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RESUMO

QUERIDO, André Luiz de Souza, M. S., Universidade Federal de Vigosa, novembro
de 2002. Purificacdo parcial e caracterizacdo da xilanase produzida por
Penicillium expansum. Orientador: Jorge Luiz Cavalcante Coelho.
Conselheiros: Elza Fernandes de Aradjo e Virginia Maria Chaves Alves.

O Penicillium expansum é um fungo filamentoso produtor de xilanase
extracelular. Uma xilanase extracelular foi encontrada como a principal proteina na
cultura filtrada de P. expansum quando cultivado em farelo de trigo 0,3 %. Em
contraste com outros microrganismos, nao foi encontrada multiplicidade de xilanase
de P. expansum sob as condi¢bes usadas. Como estratégia de purificacdo parcial da
enzima, foram realizados fracionamento com sulfato de aménia, cromatografia de
exclusdo molecular, ultrafiltracdo e cromatografia de troca i6nica. O perfil de eluicdo
das proteinas mostrou uma Uunica forma de xilanase, sendo esta parcialmente
caracterizada. O pH 6timo e a temperatura 6tima foram 5,5 e 40 °C, respectivamente.
A enzima se manteve estavel quando pré-incubada por 1 h em pH entre 5,5 e 6,5.
Também manteve a estabilidade quando pré-incubada por 1 h em temperatura entre
20-40 °C. A enzima apresentou Km de 3,03 mg mL™ e Vmax de 0,027 mmol min™ pg™
de proteina. A atividade enzimatica foi aumentada 34 % por Mgs(PO,4). (1 mM); 31 %
por MgSO4 (1 mM) e 28 % por Alz(SO4)3 (1 mM).



ABSTRACT

QUERIDO, André Luiz de Souza, M. S., Universidade Federal de Vigosa, November
2002. Partial purification and characterization of xylanase produced by
Penicillium expansum. Advisor: Jorge Luiz Cavalcante Coelho. Committee
members: Elza Fernandes de Araujo and Virginia Maria Chaves Alves.

Penicillium expansum is a filamentous fungus that produces extracelular
xylanase. An extracellular xylanase was found to be the major protein in the filtrated
culture of P. expansum when grown on 0,3 % wheat bran. In contrast to other
microorganism no xilanase multiplicity was found in P. expansum under the
conditions used. The used partial purification estrategy was ammonium sulfate
fractioning, molecular exclusion cromatography, ultrafiltration and anion exchange
chromatography. The proteins eluation profile showed only one form of xylanase that
was partially characterized. The optimum pH and temperature were 5,5 and 40 °C,
respectively. The enzyme kept stable when preincubed for 1 h under pH between 5.5
and 6.5. It also kept stable when preincubed for 1h under temperature between 20-
40 °C. The enzime showed km of 3,03 mg mL™ and Vmax of 0,027 nmol min™ ug ™
of protein. The enzymatic activity was increased by 34 % by Mg3(PO4). (1 mM); 31 %

by MgSO,4 (1 mM).and 28 % by Al>(SO4)3 (1 mM).

Vi



1. INTRODUCAO

A biomassa na forma de celulose € o maior constituinte das plantas, sendo a
fonte organica mais abundante e renovavel do planeta, com potencial para ser
utilizada na producéo de alimentos e energia.

Em termos de porcentagem de peso seco, as hemiceluloses sdo, apds a
celulose, os polissacarideos mais importantes, constituindo cerca de 40 % da matéria
lignocelulosica. O principal componente das hemiceluloses é a xilana, polimero
constituido principalmente por xilose. A degradagdo completa da xilana a mondémeros
de xilose requer a acéo sinergistica de um complexo de enzimas, entre as quais estao
as endoxilanases e as xilosidases que desempenham o papel mais importante por
degradarem a cadeia principal de xilana.

Para o processo de bioconversdo de lignocelulose em produtos fermentativos,
a degradacdo e utilizacgdo méaxima de agucares poliméricos sdo desejaveis. O
complexo xilanolitico (e celulolitico) completo é requerido para alcancar a hidrolise
total de substratos complexos e produzir residuos monoméricos. Tal complexo pode
ter xilanases, xilosidases e outras enzimas envolvidas na quebra das ramificacdes de

xilana. A existéncia de preparacdes enzimaticas altamente ativas, de baixo custo e



gue possam ser obtidas em grande quantidade € um importante critério para a
implementacéo industrial.

