
estdveis e reativos pode ser facilmente preparada; os grupos epdxidos
permitem a imobilizacao por diferentes grupos da superficie da enzima (amino,
tiol, fenol, imidazol, hidroxila); a reacédo enzima-suporte pode ser facilmente
interrompida através do bloqueio dos grupos epdxi com diferentes reagentes.
No entanto, ndo ha um método ideal de imobilizagdo enzimatica. O
procedimento de imobilizacdo a ser utilizado devera estar de acordo com as

caracteristicas proprias da enzima e com a finalidade do produto.
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4. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi estudar e conhecer as propriedades
bioquimicas do complexo xilanolitico de uma espécie fungica termofilica isolada
da polpa do fruto do cupuaguzeiro (Theobroma grandiflorum) em estado de

decomposicao.

4.1. Objetivos especificos

e Utilizar residuos agricolas como fonte de carbono para o novo fungo
termofilo isolado;

e Determinar melhores meios de cultivo e fontes de carbono para
induzir a producgéo de xilanase por este micro-organismo;

e Caracterizar a atividade xilanolitica no extrato cru, quanto ao pH e
temperatura 6tima, estabilidade, K, € Vmax, €nergia de ativacdo e produto de
hidrdlise;

e Preparar suportes alternativos a partir dos residuos agricolas para

serem utilizados futuramente na imobilizag&o de enzimas.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Preparo dos residuos agricolas

Os residuos agricolas foram obtidos na regido de Araraquara (SP) e
Avaré (SP). Os residuos utilizados foram: sabugo de milho (SM), bagaco de
cana (BC), farelo de trigo (FT), tegumentos das sementes de soja (TSS) e
escapo floral da bananeira (EFB). Estes residuos agricolas foram empregados
como fonte de carbono para producédo de xilanase pelas trés espécies de

fungos isolados do fruto de cupuaguzeiro.

5.1.1 Preparo do residuo — Sabugo de Milho (SM)

O preparo desse residuo pode ser dividido em duas etapas:
- 1° Etapa: Coleta e trituracao

Foram coletadas de 70 a 100 espigas de milho do Assentamento da
regidao de Araraquara (Figura 7). As espigas foram debulhadas, os gréos foram
descartados e os sabugos foram limpos em seguida e cortados em suas
extremidades. Apoés, foram triturados na picadora de residuos agricolas

(UNESP — Araraquara) para redugéo do tamanho.

- 2° Etapa: Preparo do residuo

Pegou-se o sabugo de milho triturado, o qual foi passado em tamis com
malha de abertura de 2,00 mm. A matéria-prima que nao transpds foi triturada
no liquidificador para diminuir a granulometria, em seguida foi passado em
tamis com malha de abertura de 0,125 mm. O p6 preparado ficou armazenado

em frascos plasticos para posterior utilizagéo.

Figura 7. Sabugo de milho.
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5.1.2. Preparo do residuo — Bagago de Cana (BC)

O preparo desse residuo pode ser dividido em duas etapas:
- 1° Etapa: Coleta e trituracao

O saco de 60 kg de bagaco de cana de acgucar (colmos + restos foliares)
foi doado pelo Sr. Ovidio Negréo, sitiante da cidade de Avaré (SP) (Figura 8). O
bagaco foi colocado em uma bacia com agua corrente; esperou-se decantar a
sujeira e passou-se por peneira de café a parte suspensa. Esse procedimento
foi repetido cinco vezes. A ultima lavagem foi realizada com agua destilada.
Retirou-se o excesso de agua, distribuiu-se em bandejas e foram colocados em

estufa com circulagéo forgcada de ar a 100°C para a secagem.

- 2° Etapa: Preparo do residuo

O bagaco de cana (colmos + restos foliares) depois de seco foi
passado em tamis com malha de abertura de 2,00 mm. A matéria-prima que
nao transpbs foi triturada no liquidificador para diminuir a granulometria, em
seguida foi passado em tamis com malha de abertura de 0,125 mm. O po6

preparado ficou armazenado em frascos plasticos para posterior utilizag&o.

Figura 8. Bagaco de cana de agucar (colmos e restos foliares).

5.1.3. Preparo do residuo — Tegumentos das Sementes de Soja (TSS)

O preparo desse residuo pode ser dividido em duas etapas:
- 1° Etapa: Coleta e trituracao

O tegumento das sementes de soja foi cedido pela Usina de Soja
(UNISOJA) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP de
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Araraquara (Figura 9). Foi colocado em uma bacia com agua corrente;
esperou-se decantar a sujeira e passou-se por peneira de café a parte
suspensa. Esse procedimento foi repetido duas vezes. A ultima lavagem foi
realizada com agua destilada. Retirou-se o excesso de agua, distribuiu-se em
bandejas e foram colocados em estufa com circulagédo de ar a 100°C para

secar.

- 2° Etapa: Preparo do residuo

O tegumento da soja depois de seco foi passado em tamis com
malha de abertura de 2,00 mm. A matéria-prima que n&o transpds foi triturada
no liquidificador para diminuir a granulometria, em seguida foi passado em
tamis com malha de abertura de 0,125 mm. O p6 preparado ficou armazenado

em frascos plasticos para posterior utilizagéo.

Figura 9. Tegumentos das sementes de soja.

5.1.4. Preparo do residuo — Farelo de Trigo (FT)
O preparo desse residuo pode ser dividido em duas etapas:
- 1° Etapa: Coleta e trituragéo
O farelo de trigo foi adquirido diretamente em supermercado de

Araraquara, ndo sendo necessaria uma pré-limpeza (Figura 10).

- 2° Etapa: Preparo do residuo
O farelo de trigo foi passado em tamis com malha de abertura de
2,00 mm. A matéria-prima que ndo transp6s foi triturado em um liquidificador

para diminuir a granulometria, em seguida foi passado em tamis com malha de
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abertura de 0,125 mm. O p6 preparado ficou armazenado em frascos plasticos

para posterior utilizag&o.

Figura 10. Farelo de trigo.

5.1.5. Preparo do residuo — Escapo Floral da Bananeira (EFB)

O preparo desse residuo foi feito em uma etapa:
- 1° Etapa: Coleta e trituracao

O Escapo floral da bananeira foi adquirido de um sitio préximo a cidade
de Araraquara (Bairro Machado) (Figura 11). Depois de triturado na picadora
(UNESP - Araraquara), lavou-se varias vezes para tirar sua ndédoa e, em
seguida, foi secado ao sol por uma semana, e armazenado em frascos

plasticos para posterior utilizacao.

Figura 11. Escapo Floral da Bananeira.
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5.2. Microscopia Optica e Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
Apds o preparo dos residuos foram feitas laminas contendo os diferentes
pds agricolas para que fossem realizadas a Microscopia Optica no laboratério
de Parasitologia do Prof. Dr. Jodo Aristeu Rosa da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas — Unesp- Araraquara. O microscopico 6ptico funciona com um
conjunto de lentes (ocular e objetiva) que ampliam a imagem transpassada por
um feixe de luz. Ja a Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) foi feito no
Instituto de Quimica — Unesp — Araraquara, o qual permite a analise da
topografia da amostra, com excelente resolugédo da imagem obtida. A imagem
€ obtida por reflexdo de feixe de elétrons pela superficie da amostra, e uma
imagem é produzida por feixes de elétrons refletidos. Para que fossem feitas as
imagens dos residuos agricolas foi necessario recobri-los com uma fina
camada de ouro. Estas imagens microscopia optica e eletrbnica de varredura
foram feitas para observar formas, tamanhos e densidade dos poros das

estruturas dos residuos agricolas.

5.3. Isolamento do micro-organismo

Apo6s um incéndio no final de 2007 no Departamento todas as cepas de
fungos do laboratério do Prof. Dr. Rubens foram perdidas, entdo se iniciou o
isolamento de novas linhagens produtoras de enzimas. Foram isolados no
Laboratorio de Enzimologia Industrial do Departamento de Alimentos e Nutricao
— FCFAR — UNESP- Araraquara, fungos filamentosos da polpa do fruto de
cupuguazeiro em decomposi¢cdo, sendo denominados Fungo do Cupuacgu
(FCUP1, FCUP2 e FCUP3). Esses fungos foram isolados por Benedetti (2008),
com auxilio de uma alga estéril, retirando-se da superficie dessa polpa o micro-
organismo de interesse, os quais foram repicados em meio com 2% agar e 4%
de farinha de aveia. Este meio foi descrito por Monti (1989) em sua tese de
Doutorado. Verificou-se que esses novos isolados produziam um pigmento
preto (FCUP1), pigmento verde (FUCP2) e pigmento marrom esbranquigado
(FCUP3). Os fungos de pigmentos preto foram incubados a 40°C, com
crescimento em 4 dias. J&4 os de pigmentos verde e marrom esbranquicado
foram incubados em temperatura ambiente (26°C), com crescimento em 4 a 7

dias.
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No primeiro isolamento desses fungos FCUP1, FCUP2 e FCUP3 foi
adicionado clorofenicol (antibiético) na superficie do meio com o objetivo de
impedir o crescimento de outros micro-organismos indesejaveis (KUNZ, 1983).

O trabalho desenvolvido focou na caracterizagdo parcial de algumas
enzimas produzidas pelo fungo filamentoso FCUP1, por ser um fungo termdfilo
de grande interesse para aplicag&o industrial.

Outro fungo utilizado nesse estudo foi Humicola grisea var. thermoidea
isolado do solo por Chaves et al.(1989), no Laboratorio de Microbiologia do
Departamento de Biologia Geral da Universidade Federal de Vigosa (UFV). A
cepa desse micro-organismo foi cedida pelo Prof. Dr. Jodo Atilio Jorge, da
Faculdade Filosofia Ciéncias e Letras da USP de Ribeirdo Preto. Este fungo,
também foi mantido em meio sélido inclinado contendo 2% de agar e 4% de

farinha de aveia a 40°C por 10 dias.

5.4. Manutengao do micro-organismo

Segundo Neder (1992), vem-se buscando melhores técnicas de
manutencédo de culturas o mais proximo possivel de seu estado original. A
manutencéo dos fungos Humicola sp, FCUP-1, FCUP-2 e FCUP-3 foram feitos
através de repiques no periodo de um més em meio de cultura contendo 2% de
agar e 4% de farinha de aveia em po, os quais foram incubados a 40°C. Apés o
crescimento, as culturas foram armazenadas em geladeira a 4°C (culturas

estoques) para posterior uso.

5.5. Obtencao de conidios

Os conidios foram obtidos a partir de culturas estoques. Para cada tubo
de cultura foram adicionados 10mL de agua estéril, de onde se retiravam
volumes destas suspensdes, variando entre 1 e 2mL (5 x 107 células/mL)
(MONTI, 1989). Em seguida, adicionou-se em meio liquido com diferentes
fontes de carbono ou em meio semi-solido para crescimento e producao de

enzimas, a 40°C, por 18 horas.
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5.6. Meios de cultivos
Foram testados meios liquidos e semi-sélidos na indugdo do

crescimento e produc&o de enzimas.