O objetivo do presente trabalho foi purificar parcialmente a xilanase
produzida por Penicillilum expansum, caracterizando-a pela determinacdo da
estabilidade térmica e do efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica; da
estabilidade em relacdo ao pH e do efeito do pH sobre a atividade enzimética; do

efeito de ions sobre a atividade enzimatica e dos parametros cinéticos da enzima.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Parede celular vegetal

A parede celular vegetal é rigida o suficiente para dar a planta resisténcia e

forma. A parede celular primaria é constituida de cerca de 90 % de polissacarideos e

0s 10 % restantes de proteinas. E uma estrutura altamente hidratada, com pouca

guantidade de celulose, entre 25-40 % do peso seco (ROGERS e PERKINS, 1968). A

parede secundaria € mais densa, apresentando 40-60 % de celulose (peso seco) e

menos hidratada que a parede primaria (ROGERS e PERKINS, 1968).

Os polissacarideos presentes na parede celular tém sido classificados em trés

grupos (TALMADGE et al., 1973):

a) Polissacarideos pécticos: extraidos por solucdo de oxalato de amoénia, acidos
fracos ou agentes alquilantes. Sdo polimeros compostos principalmente de
residuos galacturénicos.

b) Celulose: homopolimero linear formado por unidades de D-glicose unidas por
ligagOes glicosidicas b-1,4 (WONG et al., 1988; BISARIA e GHOSE, 1981). A forma
mais pura de celulose disponivel na natureza contém cerca de 10 % do peso de

polissacarideos nao-celuldsicos, como proteinas e elementos minerais. A celulose
3



estd sempre associada a outros polimeros, tais como hemiceluloses, pectina e
lignina. Segundo TSAO (1986), duas razfes dificultam a hidrolise de celulose: ser
insolivel em agua, formando cristais e a sua coexisténcia com outros
polissacarideos, reduzindo a acessibilidade da enzima celulase a molécula
celulose.

c) Hemiceluloses: heteropolimeros néo-celulosicos (WONG et al., 1988) que podem
estar ligados covalentemente a pectina e associados ndo-covalentemente a
celulose, podendo também ser definidos como polissacarideos extraidos de
tecidos lignificados de plantas pelo uso de alcali relativamente forte (WILKIE,
1979).

Além dos polissacarideos, a parede celular vegetal é constituida de 25 % de

lignina (LADISCH, 1979). Segundo TSAO (1986), a estrutura da lignina ainda néo é

totalmente conhecida. Sabe-se que se trata de uma macromolécula polifendlica

complexa. Sua funcdo é manter as fibras interligadas evitando, assim, a degradacéo

enzimatica da parede celular dos vegetais (LADISCH, 1979).

2.2. Hemicelulose e xilana

A distribuicdo de varios componentes lignoceluldsicos através da parede
celular depende da espécie, crescimento e diferenciacdo celular (WONG et al., 1988).

A maioria das hemiceluloses sdo moléculas relativamente pequenas,
contendo entre 70 e 200 unidades de monossacarideos (COUGHLAN, 1992). A
composi¢cdo das hemiceluloses pode ser influenciada por véarios fatores como
crescimento, maturacdo, natureza do solo, clima, localizagdo geogréafica e tipo de
fertilizante usado. (WILKIE, 1979).

Os polimeros de hemicelulose podem conter os mais variados residuos de
acucar na sua composicdo como D-xilose, D-glicose, D-galactose, L-arabinose, acido

D-glicurénico, acido D-galacturdnico, acido 4-O-metil-D-glicurdnico, grupos O-acetil e
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ésteres ferulolato ou coumarato ligados a cadeia principal, via residuos de
L-arabinose (PULS e POUTANEN, 1989).

A parede celular das plantas contém xilanas, xiloglicanas e heteroxilanas
(DEY e BRINSON, 1984). A Xilana, o principal componente das hemiceluloses, é um
polimero de mondmeros de xilose unidos por ligacdes b-1,4. Dependendo da origem
da xilana, podem ocorrer diferentes substituicbes na cadeia principal, as quais
incluem: acetilacdo do C-2 ou C-3, &cidos glicurdnicos ou 4-O-metilglicurébnico em
ligagbes a-1,2 e arabinofuranosil em ligagdes a-1,3 (COUGHLAN, 1992).

O sistema de enzimas que degradam a xilana tem sido extensivamente
estudado, embora seja menos conhecido quando comparado ao sistema de enzimas
que degradam celulose. A razdo é que enquanto a celulose é composta de somente
D-glicose e apresenta a mesma estrutura em todas as plantas, a estrutura da xilana é
mais complexa e varia de planta para planta. Apesar disto, o0 sistema de enzimas
xilanoliticas deve receber a mesma atencdo que o sistema celulolitico, devido ao seu

potencial biotecnoldgico ser igualmente importante (BIELY et al., 1986).

2.3. Enzimas xilanoliticas

Em virtude das xilanas serem, por natureza, bastante heterogéneas, sua
completa degradacdo a mondmeros de xilose requer a acdo sinergistica de uma
bateria de enzimas, entre as quais a endoxilanase (1,4-b-D-xilanohidrolase; EC
3.2.1.8) que cliva as ligagdes glicosidicas internas e exoenzimas, b-xilosidase (b-D-
xilosideo xilohidrolase; EC 3.2.1.37) que remove residuos de acUcar nos finais das
cadeias (COUGHLAN, 1992). A endoxilanase e a b-xilosidase desempenham o papel
mais importante por degradarem a cadeia principal de xilana. Outras enzimas,
mostradas na Figura 1, degradam as cadeias laterais do polimero (FERREIRA-FILHO,
1994).



As endoxilanases hidrolisam as ligagbes b-1,4 interna na cadeia
xilopiranosidica, resultando na diminuicdo do grau de polimerizacdo do substrato. O
sitio de acdo no substrato depende do comprimento da cadeia, do grau de
ramificacdo e dos tipos de substituicbes nele presentes. Os principais produtos
formados sdo diversos xilo-oligossacarideos. As b-xilosidases, por sua vez, sdo
exoglicosidases que hidrolisam pequenos xilo-oligossacarideos e xilobiose, a partir da
extremidade nao-redutora dos mesmos, produzindo xilose. Endoxilanases sdo mais
ativas contra xilo-oligossacarideos de cadeia longa (FERREIRA-FILHO et al., 1993),
enquanto as b-xilosidases tém sua atividade elevada com a diminuicdo do tamanho
do substrato (WONG et al., 1988).

A elucidacdo do mecanismo de acdo das hidrolases de polissacarideos com
substratos poliméricos naturais € complicada, devido a estes passarem por repetidas
hidrolises pela enzima. A hidrélise completa da hemicelulose depende da presenca de
enzimas que quebram os varios pontos de ramificagdo deste polimero (BIELY et al.,
1986).

A Figura 2 apresenta um esquema representativo para a hidrolise de xilanas
pela acdo de enzimas xilanoliticas de Trichoderma reesei. No mecanismo proposto
para a degradacdo de xilana por enzimas hemiceluloliticas de Trichoderma reesei,
observa-se que endoxilanases sdo responsaveis pelo decréscimo inicial do grau de
polimerizacdo do substrato, ocorrendo formacdo de oligossacarideos sollveis de
cadeia curta que séo, entédo, degradados por enzimas que hidrolisam grupos laterais
(PULS e POUTANEN, 1989). O sinergismo entre endoxilanases e enzimas que
hidrolisam esses grupos, completa a hidrélise (FERREIRA-FILHO, 1994).
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Figura 1. Cadeia polimérica da xilana e sitios de hidrélise das enzimas xilanoliticas
microbianas. O fragmento apresentado na parte superior da Figura é
compreendido de cinco unidades de D-xilose. Ac, grupo acetil; Araf,
L-arabinofuranose; MeGLcA, acido 4-0-metil-D-glicurdnico; Xyl, D-xilose.
Fonte: BIELY et al. (1986).
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Figura 2. Hidrolise de xilanas pela acdo de enzimas xilanoliticas
deTrichoderma reesei (modificado de PULS e POUTANEN
1989).



2.4. Aplicacédo de enzimas microbianas em processos industriais

O uso de enzimas microbianas na hidrélise industrial de lignocelulose é
vantajoso pela alta especificidade das reac¢des enziméticas, pelas condi¢cbes amenas
de reacdo, pela auséncia de perda do substrato devido as modificacbes quimicas e
formacdo de subprodutos e pela alta eficiéncia de conversdo (potencial catalitico).
Alem disto, ndo € corrosivo e ecologicamente correto, quando comparado a utilizacéo
de hidrolise acida (WONG et al, 1988).

Segundo GODFREY e WEST (1996), a aplicacdo de enzimas microbianas em
processos industriais € uma area que vem adquirindo crescente importancia nos
Ultimos anos. No periodo de 1983 a 1995, o mercado mundial, englobando todas as
enzimas de aplicacdo industrial, aumentou de $ 400 milhdes para $ 1 bilhdo, com
previsdo de atingir entre $ 1,7 e 2 bilhdes no ano 2005. Esses autores relataram que
75 % das enzimas industriais sdo hidroliticas no seu modo de acdo, sendo 0s
principais setores os de detergente (32 %), amido (15 %), laticinios (14 %) e téxtil
(10 %). Os 29 % restantes do mercado mundial abrangem os seguintes setores:
alcool, alimentacdo animal, panificacdo, biotransformacdo, diagnosticos, gorduras e
Oleos, aromatizantes, sucos e vinhos, couro, proteinas (outras que ndo sejam para
coagulacdo, aromatizantes e detergentes), papel e celulose e tratamento de residuos.
Prevé-se que estes 29 % transformem-se em 47 % até o ano 2005. Os autores
afirmam ainda que 90 % de todas as enzimas produzidas com propdsitos industriais
derivam de fermentacdes por microrganismos.