5.6.1. Meio liquido

a) Meio M4
(07 (0@ TSP PRSPPI 0,1%
NACH .. as 0,5%
GelatiNg. .. .. 0,25%
Agua de maceragdo de Milno.......... 0,5%
Agua destilada g.5.P.....ceeveeeieeeeeeee e, 100mL
PH INICIAL ... 6,0
b) Meio M4 modificado
(07 10 @ O 0,1%
NACH ... 0,5%
NHAC, oo 0,1%
Agua de macerag&o de MilNo.._........ 0,5%
Agua destilada q.5.p.....coverieee e, 100mL
PH INICIAL ... 6,0

5.6.2. Meio semi-solido
Esse meio foi preparado em frasco Erlenmeyer de 250mL constituido de
diferentes fontes de carbono, utilizado em crescimento estacionario, com as

seguintes composicdes:

e 2,59 de farelo de trigo + 5,0mL de agua de torneira ou agua de
maceragéo de milho.

e 2,5g de sabugo de milho + 5,0mL de agua de torneira ou agua de
maceragao de milho.

e 2,59 de bagaco de cana (colmos + residuos foliares) + 5,0mL de

agua de torneira ou agua de maceragao de milho.
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e 2,59 de tegumento das sementes de soja + 5,0mL de agua de
torneira ou agua de maceragao de milho.

e 2,59 de avicel (celulose) microcristalina + 7,0mL de &agua de
maceragao de milho.

e 1,259 de avicel (celulose) microcristalina + 1,259 de farelo de trigo +
7,0mL de agua de maceragao de milho.

e 1,25¢g de avicel (celulose) microcristalina + 1,25g de farelo de trigo +
7,0mL de agua de torneira.

Apoés esterilizagdo a 120°C por 20 minutos, o meio de cultura foi

inoculado com a suspensdo de conidios (5 x 10" células/mL), e incubado a

40°C em condi¢des estacionarias, por 6 dias.

5.7. Crescimento em meio liquido e meio semi-soélido

Aos meios liquidos foram adicionadas diferentes fontes de carbono com
concentragbes apropriadas. Apos a esterilizacdo a 120°C por 20 minutos,
foram inoculados com 5 x 107 células/mL de suspensdo de conidios coletados
nos tubos de cultura (MONTI, 1989), e entdo, incubados em mesa incubadora
com agitacao orbital de 120rpm a 40°C, sendo o crescimento interrompido
apo6s 12 ou 16 horas, e em alguns experimentos ap6s 18 horas. Em seguida, o
conteudo de cada frasco foi filtrado a vacuo em papel Whatman n° 1 (LEMBO
et al.,, 2006), e o sobrenadante (filtrado) foi utilizado para verificacdo da
atividade enzimatica e dosagem de proteina.

Para o crescimento estacionario, utilizou-se o0 meio semi-solido, onde
foram inoculadas 5 x 107 células/mL de suspensdo de esporos do fungo. Os
frascos foram incubados em estufa a 40°C, por 6 dias. Ap6s o crescimento,
adicionaram-se 30mL de agua de osmose reversa gelada em cada frasco,
mexeu-se com bagueta de vidro e deixou-se em repouso na geladeira, por 30
minutos. Filtrou-se a vacuo e, quando necessario, durante a filtracao, lavou-se
com mais 10mL de agua de osmose reversa gelada, sendo o sobrenadante
(filtrado) utilizado para verificacdo da atividade enzimatica e dosagem de

proteina.



49

5.8. Obtencao da enzima extracelular e micelial de meios liquidos e semi-

solidos

5.8.1. Obtencao de enzima do meio liquido

A massa micelial resultantes das culturas descritas nas condigdes acima
foi separada do meio de cultivo por filtragdo a vacuo utilizando o funil de
Blchner contendo papel de filtro Whatman n° 1. O filtrado (meio de cultura livre

de células) foi usado como uma preparacao de enzimas extracelulares.

5.8.2. Obtencao da enzima de meio semi-sélido

A obtencdo de enzimas a partir de culturas estacionaria foi feita,
adicionando-se 30mL de agua de osmose reversa gelada (4°C) aos frascos de
cultivo, em seguida mexeu-se com bagueta de vidro e deixando-se em repouso
na geladeira, por 30 minutos. A seguir a cultura foi filtrada a vacuo utilizando o
funil de Buchner contendo papel de filtro Whatman n°1. O filtrado (meio de
cultura livre de células) foi usado como uma preparacdo de enzimas

extracelulares.

5.8.3. Obtencao de enzimas intracelulares

Para obtenc&o dessas enzimas foi utilizada a massa micelial produzida
pelo fungo Humicola grisea var. thermoidea. Essa massa era lavada com agua
destilada (cerca de duas vezes o volume do meio) e prensada entre folhas de
papel de filtro para retirar o maximo possivel de agua embebida. Depois de
congelado, o micélio foi macerado com areia tratada em tampao acetato de
sédio 0,05M, pH 5,0 até a ruptura das células em gral de porcelana
previamente gelado. O macerado foi ressuspenso com agua destilada de modo
qgue a suspenséao nao ficasse muito viscosa. A areia e os restos celulares foram
removidos por centrifugagdo a 7400g por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante
desta centrifugacdo foi denominado extrato bruto e utilizado como fonte de

enzima intracelular.

5.9. Clarificagao do meio
Para obter-se um extrato mais limpo, livre de pigmentos e

polissacarideos, crescidos em meio M4 modificado e com sabugo de milho



50

como fonte de carbono, fez-se a clarificagdo, com uso de diferentes

procedimentos, descritos nos itens a seguir.

5.9.1. Precipitagao com acetona 3v (v/v) a frio

A clarificagdo do meio foi obtida precipitando-se as proteinas do meio de
cultura (enzima soluvel obtida do filtrado) utilizando-se acetona a frio (1:3 v/v -
solugcédo de enzima: acetona). Apos o periodo de 30 minutos, centrifugou-se o
material a 7400g por 20 minutos a 4°C, sendo que o sobrenadante foi
descartado e, inverteram-se os tubos para secagem de toda acetona. O
precipitado obtido foi ressuspenso no menor volume possivel de agua
destilada, e congelado para posteriormente ser utilizado para dosagens das

atividades enzimaticas e proteinas.

5.9.2. Filtragao em caulim

Ao filtrado de cultura (enzima soluvel) foi adicionado caulim (4g/100mL
de meio), agitando-se cuidadosamente com uma bagueta. Em seguida levou-
se para a geladeira por 30 minutos, sendo a seguir filtrado em papel de filtro
com auxilio de uma bomba a vacuo, sendo o filtrado recolhido para dosagens

de atividade enzimatica e proteinas.

5.9.3. Filtragao em terra diatomacea

Ao filtrado de cultura (enzima soluvel) foi adicionada terra diatomacea
(49/100mL de meio), agitando-se cuidadosamente com uma bagueta. Em
seguida levou-se para a geladeira por 30 minutos, sendo a seguir filtrado em
papel de filtro com auxilio de uma bomba a vacuo, sendo o filtrado recolhido

para dosagens de atividade enzimatica e proteinas.

5.9.4. Precipitagdo com Sulfato de Aménio

Ao filtrado de cultura (enzima soluvel) adicionou-se sulfato de amoénio
(NH4)2SO4 70%, e deixado em repouso por 12 horas na geladeira. Em seguida
centrifugou-se a 7400g por 20 minutos a 4°C. Ressuspendeu-se o precipitado

no menor volume possivel de agua e dialisou-se contra agua por 12 horas, 2
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trocas para retirar o excesso do sal sulfato de amoénia que interfere na

determinacao de acgucares redutores e dosagem de proteina.

5.10. Determinacgao da atividade enzimatica e de proteina

A determinagéo da atividade enzimatica da enzima soluvel (enzima livre)
ou derivados (enzima imobilizada) foi determinada pelo método do acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS). As condi¢cdes dos ensaios utilizadas para xilanase foi
0,54% de xilano como substrato, 4,9mL de tampao acetato de sdédio 50mM, pH
5,0 e 0,1mL da enzima, perfazendo um volume final de 5mL. Os ensaios foram
conduzidos a 40°C, com agitacdo constante durante 60 minutos. O agucar
redutor xilose produzido na mistura foi estimado através da variagdo da
densidade o6tica em 540 nandmetros, conforme descrito por Miller (1959). Uma
unidade enzimatica (Ul) para atividade da xilanase foi definida como a
quantidade de enzima capaz de liberar 1umol de agucar redutor por minuto (¢ =
0,308 pmol™ 0,25mL cm™). A atividade especifica foi definida através da
relacdo entre o numero de unidades por miligrama de proteina. A quantificagcéo
de proteinas foi determinada pelo método de Lowry (1951), modificado por
Hartree (1972), com absortividade igual a 3,871 mg™ 0,5mL cm™.

5.11. Determinac¢ao do pH é6timo de atividade da enzima xilanase do fungo
FCUP1

A atividade enzimatica em funcdo do pH foi verificada, incubando a
enzima com o substrato em seis sistemas tampdes. Para o sistema 0,1M
acetato-fosfato-Tris, o valor do pH variou de 3,0 a 9,0, sendo que para pH 3,0 a
5,0 utilizou-se tampao acetato de sédio; para pH 6,0 e 7,0 utilizou-se tampéao
fosfato de sédio e para pH 8,0 e 9,0 utilizou-se o tampao Tris-HCI. Apos
periodo de incubacdo de 20 minutos a 40°C, a reacéo foi interrompida com
adicao de DNS, e a reacéo foi desenvolvida por aquecimento do meio reacional
em banho-maria de agua fervente por 5 minutos. A densidade ética foi

determinada em espectrofotémetro (A= 540nm).
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5.12. Determinagao da temperatura 6tima de atividade da enzima xilanase
do fungo FCUP1

A determinagdo da temperatura Otima de hidrélise foi verificada
incubando a enzima com o substrato em diferentes temperaturas, no intervalo
de 25°C a 90°C. Os ensaios enzimaticos foram realizados em tamp&o acetato
de sddio 0,05 M, pH 5,0 com agitacao constante. A reacéo foi interrompida com
adicdo de DNS e a coloragao foi desenvolvida por aquecimento do meio
reacional em banho de agua fervente por 5 minutos. A densidade otica foi
determinada em espectrofotdmetro (A= 540nm). A atividade especifica foi
definida como a quantidade de agucar redutor produzido em velocidade inicial

de 1pmol por minuto e por mg de proteina.

5.13. Determinacgao da estabilidade térmica

Para determinar a estabilidade térmica da xilanase extracelular frente a
temperatura utilizou-se o filtrado de cultivo que foram incubados a 25, 30, 40,
50, 55, 60, 65, 70, 80 e 90°C por 40 minutos na auséncia de substrato. As
amostras foram retiradas incubadas em gelo por 5 minutos, sendo determinada
a atividade residual em reacdo usando 0,54% (p/v) de xilano em tampé&o
acetato de sédio 50mM (pH 5,0) a 60°C com constante agitagcdo. Nessas
temperaturas foram estimadas as meias vidas através de curvas da

porcentagem da atividade residual contra o tempo de incubacgao.