No processo de biopolpacdo nas industrias de papel e celulose tém sido
sugeridos tratamentos fungicos devido a reducdo dos custos de energia no
refinamento da polpa (PILON et al.,, 1992). As xilanases podem hidrolisar
seletivamente certos componentes da xilana. A remocéo total de xilana da fibra ndo é

necessaria, devido a sua significante contribuicdo no que concerne a resisténcia da



fibra e qualidade do papel. Tais consideracdes também se aplicam ao processamento
de outras fibras lignocelulésicas como linho, juta e rami (SHARMA, 1987).

As xilanases podem ser usadas na purificacdo de celulose, sendo este
processo dependente da seletividade da enzima, da auséncia de atividade celulolitica
e da disponibilidade das preparagdes enziméaticas em larga escala. A atividade
celulolitica de algumas enzimas pode ser inibida pela adicdo de mercario, mas esse
procedimento requereria o tratamento de residuos, tornando-o altamente oneroso
(NOE et al., 1986). O complexo xilanolitico puro, sem a presenca de celulases, torna
a biopolpacéo e o processamento de fibras vegetais mais eficientes, pois a celulose &
preservada.

A acdo da xilanase no tratamento de polpas celulésicas auxilia a remocédo da
lignina que resta apds o cozimento. No processo Kraft, a lignina é removida a altas
temperatura e pH basico e a fracdo residual que permanece confere a cor amarelada
a polpa, por ter sido extensivamente oxidada e modificada durante o processo. Para
se obter um papel de alta qualidade, toda a lignina deve ser removida; isto € feito
tradicionalmente com produtos baseados em cloro (branqueamento). Esse processo,
embora altamente efetivo, produz compostos orgéanicos clorinados, sendo poluente
(SINGH, 1979; KHASIN et al., 1993).

VIIKARI et al. (1991) demonstraram que hemicelulases podem ser usadas
para estimular a deslignificacdo e o branqueamento da polpa néo-branqueada. O
maior efeito das enzimas € a hidrolise de xilana reprecipitada e reabsorvida e o
complexo xilana-lignina é separado durante o cozimento. Com esses tratamentos, a
guantidade de produtos quimicos usados pode ser diminuida, principalmente o cloro.
Como consequéncia do uso de hemicelulases em tal processo, tem-se melhor
qualidade do papel e reducéo de problemas ambientais (WONG et al., 1988).

A aplicacdo de xilanase livre de celulase de Aspergillus niger An-76 foi usada
no tratamento da polpa de farelo de trigo antes do branqueamento a 50 °C durante 3

ou 4 h, com diferentes dosagens da enzima. O resultado mostrou que quanto maior a
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dose de xilanase empregada no processo, maior a quantidade de xilose liberada da
polpa, o que implica que mais hemicelulose foi hidrolisada (YINBO et al., 1996).

O processo de maceracdo de fibras celuldsicas com o proposito de produzir
fios para a industria téxtil (desengomagem) pode ser realizado por métodos quimicos
(soda caustica) ou bioldgicos, envolvendo enzimas como pectinases e Xxilanases
(BIELY, 1985).

A bioconversdao de hemicelulose em etanol tem um custo menor do que a
bioconversdo de celulose em etanol, tornando o processo economicamente viavel
(INGRAM et al., 1992, DEKKER, 1993). O processo envolve quatro etapas: pré-
tratamento, producdo enzimdtica, clarificacdo (DEKKER, 1993) e fermentacdo de
etanol, com ou sem formacdo intermedidria de xilulose. Outro exemplo de
biotransformacédo é a producao de xilitol a partir de hemicelulose.

O uso associado de xilanases celulases e pectinases se aplica a remocgao de
solidos em suspensdo no processamento de sucos de frutas e liquefacdo de vegetais
(BIELY, 1985; VAN DER BROECK et al., 1990; TENKANEN et al., 1992) no preparo de
dextranas para uso como espessante de alimentos, nas industrias vinicolas (TAN et
al., 1987; WONG et al., 1988), de detergentes (THOMSEN, 1989), sucos de frutas
(GRASSIN e FAUQUEMBERGUE, 1993), no tratamento de residuos e efluentes (DE
RONZO, 1977) entre outros.

De acordo com VAN DER BROECK et al., (1990), xilanases melhoram algumas
caracteristicas do pdo como firmeza da casca e do miolo e textura. MUTSAERS (1991)
sugere que a arabinoxilana, principal polissacarideo do endosperma da parede celular
do trigo, retém cerca de 1/3 da &agua adicionada a massa, o que dificulta a
homogeneidade dos ingredientes piorando as caracteristicas do pdo. A xilanase atua
na hidrdlise de arabinoxilana para que a agua retida seja incorporada a massa. Na
Europa, 0 uso de brometo de potassio na massa do pdo e dioxido de enxofre na

massa de biscoito tem sido vetado por reduzir a elasticidade do gluten. Em
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substituicdo a esses compostos estdo as hemicelulases, incluindo as xilanases
(GODFREY e WEST, 1996).

Na industria vinicola, a aplicacdo de enzimas xilanoliticas permite a
degradacdo de frutas ou selecdo extrativa de alguns de seus componentes, levando a
criacdo de novos produtos e derivados da fruta. Tais enzimas auxiliam na clarificagao
e filtracdo, objetivando a alta qualidade dos vinhos (GODFREY e WEST, 1996). As
xilanases associadas & pectinases auxiliam na extragdo do suco devido a diminuigdo
da viscosidade, facilitando a prensagem da uva, que € aumentada em 15 % e a
maceracdo, que chega a 50 % além do normal. Também atuam na extragdo e
liberacdo de compostos como acgucares fermentaveis, taninos, proteinas,
polissacarideos, acidos organicos ou sais minerais (GRASSIN e FAUQUEMBERGUE,
1993).

No processo da fabricacdo de cerveja, a xilanase atua rompendo sélidos em
suspensao, melhorando principalmente a etapa da filtracdo (VAN DER BROECK et al.,
1990).

Outras aplicacBes das xilanases incluem hidrolise de xilana a carboidratos
fermentaveis por bioconversdo e remocdo de hemicelulose (GILBERT et al., 1992);
hidrolise parcial de xilana em ra¢des animais, aumentando a digestibilidade; obtencao
de xilobiose, xilotriose e outros xilo-oligossacarideos para serem usados como padrao

para cromatografia (WONG et al., 1988).

2.5. Utilizacdo das xilanases em escala industrial

Um dos grandes problemas da utilizacdo das xilanases em escala industrial é
0 elevado custo da producdo dessas enzimas. As xilanases sdo sintetizadas e
secretadas por fungos ou bactérias no meio de cultivo em resposta a presenca de
indutores de alto custo. O ideal é que esses indutores sejam substituidos por

substratos precursores de menor custo (MISHRA et al., 1990). Além da presenca do
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substrato indutor, a producédo de enzimas extracelulares é influenciada por condicdes
ambientais como temperatura, pH, aeracdo e idade do in6culo (PALMA, 1993).

De acordo com MISHRA et al. (1990), a obtencdo de enzimas xilanoliticas em
larga escala e com baixos custos deve se basear em substratos lignoceluldsicos.
Alguns destes materiais alternativos tém sido testados como, por exemplo, o bagaco
de cana-de-agucar que é bastante atrativo. Acredita-se que, por ser um substrato
heterogéneo, pode ser fonte de indugdo de xilanase (PALMA, 1993).

Substratos alternativos foram avaliados por KADOWAKI et al. (1997), com
Aspergillus tamarii. Foram obtidos os seguintes valores de atividade xilanolitica: gréo
de milho, 76,61 U/mL; farelo de trigo, 54,32 U/mL; e bagaco de cana-de-agucar,
16,68 U/mL. GASPAR et al. (1997) cultivando Penicillium canescens em diferentes
substratos, obtiveram os seguintes resultados de atividade xilanolitica: farinha de soja
(270 U/mL), palha de trigo (230 U/mL) e palha de milho (70 U/mL). Esses autores

encontraram atividade xilanolitica em xilana “oat spelt” superior a xilana “birchwood”.

2.6. Regulacdo metabdlica das xilanases

As enzimas xilanoliticas de bactérias ndo-celuloliticas e leveduras sdo, na
maioria das vezes induzidas, sendo a xilana o melhor indutor (FERNANDEZ-ESPINAR
et al.,, 1994). No que se refere a repressdo, a sintese é inibida por acucares
prontamente assimilaveis como glicose, lactose e xilose (GASPAR et al., 1997). Por
outro lado, a regulacdo da sintese de b-xilanase em fungos filamentosos nao foi
estabelecida devido adiversidade de mecanismos de control e celular (BIELY, 1985).

Durante o crescimento em xilana, varias espécies produzem xilanases
especificas com poucas ou nenhuma celulase. Entretanto, quando crescidas em
celulose, celulases sdo produzidas juntamente com xilanases (incluindo xilanases

especificas). A estratégia para obter o complexo xilanolitico livre de celulases pode,
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simplesmente, ser crescimento dos microrganismos em xilana ndo contaminada com
celulose (BIELY et al., 1986).

2.7. Multiplicidade das xilanases

Diversos autores constataram que pode haver a producdo de mais de uma
xilanase, com caracteristicas variaveis, por um mesmo microrganismo. A
multiplicidade de xilanases em microrganismos pode ser estratégia para alcangcar uma
hidrdlise superior de xilana (WONG et al., 1988).