5.14. Determinagao da estabilidade em pH

A metodologia utilizada para avaliar a estabilidade em diferentes pH foi
incubar o filtrado de cultivo em diferentes valores de pH de 3,0, 4,0, 4.5, 5.0,
5.5, 6,0, 7,0, 8,0 e 9,0 utilizando—se tampao Mcllvaine de 3,0 a 8,0 e tampao
glicina-NaOH para 9,0. Ap6s 40 minutos de incubagdo a temperatura
ambiente, foi determinada a atividade xilanase residual em reagdo usando
0,54% (p/v) de xilano em tampao acetato de s6dio 50mM (pH 5,0) a 60°C com

constante agitacao.

5.15. Cromatografia em Silica Gel P60
Produtos de hidrélise do xilano, formados na agdo da xilanase, foram

separados por cromatografia ascendente em camada fina usando silica gel P60
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no sistema acetato de etila/ acido acético/ acido féormico/agua (9:3:1:4), por
volume. Como padrédo foi utilizado xilose e xilobiose. A cromatografia foi
revelada com orcinol 0,2% em acido sulfurico-metanol (1:9 v/v) (FONTANA et
al., 1988). O aparecimento da cor azul se da, apds a permanéncia da placa por
5 minutos a 100°C.

5.16. Eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢gdes desnaturantes
(SDS-PAGE)

As amostras para a eletroforese foram preparadas adicionando-se igual
volume de tampéo de ruptura e das aliquotas da enzima produzida pelo fungo
FCUP1 purificadas em acetona, caulim, terra diatomacea e sulfato de amoénio.

A eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS foi realizada em placa Mini-
VE, de acordo com método de LaemmLi (1970), utilizando-se acrilamida a 12%
conforme solugbes descritas abaixo. O tempo de corrida foi de
aproximadamente 30 minutos em 20 mA. O volume aplicado de cada uma das
amostras foi de 27 pL para o extrato bruto (enzima soluvel), 20uL para a
enzima purificada em acetona, caulim, terra diatomacea e sulfato de aménia e
4 pL de padrédo. A polimerizacédo da acrilamida se inicia com a adicdo de
persulfato de amobnio, e é acelerada pela adicdo de Temed. O composto
utilizado para efetuar a dissociacédo é o detergente idbnico SDS. A amostra é
desnaturada por aquecimento a cerca de 100°C, durante trés minutos, na
presencga de excesso de SDS e de reagente sulfidrilico (B-mercaptoetanol). E a
técnica de coloracéo foi com prata segundo HEUKESHOVEN, J. e DERNICK,
R., 1985. Na eletroforese utilizou-se como padrédo um kit de massa molecular
da Amershan Biosciences GE, constituido de fosforilase b (97 kDa); albumina
do soro bovino (66 kDa); ovoalbumina (45 kDa); anidrase carbénica (30 kDa);
inibidor de tripsina (20,1 kDa) e alfa-lactoalbumina (14,4 kDa).

5.17. Determinagao dos parametros cinéticos K, € Vax

A determinacdo dos parametros cinéticos K, € Vmax da enzima foi
realizado pelo média aritmética entre os trés procedimentos propostos por
Lineweaver-Burk (1934), Eadie-Hofstee e Hanes-Woolf (1932), utilizando como

substrato a xilana birchwood.
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1. Caracterizagcao dos residuos agricolas utilizados como fontes de
carbono para o crescimento de micro-organismos

Na caracterizagéo dos residuos agricolas foram feitas as imagens dos
para verificagdo das formas, tamanhos e densidade dos poros das estruturas
dos residuos agricolas. A seguir na Figura 12 sdo apresentadas as fotos dos
residuos agricolas em microscopia o6tica objetiva 10x (10 x 100 = 1000) e em
Microscopico Eletrénico de Varredura (MEV). O microscépico 6tico demonstra
detalhes da amostra, enquanto o microscépico eletronico de varredura (MEV)
tem como objetivo visualizar mais detalhes da amostra a ser analisada, o qual é
um equipamento capaz de produzir imagens de alta ampliagédo (até 300.000 X)
e resolucédo. Nele um feixe de elétrons é extremamente estreito é usado para
varrer as amostras. O feixe tem varios efeitos sobre as amostras, dos quais o
principal para nossa finalidade é que ele faz com que a propria amostra emita
elétrons. A imagem é construida em sequéncia, no tempo, a medida que a
amostra é varrida. Este tipo de microscépico tem importante papel na
taxonomia de insetos e fungos, area de geologia, superficies de diversas
estruturas de plantas e animais, entre outras (GALLETI, 2003). A seguir séo
apresentadas as fotos das estruturas fibrosas dos residuos agricolas
detalhadamente. Os procedimentos de preparacdo destes residuos foram
descritos detalhadamente no item 5.1.1 a 5.1.5. E também, foram empregados
como fontes de carbono para o crescimento do fungo isolado da polpa do fruto
cupuaguzeiro em decomposi¢éo verificando a produgédo da xilanase, os quais

os resultados serao discutidos nas tabelas de 2 a 9.
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Figura 12. Imagens de microscopia dos residuos agricolas. (1) Bagago de
cana; (2) Tegumento das sementes de soja; (3) Sabugo de milho; (4) Escapo
floral de bananeira; (5) Farelo de trigo. (A) Microscopia 6ptica — objetiva 10X;
(B) Microscopia eletrénica de varredura — 2000X; (C) Microscopia eletrénica de
varredura — 5000X.
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6.2. Residuos agricolas estudados como suportes para aplicagdo em
imobilizagao de enzimas

Os residuos agricolas foram também preparados para serem
empregados como suportes na imobilizacdo de enzimas, ndo sendo utilizado
nesse trabalho, mas foram testados por outros alunos de mestrado e doutorado
do Laboratério de Enzimologia, e conseguiu-se ligar covalentemente trés
enzimas diferentes, sendo a lacase, invertase e peroxidase em dois tipos
destes residuos. Também foi enviada amostra do residuo sabugo de milho
para Instituto de Catalise da Espanha, para que sejam feitos estudos sobre a
determinacdo de numeros de hidroxilas presentes nestes residuos com a
finalidade de caracteriza-los para facilitar a ligagdo de seus grupamentos
quimicos aos grupamentos quimicos das enzimas, tornando assim, um suporte
de grande importancia para area de imobilizacdo de enzimas.

Os resultados de imobilizacao apresentado neste trabalho foi de testes
preliminares da xilanase produzida por Humicola grisea var. thermoidea
utilizando como suporte agarose-glioxil. Apds a imobilizagcdo neste suporte
realizou-se a cinética enzimatica tendo como substrato a xilana e a enzima
xilanase imobilizada. Durante o ensaio enzimatico retirou-se aliquotas e
aplicou-se em Cromatografia em Silica Gel P60 (Figura 13) seguindo o método
de Fontana et al. (1988). Com esse método foi possivel identificar os produtos
da hidrélise da xilana obtido com o derivado agarose-glioxil. Verificou-se em
tempos de 60 a 120 minutos menor producdo de xilooligossacarideos
(xilobiose, xilotriose, xilotetraose e xilopentose), enquanto em 1080 minutos
maior producdo desses produtos da hidrélise do xilano. Com estes resultados
confirmamos a imobilizag&o da xilanase de Humicola grisea var. thermoidea em

glioxil-agarose, com manutenc¢é&o da atividade.
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: Xilotetraose
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Figura 13. Cromatografia em Silica Gel P60 do produto de hidrélise da xilana
obtido com derivado glioxil-agarose em diferentes tempos em pH 5.0 a 40°C. O
X1: Xilose e x,: xilobiose s&o utilizados como padrdes e 3 - 60minutos; 4 — 120

minutos e 5 — 1080 minutos.

6.3. Producao e caracterizagao de xilanases

6.3.1. Isolamento e Identificagao de novos fungos filamentosos

Neste trabalho de Doutoramento foram isolados por Benedetti, trés
cepas de fungos filamentosos, a partir da polpa do fruto cupuaguzeiro em
decomposicdo. Destas trés cepas, apenas o fungo com crescimento a 40°C
teve suas hifas, raizes e corpo de frutificacdo fotografados em laminas,
identificados como FCUP1 (Figura 13), classificado parcialmente pelo Prof. Dr.
Rubens Monti como pertencente ao género Rhizomucor, entretanto a
classificagao definitiva deste fungo isolado do fruto cupuaguzeiro esta sendo
realizada pela Dra. Derlene Attili de Angelis do Instituto de Biociéncias da
UNESP de Rio Claro.
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Figura 14. Imagem da microscopia éptica do corpo de frutificagcdo do fungo
filamentoso do FCUP1.

O primeiro fungo termdfilo estudado foi Mucor pusillus, isolado do pao e
descrito por Lindt em 1886 (SALAR e ANEJA, 2007a). Em 1978, por Schipper
denominado de Rhizomucor pusillus (SALAR e ANEJA, 2007b).

Outro micro-organismo usado nesse trabalho foi o género Humicola que
€ pertencente a classe Deuteromicetos e a familia Dematiaceae. Varias
espéecies deste género foram isolados na natureza e estudadas por Hayashida
e Yoshioka, (1980); Mishra et al., (1981); Yoshioka et al., (1982); Maheshwari
et al.,, (2000); Rajoka et al., (2005). Desse género destacamos a espécie
Humicola grisea var. thermoidea, que é fungo terméfilo, isolado do solo por
Chaves (1982) e identificado de acordo com as caracteristicas morfolégicas de
Cooney e Emerson (1964) e estudado por Monti (1989). Esse fungo produz
diferentes enzimas carbohidrases extracelulares que sao encontradas na
degradacédo do xilano, presentes na hemicelulose. A completa degradagéao do
xilano requer acao cooperativa de varias enzimas hidroliticas (sistema
xilanolitico), os quais destacam-se as exoxilanases e endoxilanases. As
atividades xilanoliticas do Humicola grisea foram investigadas, e
consequentemente, foram descritas algumas propriedades de maior ou menor
importancia dessas atividades de xilanases extracelulares (MONTI et al., 1991).
Neste trabalho foi observado que o tempo de incubagcéo do fungo Humicola
grisea var. thermoidea € maior do que as trés novas cepas isoladas (FCUP1,

FCUP2, FCUP3). Conforme comentado anteriormente, esse trabalho focou em
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conhecer algumas propriedades bioquimicas da xilanase produzida pelo fungo

isolado FCUP1, fungo termdfilo e de grande interesse para aplicagéo industrial.

6.3.2. Manutengéo das linhagens

Conforme estudo realizado por Monti (1989), verificou-se que melhor
meio estudado para obtencéo de conidios para o fungo foi o meio desenvolvido
no laboratério de Microbiologia da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de
Ribeirao Preto — USP, que contém 2% de agar e 4% de farinha de aveia em po.
Neste estudo, utilizou-se 0 mesmo meio, e as culturas foram mantidas a 40°C
em tubos de ensaio com agar inclinado. Apds 4 e 7 dias para o FCUP1 e
Humicola grisea var. thermoidea, respectivamente, foram estocadas em

temperatura de 4°C até o momento de uso.

6.4. Producgao de xilanase pelo fungo FCUP1 através de crescimento em

culturas liquidas

6.4.1. Identificagao do melhor meio, melhor fonte de carbono e melhor pH
para o crescimento e produgao de xilanase
Os resultados apresentados a seguir indicaram que o fungo FCUP1
secreta xilanase termoestavel, quando crescido em diferentes fontes de
carbono de baixo custo. As melhores atividades especificas dependem do meio
de cultivo, fonte de carbono e pH inicial do cultivo. Fungos filamentosos
descritos na literatura s&o habeis para produzir diferentes enzimas em
fermentagdes submersas. Nos ultimos anos tem havido um esfor¢o grande
para o isolamento de fungos termodfilos bons produtores de enzimas
xilanoliticas (POLIZELI et al., 2005). Nas Tabelas 2 a 9 sado apresentados os
resultados obtidos com o fungo termdfilo isolado e crescido em diferentes
valores de pH e diferentes meio de cultivo (M4, M4 modificado), e tendo como
fonte de carbono diferentes residuos agricolas (pé de sabugo de milho (SM),
pd de bagaco de cana de agucar (BC), p6 de farelo de trigo (FT) e pé de
tegumentos das sementes de soja (TSS)).
Os resultados da tabela 2 obtidos com o fungo termdfilo isolado e crescido
em diferentes valores iniciais de pH, tendo como fonte de carbono o p6 de

sabugo de milho indicam que as melhores atividades especificas foram obtidas
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com 16 horas de cultivo, em pH inicial de 7.0 e 8.0 (0,170 e 0,174 U/mg
proteina, respectivamente), utilizando o meio M4. Estudos feitos por Monti et
al., 2003, comprovaram que a composi¢ao do meio e tipo de substrato tem
grande influéncia na produgédo da enzima, e enquanto que Coelho e Carmona
(2003), utilizando o sabugo de milho como fonte de carbono por Aspergillus
giganteus CCT 3232 obteve valores elevados de atividade especifica e
Peixoto-Nogueira et al., (2009), trabalhando com Aspergillus fumigatus RP04 e
Aspergillus niveus RP05 em meio de cultivo suplementado com diferentes
fontes de carbono, concluiram que o p6é de sabugo de milho foi o responsavel

pela maior produgao de xilanase.

Tabela 2 — Producédo de xilanase por FCUP1 em meio M4* em diferentes
valores de pH, tempo de cultivo, utilizando como fonte de carbono o sabugo de
milho a 40°C.

Experimentos Tempo de pH inicial — Prot ul Atividade Especifica

cultivo (horas)  pHfinal  (mg/mL) (umols/mL) (U/mg proteina)

1 12 4,0-6,1 2,86 0,042 0,015
2 12 50-64 2,21 0,145 0,066
3 12 6,0-6,7 2,19 0,148 0,068
4 12 7,0-6,8 2,21 0,119 0,054
5 12 8,0-71 2,14 0,162 0,076
6 16 4,0-5,2 2,01 0,267 0,133
7 16 50-59 2,43 0,365 0,150
8 16 6,0-6,5 2,50 0,378 0,152
9 16 7,0-6,8 3,26 0,555 0,170
10 16 8,0-71 2,64 0,459 0,174

Os valores apresentados sdo as médias de trés experimentos. *Composigao do meio de cultivo M4: 0,1% CaCOs;, 0,5%

NaCl; 0,25% gelatina, 0,5% agua de maceragdo de milho. Fonte de carbono: 1% p6 sabugo de milho.

Os resultados apresentados na Tabela 3 indicam que atividade
xilanolitica em pH 4 com 12 horas foi de 0,041 (U/mg proteina) e nos valores
de pH 4 e 5 com 16 horas foi de 0,028 e 0,029 (U/mg proteina) utilizando o

meio de cultivo M4 com bagacgo de cana como fonte de carbono. Observou-se
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que o bagaco de cana indicou menor produgdo de xilanases, quando

comparado com a Tabela 2.

Tabela 3 - Produgdo de xilanase por FCUP1 em meio M4* em diferentes
valores de pH, tempo de cultivo, utilizando como fonte de carbono o bagaco de

cana a 40°C

Experimentos Tempo de pH inicial - Proteina ul Atividade Especifica

cultivo (horas) pH final ~ (mg/mL) (umols/mL)  (U/mg proteina)

1 12 4,0-6,2 1,40 0,057 0,041
2 12 50-73 2,27 0,010 0,005
3 12 6,0-7,6 2,27 0,007 0,003
4 12 70-74 2,48 0,007 0,003
5 12 8,0-8,0 2,37 0,015 0,006
6 16 4,0-57 1,77 0,049 0,028
7 16 50-6,5 2,17 0,063 0,029
8 16 6,0-7,4 2,31 0,032 0,014
9 16 70-73 2,66 0,058 0,022
10 16 8,0-7,6 2,01 0,022 0,011

Os valores apresentados sdo as médias de trés experimentos. *Composigao do meio de cultivo M4: 0,1% CaCOs;, 0,5%

NaCl, 0,25% gelatina, 0,5% agua de maceragdo de milho. Fonte de carbono: 1% bagago de cana.

Segundo Isil e Nilufer (2005), o residuo agricola (biomassa do bagaco de
cana) € material fibroso resultante da extragdo do suco da cana de agucar que
contem diferentes fracées de celulose, hemicelulose e lignina. Esses autores
relatam que para utilizar essa fonte é necessario aplicagcédo de outro micro-
organismo capaz de produzir outras enzimas que auxiliam na hidrélise dessa
biomassa. A biomassa (materiais lignocelulésicos) esta difundida na natureza e
o xilano é um polissacarideo encontrado na fracdo hemicelulésica da
lignocelulose. Segundo Khandeparker e Numan (2008), a estrutura quimica da
lignocelulose for¢ga os micro-organismos a desenvolverem muitas enzimas que
auxiliam a quebra dessa fragdo, e alguns micro-organismos facilitam a
biodegradagcdo desses residuos agricolas. Isso € o complexo de enzimas

formados na forma bifuncional ou multifuncional. Em trabalho semelhante
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obteve-se valores de atividades xilanoliticas maior de Streptomyces cyaneus
SN32 (NINAWE E KUHAD, 2005). Entado, concluiu-se que o bagacgo de cana é
um material lignoceluldsico, de facil obtencdo, que serd mais bem estudado
para que possa ser aproveitado como fonte de carbono para o crescimento de
varios micro-organismos.

Na Tabela 4, o meio de cultivo utilizado € igual das tabelas anteriores,
mudando somente a fonte de carbono para farelo de trigo. Observou-se que o
pH 5,0 para 16h de crescimento apresentou melhor atividade xilanolitica de
0,083 U/mg proteina, em relacdo aos demais pH. Podemos observar que
atividade presente no extrato cru e determinada foi também obtida com
Aspergillus fumigatus e Aspergillus niveus (PEIXOTO-NOGUEIRA et al., 2009)
e Paecilomyces thermophila J18 (YANG et al., 2006) e Streptomyces cyaneus
SN32 (NINAWE E KUHAD, 2005).

Tabela 4 - Producdo de xilanase por FCUP1 em meio M4* em diferentes

valores de pH, tempo de cultivo, utilizando como fonte de carbono o farelo de

trigo a 40°C
Experimentos Tempo de pH inicial — Proteina ul Atividade Especifica
cultivo (horas) pH final  (mg/mL) (pumols/mL) (U/mg proteina)
1 12 4,0-4,8 2,41 0,017 0,007
2 12 50-6,2 2,05 0,028 0,014
3 12 6,0-6,6 2,25 0,004 0,002
4 12 70-7,1 2,20 0,010 0,004
5 12 8,0-7,2 2,21 0,015 0,007
6 16 40-4,6 2,04 0,130 0,064
7 16 50-6,0 2,29 0,191 0,083
8 16 6,0-6,7 2,53 0,082 0,034
9 16 7,0-6,9 2,65 0,137 0,052
10 16 8,0-6,7 2,70 0,154 0,057

Os valores apresentados sdo as médias de trés experimentos. *Composi¢do do meio de cultivo M4: 0,1% CaCOs3, 0,5%

NaCl, 0,25% gelatina, 0,5% &gua de macerac¢do de milho. Fonte de carbono: 1% farelo de trigo

Na Tabela 5 sao apresentados os resultados de produgédo da atividade

xilanolitica em meio de cultivo M4 com pd de tegumentos das sementes de
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soja. Neste meio em pH inicial 6,0 em 16 horas conseguiu-se atividade
especifica igual 0,036 (U/mg proteina). O trabalho desenvolvido por Bakir et al.,
2001, relata que producéo de xilanase por Rhizopus oryzae, foi melhor quando
acrescentou ao meio 3% de espiga de milho (fonte de carbono) e 1% de sulfato
de amoénio (NH4)2.SO, (fonte de nitrogénio), 0,5% cloreto de sodio (NaCl) e 1%
de tegumento da soja. Este relato foi confirmado ao verificar os resultados da
Tabela 9 da producédo xilanase aumentou 86% em meio M4 modificado (0,1%
CaCO0Og3; 0,5% NaCl; 0,1% NH4CI; 0,5% agua de maceragao de milho; 1% po6 de

tegumentos das sementes de soja).

Tabela 5 - Producédo de xilanase por FCUP1 em meio M4* em diferentes
valores de pH, tempo de cultivo, utilizando como fonte de carbono os

tegumentos das sementes de soja a 40°C

Experimentos Tempo de pH inicial - Proteina ul Atividade Especifica

cultivo (horas) pH final  (mg/mL) (umols/mL) (U/mg proteina)

1 12 4,0-5,2 1,76 0,010 0,006
2 12 50-6,3 1,89 0,017 0,009
3 12 6,0-6,8 3,41 0,018 0,005
4 12 70-71 2,65 0,019 0,007
5 12 8,0-71 2,40 0,015 0,006
6 16 4,0-5,3 1,85 0,037 0,020
7 16 50-59 2,06 0,036 0,017
8 16 6,0-6,1 1,93 0,068 0,036
9 16 7,0-8,0 2,24 0,016 0,007
10 16 8,0-6,7 2,04 0,040 0,019

Os valores apresentados sdo as médias de trés experimentos. *Composigdo do meio de cultivo M4: 0,1% CaCOs;, 0,5%

NaCl, 0,25% gelatina, 0,5% agua de macerac¢ao de milho. Fonte de carbono: 1% p6 tegumentos das sementes de soja.

Novos experimentos foram realizados e sao apresentados os resultados
de producao e atividade xilanolitica em meio M4 modificado, onde a gelatina foi
substituida por cloreto de aménio. Pode-se observar na Tabela 6, que houve
aumento de duas vezes na atividade especifica, em 16 horas de cultivo e pH
inicial igual a 8,0, usando como fonte o pé de sabugo de milho (0,362 (U/mg

proteina). A atividade especifica presente no extrato bruto e determinada neste



64

trabalho € idéntica a obtida de Rhizopus stolonifer (GOULART et al., 2005) e
apresenta niveis proximos da xilanase de Humicola grisea var. thermoidea,

quando crescido na mesma fonte de carbono (resultados ndo apresentados).