A presenca de multiplas xilanases pode estar relacionada com a hidrélise de
outros polissacarideos contendo xilose ou de substratos secundarios. Além disso,
considerando que a xilana é um fator importante na coesdo da fibra, a funcéo
primaria de mdltiplas xilanases pode estar relacionada com a destruicdo da
integridade da fibra expondo outros componentes lignoceluldsicos a outras
hidrolases. A quebra da ramificacdo e/ou atividade transferase em algumas xilanases
ao invés da hidrdlise de ligages xilosidicas, sdo relatadas na literatura. E possivel
também que a significancia de multiplas xilanases esteja na habilidade de funcionar
sobre diferentes condicdes fisico-quimicas, ja que suas propriedades podem diferir
substancialmente (WONG et al., 1988).

WONG et al.(1988) sugerem que as xilanases podem ser aloenzimas, que sao
produtos de diferentes alelos do mesmo gene.

A ocorréncia de multiplas xilanases pode ser devido ao processamento
diferencial de mMRNA, protedlise parcial ou diferencas no grau de amidacdo e
glicosilacdo (BIELY et al., 1986). Muitas xilanases sdo aparentemente glicosiladas
(GORBACHEVA e RODIONOVA, 1977).

Se multiplas xilanases sdo produtos de genes distintos, € possivel que elas
tenham funcéo relativamente similar ou tenham sido derivadas de genes relacionados
(GIBSON e McCLEARY, 1987).
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O Quadro 1, apresenta uma relacdo de fungos produtores de xilanases,

encontrados na literatura.

Quadro 1. Fungos produtores de xilanases

Fungo

Referéncia

Aspergillus fischeri
Aspergillus flavipes
Aspergillus nidulans
Aspergillus niger
Aspergillus ochcraceus
Aspergillus oryzae
Aspergillus sojae
Aspergillus tamarii
Aspergillus sydowil
Aspergillus terreus
Aureobasidium pullulans
Paecilomyces varioti
Penicillium canescens
Penicillium expansum
Penicillium funiculosum
Penicillium griseoroseum
Penicillium hrysogenum
Penicillium janthinellum

Penicillium purpurogenum

CHANDRA, et al.,1996
SHERIEF, 1990
FERNANDEZ-ESPINAR et al., 1994
GORBACHEVA e RODIONOVA, 1977
BISWAS et al., 1990
BAILEY et al., 1991
KIMURA e TAJIMA, 1998
KADOWAKI et al., 1997
GHOSH, 1994
GHAREIB, 1992
CHIRTOV e PRIOR, 1994
KELLY et al., 1989
CUROTO et al., 1998
PINHEIRO, 1999
FADEL e FOUDA, 1993
FERREIRA, 1999
HASS et al., 1992
CUROTTO et al., 1994
BELANCIC et al., 1995
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2.8. Purificacao de proteinas

Para estudar uma proteina em qualquer dos seus muitos detalhes é preciso
inicialmente, separa-la de todas as outras proteinas celulares; para isto precisamos
dispor de técnicas para determinar suas propriedades. Os métodos necessarios para
tanto provém da quimica de proteinas. A preparacdo pura de uma proteina é
fundamental para determinacdo de suas propriedades, sua composicdo de
aminoacidos e sequéncia dos mesmos. Os métodos para separar as proteinas
aproveitam-se das propriedades exibidas pelas mesmas como a carga elétrica, o
tamanho e a solubilidade, os quais variam de uma proteina para outra. Como muitas
proteinas ligam-se a outras biomoléculas, elas também podem ser separadas em
funcao destas propriedades de ligacdo (LEHNINGER, 1995).

O Quadro 2 mostra diferentes estratégias de purificacdo parcial das xilanases

produzidas por fungos.

16



Quadro 2. Purificagdo parcial das xilanases

Cromatografia

Referéncia

DEAE-Sephadex A-50
DEAE-Celulose

PPB pH 8,0

CHANDRA et al., 1996

Sephadex G-25
BioGel P-100

SHERIEF, 1990

Fungo Pré-coluna
Aspergillus fisheri (NH4)2S04
60 %
Didlise
Aspergillus flavipes (NH4)2S04
Didlise
Aspergillus terreus (NH4)2S04
Didlise

Sephadex G-50
DEAE-Celulose

GHAREIB, 1992

Penicillium purpurogenum (NH4)2SO4

Dialise

BioGel P-100

DEAE-Celulose
CM-Sephadex

BELANCIC et al., 1995

Aspergillus niger (NH4)2S04
80 %
Dialise

Sephadex G-100
DEAE-BioGel-A
CM-BioGel-A
PPB pH 6,8

YIMBO et al., 1996
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Aspergillus fischeri Fxnl, um fungo élcali-tolerante, foi isolado por CHANDRA
et al. (1996) para producédo de xilanases. Objetivando a purificagdo da(s) enzima(s),
foi realizado fracionamento com sulfato de amonio, seguido por cromatografia de
troca i6nica DEAE-Celulose e cromatografia de troca idnica DEAE-Sephadex. O perfil
de eluicdo das proteinas na coluna de troca ibnica mostrou um pico de xilanase. A
massa molecular aproximada foi 31 kDa, condizente com a de outras xilanases de
Aspergillus sp. também reportadas, com massa molecular entre 13 e 50 kDa.