Tabela 6 - Producdo de xilanase por FCUP1 no meio M4 modificado* em
diferentes valores de pH, tempo de cultivo, utilizando como fonte de carbono o

sabugo de milho a 40°C.

Experimentos Tempo de pH inicial - Proteina ul Atividade Especifica

cultivo (horas) pH final  (mg/mL) (umols/mL) (U/mg proteina)

1 12 4,0-6,3 1,32 0,062 0,047
2 12 50-6,7 1,14 0,074 0,065
3 12 6,0 - 8,1 0,94 0,018 0,019
4 12 70-7,2 0,41 0,091 0,223
5 12 8,0-7,5 0,39 0,096 0,243
6 16 4,0-6,0 0,99 0,300 0,303
7 16 5,0-6,3 0,97 0,297 0,305
8 16 6,0-6,6 1,19 0,295 0,246
9 16 70-72 1,40 0,434 0,309
10 16 8,0-75 1,36 0,493 0,362

Os valores apresentados sdo as médias de trés experimentos. *Composi¢do do meio de cultivo M4 modificado: 0,1%

CaCOs, 0,5% NaCl, 0,1% NH.CI, 0,5% agua de maceragao de milho. Fonte de carbono: 1% p6 sabugo de milho.

Os resultados apresentados na Tabela 7 com o meio M4 modificado,
observou-se um aumento 3,6 vezes na atividade especifica, em 16 horas de
cultivo e pH inicial igual a 5,0 usando o p6 de bagac¢o de cana como fonte de
carbono (0,106 U/mg proteina). Pesquisa semelhante foi realizada com
Aspergillus fumigatus RP04 e Aspergillus niveus em meio liquido a 40°C
testando como fonte de carbono bagago de cana de agucar (PEIXOTO-
NOGUEIRA et al., 2009).
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Tabela 7 - Produgédo de xilanase por FCUP1 no meio M4 modificado* em

diferentes valores de pH, tempo de cultivo, utilizando como fonte de carbono o

bagaco de cana a 40°C

Experimentos Tempo de pH inicial - Proteina ul Atividade Especifica
cultivo (horas) pH final  (mg/mL) (umols/mL) (U/mg proteina)
1 12 4,0-6,7 0,74 0,018 0,024
2 12 50-7,1 0,72 0,004 0,005
3 12 6,0-7,6 0,68 0,009 0,014
4 12 70-7,6 0,68 0,012 0,017
5 12 8,0-7,8 0,66 0,016 0,024
6 16 40-71 0,58 0,037 0,065
7 16 5,0-6,8 0,60 0,064 0,106
8 16 6,0-7,3 0,65 0,060 0,093
9 16 70-75 0,60 0,031 0,052
10 16 8,0-8,0 0,68 0,014 0,021

Os valores apresentados sdo as médias de trés experimentos. *Composigdo do meio de cultivo M4 modificado: 0,1%

CaCOg, 0,5% NaCl, 0,1% NH.CI, 0,5% agua de maceragao de milho. Fonte de carbono: 1% bagago de cana

Na Tabela 8 utilizou-se o meio M4 modificado e a fonte de carbono p6

de farelo de trigo. Identificou-se que a atividade xilanolitica no tempo de cultivo
de 16 hs em pH 5,0 de 0,179 (U/mg proteina), pH 6,0 de 0,246 (U/mg proteina)

e em pH 8,0 de 0,302 (U/mg proteina) apresentaram valores diferenciados

devido as varia¢des de pH. Outros experimentos semelhantes foram realizados

com a mesma fonte de carbono (farelo de trigo) e a atividade xilanolitica foi
obtida de Humicola grisea var. thermoidea (MANDALARI et al.,, 2008), de

Talaromyces thermophilus (MAALEJ et al., 2008) em fermentac&o submersa.
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Tabela 8 - Producéo de xilanase por FCUP1 no meio M4 modificado* em
diferentes valores de pH, tempo de cultivo, utilizando como fonte de carbono o

farelo de trigo a 40°C

Experimentos Tempode pHinicial - Proteina ul Atividade Especifica

cultivo (horas) pH final (mg/mL)  (umols/mL) (U/mg proteina)

1 12 4,0-50 1,29 0,024 0,019
2 12 50-6,4 1,51 0,068 0,045
3 12 6,0-6,7 1,54 0,092 0,059
4 12 7,0-57 1,35 0,042 0,031
5 12 8,0-6,3 1,38 0,042 0,030
6 16 4,0-4,2 0,99 0,131 0,132
7 16 50-57 1,36 0,244 0,179
8 16 6,0-59 1,22 0,300 0,246
9 16 7,0-4,8 1,09 0,226 0,206
10 16 8,0-5,3 1,00 0,303 0,302

Os valores apresentados sdo as médias de trés experimentos. *Composi¢do do meio de cultivo M4 modificado: 0,1%

CaCO0s, 0,5% NaCl, 0,1% NH4CI, 0,5% agua de maceragéo de milho. Fonte de carbono: 1% p6 farelo de trigo.

Os resultados apresentados na Tabela 9 utilizaram-se também o meio
M4 modificado e a fonte de carbono o p6 de tegumentos das sementes de soja
com 16 horas de cultivo as melhores atividades especificas foram 0,083 (U/mg
proteina) em pH 5,0 e 0,096 (U/mg proteina) em pH 8,0. Observou-se que os
valores determinados em relagdo aos diferentes valores de pH ndo foram
discrepantes, sendo essencial primeiramente aumentar o tempo de cultivo e/ou
melhorar a composi¢do do meio acrescentando conjuntamente ao tegumentos
das sementes de soja outras fontes carbono e nitrogénio para verificar a
producdo de xilanase pelo FCUP1. Verificou-se em relacdo ao meio M4 as
atividades especificas foram melhores. Por isso, Sudan e Bajaj (2007) explicam
gque o mecanismo que comanda a formacédo das enzimas extracelulares s&o
influenciadas pela disponibilidade de precursores para sintese de proteina.
Além disso, a fonte de nitrogénio pode significativamente afetar o pH do meio
durante a fermentagdo, sucessivamente influenciar a atividade enzimatica. Ja

Bahdan et al., (2004) empregou sulfato de aménio e acetato de aménio no
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meio de produgao para obter atividade maxima de xilanase por Myceliophthora
sp. Isso vem confirmar o que foi pesquisado por Polizeli et al., (2005) que as
melhores atividades dependem do meio de cultivo, fonte de carbono e pH

inicial do cultivo.

Tabela 9 - Producéo de xilanase por FCUP1 no meio M4 modificado* em
diferentes valores de pH, tempo de cultivo, utilizando como fonte de carbono os

tegumentos das sementes de soja a 40°C

Experimentos Tempo de pH inicial - Proteina ul Atividade Especifica

cultivo (horas)  pH final (mg/mL)  (umols/mL) (U/mg proteina)

1 12 40-59 1,43 0,018 0,012
2 12 50-6,3 1,19 0,023 0,019
3 12 6,0-6,8 1,49 0,022 0,015
4 12 7,0-6,2 1,48 0,029 0,020
5 12 8,0-6,1 1,25 0,049 0,039
6 16 40-48 ND** 0,075 ND**
7 16 50-5,3 1,10 0,091 0,083
8 16 6,0-4,9 0,99 0,066 0,067
9 16 7,0-4,6 0,71 0,058 0,081
10 16 8,0-44 0,78 0,075 0,096

Os valores apresentados sdo as médias de trés experimentos. *Composi¢do do meio de cultivo M4 modificado: 0,1%
CaCOs, 0,5% NaCl, 0,1% NH4CI, 0,5% agua de maceragdo de milho. Fonte de carbono: 1% pd tegumentos das

sementes de soja. **N&o determinado.

Concluiu-se com estes resultados que alguns fatores como tempo de
cultivo, temperatura, composicdo do meio e fonte de carbono influenciaram a
producdo xilanolitica pelo fungo FCUP1. Além destes, na literatura sao
estudados outros como, a variagdo no tamanho da particula da fonte de
carbono que ¢ fornecida ao ataque de varios fungos que altera o metabolismo
microbiano, e consequentemente, altera atividade enzimatica (SURVANA
LAXMI et al., 2008) e a presenga dos materiais lignocelulésicos nos residuos
agricolas (farelo de trigo, bagaco de cana, sabugo de milho, tegumento de
soja), que possuem celulose, hemicelulose e lignina que variam em

composicao e proporgéo entre as plantas. (SANCHEZ, 2009).
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6.4.2. Precipitagdao da enzima soluvel do meio M4 e M4 modificado

Baseado nos resultados apresentados nas Tabelas 2 a 9, foi feita a
precipitacdo da enzima soluvel produzida somente nos meios com sabugo de
milho (pH 4 e 8), e farelo de trigo (pH 5 e 8), ja que ambos apresentaram boa
atividade especifica, para meios de cultivos M4 e M4 modificado.

Os resultados apresentados na Tabela 10 e 11 mostram o efeito da
precipitacéo (purificacdo parcial) em acetona da enzima soluvel produzida pelo
fungo FCUP1. Para se obter uma proteina (enzima) pura utilizam-se alguns
métodos de separagdo por diferenca de solubilidade. Segundo Boyer (1993),
os agentes frequentemente usados para precipitagdo de proteina sao os sais
inorganicos (exemplo o sulfato de aménio), os solventes organicos (metanol,
etanol e acetona), polietileno glicol, pH e temperatura. Ele explica que os
solventes orgéanicos funcionam como agentes precipitantes de duas formas,
uma é desidratando a proteina e a outra diminuindo a constante dielétrica da
solugdo. Assim, como as enzimas s&o proteinas soluveis em solugdes
aquosas, o uso da acetona provocou o rompimento da interagdo proteina-agua
diminuindo assim sua solubilidade, consequentemente, aumentando a
interacédo proteina-proteina (concentragdo da proteina ao meio) e dos valores
da determinagédo das atividades enzimaticas (U/mg prot) e de proteinas

(mg/mL) conforme apresentado nas tabelas abaixo.

Tabela 10 — Efeitos da precipitacdo em acetona a frio usando o meio M4*

pH inicial Fonte de carbono  Proteina ul Atividade Especifica
(1%) (mg/mL)  (umols/mL)  (U/mg proteina)
4 SM 10,29 12,45 1,21
8 SM 10,66 18,04 1,69
5 FT 14,22 7,12 0,501
8 FT 13,31 4,23 0,317

Os valores apresentados sdo as médias de trés experimentos. *Composi¢do do meio de cultivo M4: 0,1% CaCOg; 0,5%
NaCl; 0,25% gelatina; 0,5% agua de maceragdo de milho. Fonte de carbono:; 1% p6 sabugo de milho (SM) ou 1% de
farelo de trigo (FT)
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Tabela 11 — Efeitos da precipitagdo em acetona a frio usando o meio M4

modificado*
pH inicial Fonte de carbono  Proteina ul Atividade Especifica
(1%) (mg/mL)  (umols/mL)  (U/mg proteina)
4 SM 2,63 13,06 4,96
8 SM 2,72 15,78 5,80
5 FT 6,40 13,20 2,06
8 FT 3,73 13,77 3,68

Os valores apresentados sdo as médias de trés experimentos. *Composi¢do do meio de cultivo M4 modificado: 0,1%
CaCOs; 0,5% NaCl; 0,1% NH,CI; 0,5% agua de maceragao de milho. Fonte de carbono:; 1% pd sabugo de milho (SM)
ou 1% de farelo de trigo (FT)

Outros métodos de separacao de proteina serdao explicados conforme o
seu emprego no experimento. E para que tenha purificagdo completa é
necessario o emprego de outros métodos como cromatografia por troca ibnica,
adsorcao, filtracado em gel, por afinidade, eletroforese de gel (KOOLMAN E
ROHM, 2005).

Concluiu-se que o método de precipitacdo empregado nas Tabelas 10 e
11 foi eficaz devido a retirada das impurezas presentes no extrato nédo
purificado, mas para conseguir uma melhor purificacdo dessas enzimas foi
necessario empregar outros processos de clarificagdo como, caulim, terra de

diatomacea, sulfato de amonia, conforme descritos no item 5.9 desse trabalho.

6.4.3. Influéncia das diferentes fontes de agucares sobre a produgdo de
xilanase extracelular pelo fungo FCUP1

Os resultados das Tabelas 12 e 13 apresentam o efeito das diferentes
fontes de agucares usando xilano birchwood como substrato para producao de
xilanase extracelular pelo fungo FCUP1. Verificou-se que o fungo crescido na
fonte de carbono 1% xilana, obteve as melhores atividades xilanoliticas de
0,077 e 0,131 U/mg proteina nos meios de cultivo M4 e M4 modificado,
respectivamente. Avicel ndo foi boa fonte de carbono para produgdo de
xilanase, sendo também relatado por Carmona e colaboradores (1997).
Kulkarni et al. (1999), relata que a producéo eficiente das enzimas xilanoliticas
depende do substrato escolhido e da composicdo do meio. Geralmente, os

micro-organismos durante o crescimento, em meio de cultivo com substratos
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que contem xilana, induzem a producdo de xilanases (PURKARTHOFER e
STEINER, 1995). Essa condicdo foi comprovada nos valores obtidos da
producao xilanase como fonte de carbono nos diferentes meio de cultivo. E
podemos concluir que o cloreto de aménio, constituinte do meio de cultivo M4

modificado foi também bom indutor de produgéo de xilanase.

Tabela 12 - Producéo de xilanase extracelular pelo fungo FCUP1 em diferentes

carboidratos usando meio M4*, pH 7, 40°C por 16hs

Fontes de Carbono pH final V(mL) Proteina ul Atividade Especifica
1% (mg/mL) (umols/mL) (U/mg proteina)
Glicose 3,9 25 2,31 0,037 0,016
Frutose 4,4 25 3,38 0,033 0,010
Sacarose 3,9 27 2,79 0,021 0,007
Maltose 3,7 26 2,40 0,004 0,002
Xilana 7.4 24 2,64 0,204 0,077
Amido 3,1 25 2,38 0,022 0,009
Avicel 7,0 26 2,41 0,007 0,003

Os valores apresentados sdo as médias de trés experimentos. *Composi¢ado do meio de cultivo M4: 0,1% CaCOs; 0,5%

NaCl; 0,25% gelatina; 0,5% agua de maceragao de milho.

Tabela 13 - Producgéo de xilanase extracelular pelo fungo FCUP1 em diferentes

carboidratos usando meio M4 modificado*, pH 7, 40°C por 16hs

Fontes de Carbono pH final V(mL) Proteina ul Atividade Especifica
1% (mg/mL) (umols/mL) (U/mg proteina)
Glicose 4,2 27 0,79 0,031 0,038
Frutose 3,9 27 1,20 0,041 0,034
Sacarose 4,4 24 0,89 0,021 0,024
Maltose 4,4 27 0,82 0,012 0.015
Xilana 6,9 24 1,22 0,160 0,131
Amido 3,9 27 0,84 0,028 0,033
Avicel 7,5 25 0,86 0,006 0,007

Os valores apresentados sdo as médias de trés experimentos. *Composi¢do do meio de cultivo M4 modificado: 0,1%
CaCOs; 0,5% NaCl; 0,1% NH4CI; 0,5% agua de maceragéo de milho.
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6.4.4. Indugao e repressao da sintese de xilanase

Foram feitos varios testes experimentais. Verificou-se que o meio M4
modificado apresentou melhor eficiéncia na producao de xilanase, logo optou-
se em adotar este meio para verificar a indugdo e repressdo da sintese de
xilanase.

Para estabelecer o efeito da fonte de carbono na produgao de xilanase,
o fungo isolado FCUP1 foi crescido em meio M4 modificado, contendo
diferentes fontes de carbono e em meio sem fonte de carbono, por 18 horas
(Tabela 14). Os resultados apresentados nesta tabela mostram que a glicose
atuou como repressor de sintese das xilanases neste micro-organismo.
Obteve-se 100% de inibicdo da producado das enzimas quando foi utilizada 1%
de xilana e 2% de glicose no meio de cultivo. Os resultados mostram também
que em presencga de glicose o pH final do meio de cultivo, por 18 horas, é
levemente acidificado, com valores de pH entre 4,2 — 5,3. Entretanto, a
presencga de xilose no cultivo ndo reprimiu a sintese das xilanases. Quando se
utilizou 1% deste acgucar, a atividade especifica obtida foi de 94% comparada
com a obtida no crescimento com xilana e na presenga de xilana 1% com
xilose 0.5% houve um aumento entre 5% na atividade xilanolitica. Esses
resultados mostram que o micro-organismo possui diferentes mecanismos de
indugdo enzimatica, comparando-se com os estudos de regulagéo realizados
por Rizzatti et al., 2008, com Aspergillus phoenicis, mostrando reducdo nos
niveis enzimaticos quando glicose foi adicionada a xilana ou xilose. Segundo
estes mesmos autores, os mecanismos de repressao por carbono nédo envolve
somente a proteina CREA, mas também o AMP ciclico, que estéo relacionados

com a regulagéo da transcri¢cao de xilanase.
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Tabela 14 - Atividade xilanolitica em filtrado de cultura pelo fungo FCUP1 em

diferentes fontes de carbono a 40°C.

Atividade Atividade
pH Proteina de Especifica Ativacao (+)/
Fonte de carbono
Final (mg/mL) Xilanase  de Xilanase Inibicéo (-)

(U/mL)  (U/mg proteina)

Auséncia 6,6 1,07 0 0 -100%
Xilana 1% 74 0,698 0,388 0,556 0

Xilana 1% + glicose 0.5% 6,6 (714 0,368 0,515 -7.4%
Xilana 1% + glicose 1% 4,6 (@58 0,063 0,096 -82.7%
Xilana 1% + glicose 2% 5,3 (970 0 0 -100%
Glicose 1% 42 0,594 0,025 0,042 -92.4%

Xilose 1% 69 1000 0,574 0,527 6%
Xilana 1% + xilose 0.5% 7,0 940 0,550 0,585 +5.2%
Xilana 1% + xilose 1% 6,1 1,173 0,672 0,573 +3.1%
Xilana 1% + xilose 2% 6,7 1710 0,294 0,172 -30.9%

Os valores apresentados sdo as médias de trés experimentos. *Composi¢cdo do meio de cultivo M4 modificado:
0.1% CaCOs3, 0.5% NaCl, 0.1% NH,4CI, 0.5% agua de maceragao de milho. pH inicial 6.0.

6.5. Meio semi-sélido

Tendo o objetivo de conhecer melhor a produgéo de xilanase pelo fungo
isolado de fruto em decomposigcédo (FCUP1) foi realizado teste de fermentacao
em estado solido. O termo fermentacdo em estado soélido, ou fermentacéo
semi-solida, ou fermentacdo em meio semi-sélido aplica-se ao processo de
crescimento de micro-organismos sobre substratos sélidos sem presenca de
agua livre. Agua presente nesses sistemas encontra-se ligada a fase sélida,
formando uma fina camada na superficie das particulas (PINTO et al., 2005).

O interesse por este tipo de fermentacado € devido a forma simples e
préxima ao modo de vida natural de muitos micro-organismos, como bactérias,
leveduras e fungos filamentos (COUTO e SANROMAN, 2006). Esses dltimos
sao mais adaptaveis ao tipo de processo, pois sdo capazes de crescerem com
pouca agua e muitos solidos presentes, e também a sua forma de crescimento

por meio de hifas, favorecendo a colonizagdo do meio (DURAND, 2003).
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E conhecido que as varidveis essenciais para producdo de distintas
enzimas sao as composicoes do meio de -cultivo, sistema de -cultivo,
temperatura, pH, tempo de cultivo e fonte de carbono. Além disso, a escolha do
substrato indutor adequado é um importante fator para otimizacao da producéo
de xilanase (HALTRICH, 1996; KULKARNI et al.,1999). O fungo FCUP1 foi
crescido em fonte de carbono umedecido em 5mL de agua de torneira ou 5mL
de agua de maceragao de milho de forma estacionaria em estufa a 40°C, por
seis dias em meio semi-sélido contendo 1% (m/v) de diferentes fontes de
carbono procedentes de residuos agroindustriais e residuos agricolas
disponiveis na regido de Araraquara e Avaré. Esses residuos (fontes de
carbono) podem ser utilizados por micro-organismos xilanoliticos, por serem
encontradas em grandes quantidades e apresentarem baixo custo. Estas
fontes foram testadas com a finalidade de verificar sua eficiéncia na indugao da
atividade xilanase. Dentre os diferentes cultivos das Tabelas 15 e 16, foram
observados em tegumento de soja, farelo de trigo, sabugo de milho e bagacgo
de cana em meio semi-solido em agua de torneira apresentaram valores de
atividades cerca de 6 vezes, 3 vezes, 2,5 vezes e 1,8 vezes, respectivamente,
maiores do que as atividades xilanoliticas do meio em agua de maceracao de
milho. Entdo foi observado que o tegumento de soja ndo somente foi
consumida pelo fungo como fonte de carbono, mas também como fonte de
nitrogénio. O mesmo ocorreu no trabalho desenvolvido por Survana Laxmi et
al. (2008), que usou a farinha de soja como fonte de nitrogénio para o
Aspergillus sp RSP-6. Também com Aspergillus tamarii que produziu xilanase
em diferentes fontes de carbono como sabugo de milho, farelo de trigo e
bagaco de cana de agucar (FERREIRA et al., 1999)

Na Tabela 16, quanto a composi¢cdo da agua de maceragcéo de milho,
um subproduto rico em carboidratos, aminoacidos, peptideos, minerais, metais,
vitaminas e fosfato (RIVAS et al., 2004) juntamente com as fontes de carbono,
que possuem celulose, hemicelulose e lignina, tornaram-se um meio trabalhoso
de ser hidrolisado pelo Fungo FCUP1, obtendo assim, valores menores de
producao de xilanase. Esses valores podem ser alterados, aumentando seu
tempo de cultivo, temperatura, pH e testar novas quantidades (%) de fontes de

carbono ao meio.