YIMBO et al. (1996) estudaram enzimas xilanoliticas de Aspergillus niger,
caracterizando trés endoxilanases e uma b-xilosidase. As xilanases apresentaram 0s

parametros expostos no Quadro 3.

Quadro 3. Xilanases de Aspergillus niger

xilanase | xilanase 11 xilanase 111
Massa molecular (kDa) 23 22 41
Ponto isoelétrico 4,1 3,9 4,9
Carboidratos (%) 12,5 9,4 7,8
Temperatura 6tima (°C) 45-55 45-55 45-55
pH étimo 3,5-4,0 5,0 3,0
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no laboratério de Fisiologia de
Microrganismos do Departamento de Microbiologia/BIOAGRO, na Universidade

Federal de Vigosa.

3.1. Microrganismo

O microrganismo utilizado foi o Penicillium expansum, isolado no

Departamento de Fitopatologia da UFV, a partir de sementes florestais.
3.2. Manutencéao da cultura e producao do inéculo

O microrganismo foi cultivado em meio agar-aveia, constituido de 40 g/L de
farinha de aveia e de 15 g/L de 4gar-agar e estocado em geladeira a 5-10 °C. Para a

producdo do inoculo, as culturas foram repicadas em tubos de ensaio contendo o

mesmo meio e incubadas a 25 °C por 5 dias.
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3.3. Obtencéao e padronizacao da suspensao de esporos

A suspensao de esporos foi obtida a partir das culturas crescidas por 5 dias.
Esta suspensdo foi feita por meio da raspagem da superficie da cultura com alca de
platina e ressuspensdo em solucdo estéril de tween 0,5 % (p/v). A suspensdo de
esporos foi homogeneizada em vortex e o indculo foi padronizado em 10° esporos
mL™* de meio de cultura, utilizando contagem em camara de Neubauer. Os frascos
contendo meio de cultura e o inoculo foram incubados em agitador rotacional a 150
rpm, 25 °C por 120 h.

3.4. Composicao do meio de cultura

O cultivo de P. expansum foi realizado em meio mineral ndo tamponado, com
a seguinte composicdo em g/L de &gua destilada: K;HPO4, 0,62; KH,PO., 2,0;
(NH4)2S04, 1,0; MgS04.7H,0O, 1,1; pH 6,3, acrescido de extrato de levedura, na
concentracdo de 0,06 % (p/v), exceto quando mencionado. A Unica fonte de carbono
foi farelo de trigo 0,3 %. O meio mineral, 0 MgSQO,4, 0 extrato de levedura e a fonte

de carbono foram esterilizados separadamente a 121 °C, durante 30 minutos.

3.5. Condicdes de cultivo
O P. expansum foi cultivado em frascos Erlenmeyer de 2000 mL, contendo

500 mL de meio mineral, acrescido de 0.3 % de farelo de trigo, pH 6,3. Os frascos

foram incubados em agitador rotacional a 150 rpm, 25 °C, por 120 h.
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3.6. Crescimento do fungo e producao de xilanase

A massa micelial produzida foi separada do meio de cultura por filtracdo, em
peneira de 400 malhas por polegada quadrada (poro de 37 um). O filtrado da cultura

foi o extrato bruto da enzima.

3.7. Determinagao da atividade xilanolitica

A dosagem enzimética foi realizada de acordo com HALTRICH et al. (1993),
usando como substrato xilana “oat spelt” 1 % (p/v) diluida em tampao fosfato
50 mM, pH 5.0. A mistura de reacédo, constituida de 1,5 mL de substrato e 0,5 mL da
amostra enzimatica, foi incubada por 20 minutos a 40 °C, exceto quando mencionado
de outra forma. Uma aliquota de 250 nL dessa mistura foi adicionada aos tubos de
ensaio, contendo previamente 1,0 mL do reativo de DNS (MILLER, 1959) e 750 niL de
agua destilada. O contetdo dos tubos foi aquecido em banho de &gua fervente por
5 minutos. A solugdo foi diluida com 8,0 mL de 4gua destilada e agitada em vortex.
Pela medida da concentracdo do produto, a atividade xilonolitica foi determinada e
xilose utilizada na constru¢do da curva padrdo. Uma unidade de atividade xilanolitica
(V) foi definida como a quantidade de enzima que libera 1 mmol de xilose por minuto

de reacao.