74

Tabela 15 - Producéo de xilanase utilizando meio semi-solido com diferentes

fontes de carbono e agua de torneira*, por 6 dias a 35°C.

Fontes de Carbono pH final V(mL) Prot Atividade de Atividade Especifica

1% (mg/mL) Xilanase de Xilanase
(U/mL) (U/mg proteina)
Tegumento de soja 4,8 39 2,14 0,325 0,152
Farelo de trigo 6,7 45 2,34 0,336 0,144
Sabugo de milho 3,2 60 1,36 0,188 0,139
Bagaco de cana 4.5 54 0,58 0,055 0,094

*Condigbes: 2,59 de tegumento de soja, farelo de trigo, sabugo de milho ou bagaco de cana e

5mL de agua de torneira e H,0 destilada gs (quantidade suficiente para umedecer os meios).

Tabela 16 - Producado de xilanase utilizando meio semi-sélido com diferentes

fontes de carbono e agua de maceragdo de milho*, por 6 dias a 35°C.

Fontes de Carbono pH final V(mL) Prot Atividade de Atividade Especifica

1% (mg/mL) Xilanase de Xilanase
(U/mL) (U/mg proteina)
Tegumento de soja 4,6 41 10,56 0,288 0,027
Farelo de trigo 5,9 46 7,28 0,322 0,044
Sabugo de milho 5,8 53 7,30 0,404 0,055
Bagago de cana 6,0 52 6,52 0,331 0,051

*Condigbes: 2,59 de tegumento de soja, farelo de trigo, sabugo de milho ou bagaco de cana e
5mL de agua de maceragéo de milho e H,0 destilada gs (quantidade suficiente para umedecer

0S meios).

Em seguida procurou-se verificar a presenga das enzimas amilase,
protease e celulase para o sobrenadante (enzima soluvel) produzida nos meios
de fermentacdo submersa (M4 e M4 modificado) com sabugo de milho e
tegumento de soja, como fontes de carbono, ndo foi observado atividade
enzimatica para essas enzimas, enquanto no meio de fermentacédo semi-sélido,
verificou-se a presencga das enzimas amilase e protease produzida nos meios
com tegumento de soja e agua de torneira ou agua de maceragao de milho. Foi

observado a presencga da enzima amilase somente no meio com tegumento de
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soja e agua de maceracao de milho; ja para a enzima protease o teste foi
negativo para ambos os meios (dados ndo mostrados).

Outra série de experimentos utilizando o meio semi-sélido foi realizada,
na qual o fungo FCUP1 cresceu em presenca de avicel, e entdo se dosou a
atividade para celulase (avicelase) e xilanase. Os resultados mostraram que o
filtrato do cultivo ndo apresentou atividade consideravel para a enzima celulase
(avicelase), e a atividade para a enzima xilanase n&o foi favorecida pela
presenca de avicel, mas pela fonte de carbono farelo de trigo e agua de
torneira, conforme Tabela 17, logo foi possivel confirmar, juntamente com os
resultados da tabela 15, que a agua de torneira foi melhor na producéo de
xilanase pelo fungo do fruto em decomposic¢ao. Verificou-se que nesse cultivo
nao foram detectados valores de atividades celuloliticas nas condi¢cbes de
ensaio. Esse fato mostra que o fungo FCUP1 é bom produtor de xilanase, mas
nao de celulase, indicando que o extrato bruto pode ter aplicagcbes em

situagdes nas quais as atividades celuloliticas s&o indesejaveis.

Tabela 17- Produgdo de xilanase pelo fungo FCUP1 utilizando meio semi-

solido utilizando Avicel*, por 6 dias a 37°C.

Fontes de Carbono pH final V(mL) Prot Atividade de Atividade
1% (mg/mL) Xilanase Especifica
(U/mL) de Xilanase
(U/mg proteina)
Avicel + H,O Milho 4,1 30 25,02 0,037 0,002
Avicel + Farelo
trigo+ H,O 5,2 35 0,83 0,443 0,536
torneira

Avicel + Farelo

41 30 28,80 0,067 0,002
trigo+ H,O Milho

*Condigbes: 2,59 de avicel em 7mL de H,O milho; 1,25g de avicel + 1,25g de farelo de trigo +
7mL de H,0 torneira; 1,25g de avicel + 1,25g de farelo de trigo + 7mL de H,O milho, e H,0

destilada gs (quantidade suficiente para umedecer os meios).
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6.6. Clarificacao do meio

As proteinas para serem purificadas precisam passar por alguns métodos
que as purifiguem e as caracterizem para serem aplicadas em pesquisas e
areas da medicina e biotecnologia (LEHNINGER, 1991).

Nesse trabalho, foi feita uma purificacdo parcial para diminuir os
interferentes nas dosagens de proteina e atividade especifica xilanolitica, os
filtrados de cultivo com meio M4 modificado foram submetidos a diferentes
tratamentos: filtracdo em caulim e em terra diatomacea, precipitagdo com
acetona e com sulfato de aménio.

O tratamento em sulfato de ambnio, que é um sal inorganico e o mais
empregado, pois é altamente soluvel em agua, reduz assim a agua disponivel
que interage com as proteinas (BOYER, 1993). A solubilidade das proteinas
depende da concentragcdo de sais (forgas ibnica) do meio. As proteinas em
geral se solubilizam mal em agua. Com as forcas iGnicas crescentes aumenta
sua solubilidade, pois mais e mais ions inorganicos bem-hidratados ligam-se a
superficie da proteina, impedindo a agregacdo das moléculas (“salinizagéo”).
Em forcas ibnicas muito altas, o sal desidrata as proteinas e leva a agregacao
e a precipitacdo das moléculas (“dessalinizagcéo”). Por isso, pode-se separar as
proteinas de uma mistura por sua solubilidade adicionando sulfato de aménio
(KOOLMAN e ROHM, 2005). Apos esse tratamento emprega-se a dialise para
remover sais que interferem na purificagcdo e caracterizagdo das proteinas
(BOYER, 1993). A dialise € um processo onde as proteinas sao separadas das
substancias de baixo peso molecular. As moléculas grandes ficam retidas
dentro das membranas com poros ultramicroscopicos. Assim, as moléculas
peguenas, como 0s sais, atravessam os poros destas membranas, porém as
proteinas de alto peso molecular permanecem no interior da mesma. Estando a
mistura de proteinas livre das moléculas pequenas podem ser separadas com
base no tamanho por filtragdo em gel (cromatografia) ou SDS-PAGE. No
mercado estdo disponiveis uma variedade de materiais e tamanhos de
membranas de dialise, podendo ser de material gelatinoso, celulose e celofane
(BOYER, 1993, LEHNINGER, 1991).

Nesse trabalho, em todos os tratamentos empregados foi possivel obter
extrato clarificado e com atividade especifica aumentada, exceto com a

precipitacdo com sulfato de aménio (Tabela 18). A metodologia que se mostrou
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mais adequada foi com a filtragdo em caulim, proporcionando um aumento de
1,32 vezes na atividade especifica quando comparado com o filtrado sem
clarificagdo. Resultados semelhantes foram obtidos para o extrato cru de
Humicola grisea var. thermoidea (MONTI et al.,1991). A filtracdo em terra
diatomacea e precipitacdo com acetona também aumentaram a atividade
especifica em 1,25 vezes e 1,2 vezes, respectivamente. E para acompanhar o
processo de clarificacdo do extrato cru, realizou-se SDS-PAGE, conforme
resultados apresentados na Figura 25, onde é possivel observar nas nos pogos
2 e 3 uma banda protéica correspondente a uma xilanase termofilica. Os

ensaios seguintes foram realizados com o cru filtrado em caulim.

Tabela 18 — Clarificagdo do meio de cultivo do fungo FCUP1 utilizando o meio
M4 modificado* + 1% sabugo de milho, pH 6,6, 40°C por 18 hs.

Atividade
Atividade de
N . Proteina . Especifica
Clarificagao pH final Xilanase .
(mg/mL) de Xilanase
(U/mL) )
(U/mg proteina)
Filtrado de Cultivo 5,5 1,15 0,445 0,385
Caulim 5,5 0,85 0,431 0,509
Terra diatomacea 5,9 0,88 0,426 0,481
Acetona N.D.** 0,93 0,431 0,465
Sulfato de amoénio N.D.** 1,41 0,427 0,303

*Condigbes: 0,1% CaCO3;, 0,5% NaCl, 0,1% NH,CI e 0,5% agua de macerag&o de milho.

**Nao determinado

6.7. Efeito da temperatura e do pH sobre atividade xilanolitica e
estabilidade

A temperatura 6tima da xilanase presente no extrato cru filtrado em
caulim foi estimada ser de 60°C, e 78% da atividade maxima foi encontrada no
intervalo de 45°C e 65°C (Fig. 15). A temperatura 6tima de hidrélise da xilanase
pelo fungo FCUP1 foi idéntica a de Ceriporiopsis subvermispora (MILAGRES et
al., 2005) e de Aspergillus fischeri (CHANDRA e CHANDRA, 1996), e ainda
comparavel com xilanases de outros fungos termofilos, as quais variam de

40°C a 60°C, tais como Humicola grisea var. thermoidea (MONTI et al., 1991;
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MONTI et al., 2003), Rhizopus stolonifer (GOULART et al., 2005), Aspergillus
versicolor (CARMONA et al., 1998), e Thermomyces lanuginosus (PUCHART
et al., 1999).
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Figura 15. Efeito da temperatura 6tima sobre atividade da xilanase.

A enzima apresentou boa estabilidade térmica a 40°C e 50°C, com
preservagdo de 80 a 90% de sua atividade por meia hora, e sua meia-vida, a
60°C, foi de 30 minutos Figura 16. A meia-vida encontrada a essa temperatura
foi superior a de xilanases de Aspergillus sp. (GAWANDE e KAMAT, 1998), de
15 minutos, e Aspergillus versicolor (CARMONA et al., 1998), e inferior as de
Humicola grisea var. thermoidea (LUCENA NETO e FERREIRA-FILHO, 2004),
de 5.5 horas, Aspergillus tamarii (GOUDA E ABDEL-NABY, 2002), de 50
minutos, e Acrophialophora nainiana (CARDOSO e FERREIRA-FILHO, 2003),

de uma hora.
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Figura 16. Estabilidade temperatura sobre atividade da xilanase

O valor da energia de ativacao (EA) calculado a partir da porcéo linear
de Arrhenius plot foi de 19.05 KJ/mol (4.55 Kcal/mol), ou seja, a energia
necessaria para a hidrélise da xilana foi inferior aquelas obtida para a xilanase
de fungos alkali tolerantes Aspergillus fischeri (CHANDRA e CHANDRA, 1996)
e a de Aspergillus tamarii (GOUDA et al., 2002), que foram de 27.4 KJ/mol e
24.06 KJ/mol, respectivamente.

O pH para a atividade maxima da xilanase foi estimado ser 5.0, e 80% e
76% da atividade maxima foram encontrados em pH 3.0 e 7.0, respectivamente
(Figura 17). O pH ¢6timo da xilanase do Fungo FCUP1 determinado neste
trabalho esta de acordo com os demais determinados para as xilanases
microbianas (CARMONA et al.,, 1998; SUNNA e ANTRANIKIAN, 1997;
POLIZELI et al., 2005; MILAGRES et al., 2005; FENGXIA et al., 2008).
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Figura 17. Efeito do pH 6timo sobre atividade da xilanase

O perfil de estabilidade em relagdo ao pH sobre atividade da xilanase

esta representado na Figura 18. Observou-se estabilidade superior a 70% nos
pH de 4,0 a 6,0 e pH 8,0, estabilidade entre 60 a 70% em pH 3,0 e pH 7,0 e

estabilidade inferior a 20% no pH 9,0. Foram observados trés picos no pH 5,0,

6,0 e 8,0. A enzima produzida pelo fungo FCUP1 do fruto em decomposi¢ao

apresenta-se estavel em uma faixa de pH 4,5 a 6,0.
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Figura 18. Estabilidade pH sobre atividade da xilanase
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6.8. Determinagdo dos parametros cinéticos

Valores de K, € Vmax foram estimados usando xilana (birchwood-Sigma)
como substrato em pH 5,0 e 60°C foi empregado procedimento proposto por
Hanes-Woolf (1932) demonstrado na Figura 19. A xilanase presente no extrato
clarificado apresentou cinética Michaeliana tipica com Ky, de 10,41 mg mL™" +
0,282 mg mL™" e Vinax igual a 3,32 U (mg proteina)” + 0,053 U (mg proteina)™,
com trés repeticbes. Tendo em vista que os valores de K, de xilanase
encontrados na literatura, para o mesmo substrato, variam, de modo geral, de 1
a 8 mg/mL, o valor obtido neste trabalho é coerente, levando-se em

consideracgao o fato de o extrato utilizado ter sido apenas clarificado.
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Figura 19. Grafico de determinacéo dos parametros cinéticos por Hanes-Woolf
(1932)

6.9. Cromatografia em Silica Gel P60

Os produtos de hidrélise da xilana em funcao do tempo e da associagao
do extrato bruto do micélio do Humicola grisea var. thermoidea com a xilanase
de FCUP1 presente no extrato clarificado foram analisados por cromatografia

de camada fina e estdo apresentados na Figura 20 (FONTANA et al., 1988).
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Segundo Almeida et al., 1995, o Humicola grisea var. thermoidea, tido como
bom produtor de xilosidase intracelular. Verificou-se que em curtos tempos de
hidrélise da xilana (30-120 minutos), a presenca de Xxilobiose, xilotriose,
xilotetraose e xilopentose. Com 1080 minutos, detectou-se xilose, xilobiose e,
consequentemente, houve diminuicdo de xilotetraose e xilopentose. Esses
resultados s&o bastante interessantes devido a ocorréncia da producgéo direta
de xilose utilizando-se enzimas extracelulares presentes no extrato clarificado.
Entretanto, enzimas xilanoliticas extracelulares de micro-organismos como
Thermoanaerobacter ethanolicus (SHAO e WIEGEL, 1992), Asperqgillus
versicolor (CARMONA et al., 1998), Humicola grisea var. thermoidea (MONTI
et al., 1991), Rhizopus stolonifer (GOULART et al., 2005) ndo produzem xilose
como produto de hidrolise devido ao fato da xilosidase estar associada as
células, nestes micro-organismos. Nossos resultados mostram que as enzimas
xilanoliticas produzidas por FCUP1 produzem xilose, entretanto, quando em
acgao conjunta com a xilosidase intracelular do Humicola melhora a hidrélise da

xilana e tem-se producgédo imediata de xilose.

. * - _9Xi|ose

- © & |>Xilobiose
' ¥ |>Xilotriose
b | Xilotetraose

- Xilopentose

- S
Xy X5 30 120 1080
padrbes minutos

Figura 20. Cromatografia em Silica Gel P60 do produto de hidrélise da xilana

em diferentes tempos em pH 5.0. X4: xilose; Xy: xilobiose.
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Concluiu-se com a analise de cromatografia em camada delgada de
silica gel que ha um sinergismo entre as enzimas xilanoliticas do FCUP1 e
Humicola grisea var. thermoidea, devido ao aparecimento de
xilooligossacarideos (xilose, xilobiose, xilotriose, xilotetraose, xilopentose) que
sdo produtos de hidrélise da xilana. Outros estudos serdo realizados para

purificacdo e caracterizagéo destas enzimas.

6.10. Eletroforese SDS-PAGE

A eletroforese de gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) foi utilizado para
verificar a pureza do extrato cru, quando submetidos varios tratamentos, como
filtracdo em caulim e em terra de diatomacea. Neste processo, as moléculas se
deslocaram em um campo elétrico e a velocidade de migracdo das amostras
analisadas dependeram de trés fatores, como tamanho, forma e sua carga
elétrica. No SDS-PAGE, um preparo prévio da mistura de proteinas faz com
que apenas a massa seja crucial para a migracdo. Isto ocorre quando é
adicionado o sulfato sodico lauril. Ele € um detergente que possuem grupos
apolares e polares (anfipaticas). Ele quebra oligbmeros de proteinas em
subunidades e as desnatura. Nas cadeias peptidicas abertas, a molécula de
SDS se liga e confere a elas uma carga fortemente negativa. Para a
desnaturacao completa, adicionam-se tiois para separar as pontes dissulfidicas
nas proteinas. Na etapa final apds eletroforese é feita a coloragdo conforme
descrita em material e métodos (item 5.16). Os resultados apresentados na
Figura 21 mostram uma banda proteina nos pogos 2 e 3, com atividade
xilanolitica, e indicam que a filtracdo em caulim e terra de diatomacea foram
tratamentos rapidos e eficientes. Observando os resultados desta figura,
verificou-se que estas bandas possuem massa molecular aproximadamente de
30kDa. Outros experimentos serado feitos para a determinacéo definitiva desta

massa molecular.
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Figura 21. Eletroforese em SDS-PAGE. (1) Padrdo de massa molecular; (2)
extrato cru filtrado em caulim; (3) extrato cru filtrado em terra diatomacea; (4)

extrato cru.
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7. CONCLUSAO

O meio M4 modificado constituido por 0,1% CaCO3, 0,5% de NaCl, 0,1%
NH4Cl e 0,5% de agua de maceracao de milho, tendo como fonte de carbono
sabugo de milho, com pH inicial igual a 6,0 e com tempo de crescimento de 16
horas, foi o melhor meio para a producdo da enzima xilanase extracelular pelo
fungo termdfilo, identificado como FCUP1, isolado da polpa do fruto de
cupuacguzeiro em decomposi¢ao.

O valor 6timo para o pH da enzima estuda produzida pelo fungo FCUP1
foi determinado como pH 5,0 e a temperatura 60°C, e os parametros cinéticos
determinado foi K, igual 10,41 mgmL™" e Vmax igual a 3,32 U (mg proteina)™.

Verificou-se que entre diferentes fontes de carbono a glicose atuou como
repressor de sintese da xilanase, enquanto xilose ndo reprimiu essa sintese,
mostrando diferentes mecanismos de inducdo enzimatica pelas células do
fungo estudado. A xilana ndo age como um indutor direto, pois sendo
estruturalmente um polimero, ndo pode atingir niveis intracelulares, entéo,
necessita desencadear um mecanismo de sinalizag&o para a expressao génica
de enzimas xilanoliticas. Este mecanismo envolve residuos menores, como,
xilobiose e xilotriose, entre outros. As xilanases constitutivas sdo responsaveis
pela producdo destes xilooligossacarideos a partir da xilana. Através de
permeases, estes xilooligossacarideos sao transferidos para o interior das
células desencadeando a transcricao de genes do sistema xilanolitico (BIELY,
1985).

Na cromatografia silica em gel P60, utilizando enzima extracelular do
fungo FCUP1 e a enzima intracelular (micélio) do fungo Humicola grisea var.
thermoidea foi possivel observar na hidrolise da xilana, o aparecimento do
xilooligossacarideos (xilose, xilobiose, xilotriose, xilotetraose e xilopentose),
mostrando que houve um sinergismo entre as enzimas xilanoliticas do FCUP1
e Humicola grisea var. thermoidea.

O processo de clarificacdo do extrato bruto estudado, produzido pelo
fungo isolado da polpa do fruto cupuaguzeiro em decomposi¢cédo, foi
acompanhado por SDS-PAGE banda correspondente a xilanase termofilica
com massa molecular acima de 30kDa. Outros estudos serao realizados para

purificacéo e caracterizagao destas enzimas.
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Os resultados de imobilizagdo apresentado neste trabalho foram testes
preliminares da xilanase produzida por Humicola grisea var. thermoidea
utilizando como suporte agarose-glioxil. Foi possivel identificar pelo método
Cromatografia em Silica Gel P60 os produtos da hidrélise da xilana obtido com
o derivado agarose-glioxil. Verificou-se a produgédo de xilooligossacarideos
(xilobiose, xilotriose, xilotetraose e xilopentose). Com estes resultados
confirmamos a imobilizag&o da xilanase de Humicola grisea var. thermoidea em

glioxil-agarose, com manutencgéo da atividade.

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir que esse trabalho é
de grande relevancia cientifica, pois forneceu principios basicos para

desenvolvimento de trabalhos futuros.

7.1. Perspectivas para trabalhos futuros
O estudo da produgéo de xilanase pelo fungo FCUP1 ofereceu subsidios

para etapas posteriores, como:

a) Classificagao do novo isolado
A classificacao definitiva do fungo termdfilo, identificado como FCUP1,
isolado da polpa do fruto do cupuaguzeiro (Theobroma grandiflorum) em estado

de decomposigéo.

b) Planejamento experimental

Em fase inicial, tendo objetivo a produgéo da xilanase em batelada.
Estudos serdo realizados para padronizagdo do meio de cultivo (fermentacao
sélida e/ou submersa), manutengcéo do micro-organismo, pH, tamanho e tipo de
tratamento aplicado as fontes de carbono e/ou fontes de residuos agricolas, e
posteriormente produgcdo em fermentadores em escala laboratorial,
proporcionando novos conhecimentos que possam ser aplicado em producao

industrial.
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c) Caracterizagao dos residuos agricolas

Estudar detalhadamente as estruturas celulares, espécies e 0s numeros
de hidroxilas presentes nos residuos agricolas empregados nesse trabalho
com intuito de selecionar os melhores como fonte de carbono, produtor de

enzima de interesse e para a area de imobilizag&o.

d) Técnica de imobilizagao utilizando residuos agricolas

A técnica de imobilizacdo estd entre as areas de pesquisa mais
relevantes na atualidade, podendo inclusive auxiliar na solu¢cdo de problemas
na area agroindustrial brasileira, uma vez que os residuos gerados poderao vir
a ser utilizados como suportes alternativos para enzimas imobilizadas,
reduzindo os custos de producgdo. Por isso, devido ao alto custo da agarose,
que é o suporte utilizado para varias enzimas, emprega-se o suporte originario
de residuos agricolas previamente caracterizados, proporcionando assim,

economia industrial e preservacado do ambiente.
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