3.8. Determinacao de proteina total

A determinacdo da proteina total extracelular foi realizada pelo método de
BRADFORD (1976), usando-se albumina de soro bovino (BSA) como padréo.
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3.9. Purificacédo da xilanase

O processo de purificacdo foi realizado de acordo com as etapas descritas
abaixo. Em todas as etapas foram determinadas a atividade xilanolitica e a

guantidade de proteina total.

Etapa 1. Apés o crescimento, o sobrenadante da cultura foi separado do micélio por
filtracdo em peneira de 400 malhas/polegada quadrada (37 mm de poro). O micélio

foi descartado e o filtrado utilizado nas etapas que se seguiram.

Etapa 2. Um volume aproximado de 4 L do filtrado da cultura de P. expansum foi
concentrado por liofilizagdo. O liofilizado foi ressuspenso em 300 mL de tampéao

fosfato de potéssio (PPB) 0,05 M, pH 7,2.

Etapa 3. Sulfato de aménia sélido foi adicionado ao material obtido na etapa 2 até o
nivel de saturacdo da ordem de 60 %. A adicdo foi realizada lentamente, em gelo e
sob agitacdo, até completa dissolucdo do sulfato de amdnia. Apos a dissolucdo, a
suspensdo foi deixada sob agitacdo a 10 °C por mais 3 h e centrifugada por

15min/8000 g.

Etapa 4. ApOs a centrifugacdo, o precipitado foi ressuspenso em 20 mL de PPB,
pH 7,2, 0,05 M e dialisado por 96 h contra 0 mesmo tamp&o, numa proporcédo de
6000 mL/20 mL, com trocas a cada 24 h. Como ndo foi encontrada atividade

xilanolitica no sobrenadante da centrifugacdo, o mesmo foi descartado.

Etapa 5. O volume de 20 mL do dialisado foi aplicado em coluna de exclusdo
molecular Sephadex G-25 (2,0 X 100 cm) pré-equilibrada em PPB, 0,05 M, pH 7,2. O

processo cromatografico foi desenvolvido sob um fluxo de 0,3 mL/min., sendo
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coletadas fracdes de 3 mL para leitura de absorvancia a 280 nm e determinacdo da

atividade xilanolitica.

Etapa 6. As fracdes contendo atividade da enzima foram reunidas e submetidas a
ultrafiltracdo (Millipore, Bedford, exclusdo molecular 10 kDa), com reducéo do volume

da amostra para 5 mL.

Etapa 7. O volume de 5 mL foi entdo aplicado em coluna da troca i6nica DEAE-
Sephadex A-50 (2,0 X 15 cm), pré-equilibrada em PPB, 0,05 M, pH 7,2. Foram
aplicados 200 mL de um gradiente linear (0-0,5 M) de NaCl. O processo
cromatografico foi realizado sob um fluxo de 0,3 mL/min., sendo coletadas fra¢cbes de

3 mL para leitura da absorvancia a 280 nm e determinacdo de atividade xilanolitica.
3.10. Determinagao do efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica
A determinacdo do efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica foi
realizada em temperaturas no tubo de reacdo variando entre 20 °C e 70 °C, com
intervalo de 10 °C.
3.11. Estabilidade térmica da enzima
A estabilidade térmica foi determinada incubando a enzima por 1 h em

temperaturas de 20 °C, 30 °C, 40 °c, 50 °C, 60 °C e 70 °C e posterior dosagem

enzimatica, como descrito no item 3.7.
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3.12. Determinacéao do efeito do pH sobre a atividade enziméatica

O efeito do pH na atividade xilanolitica foi avaliado realizando a dosagem
enzimatica como descrito no item 3.7, com o pH no tubo de reagdo variando na faixa
de 4,0 a 9,0, com intervalo de 0,5 unidade. O pH foi ajustado com NaOH 2 M ou HCI
2 M.

3.13. Estabilidade em relagao ao pH

A estabilidade da xilanase, foi avaliada incubando a enzima por 1 h em pH
variando na faixa de 4,0 a 9,0, com intervalo de 0,5 unidade de pH, em gelo, tampéao
Tris /acetato de potassio/fosfato de potassio 50 mM. O pH foi ajustado com NaOH
2 M ou HCI 2 M. Apés aincubacao, foi realizada a dosagem enzimatica como descrito

no item 3.7.

3.14. Efeito de ions sobre a atividade enziméatica

O efeito dos fons Mg*? e AI"™ presentes nos compostos Mgs(POs),
(concentracgéo final de 1 mM), MgSO4 (1 mM) e Alx(SO4)s (1 mM) sobre a atividade da
xilanase foi avaliado através da adicdo de ions ao substrato xilana, em pH e

temperatura 6timos de reacao.

3.15. Determinacao dos parametros cinéticos

As constantes cinéticas Km e Vmax foram determinadas com base nas
velocidades de reacdo em presenga de 1,0; 1,3; 6,0; 10,0; 20,0; 40,0 e 60,0 mg/mL
do substrato xilana “oat spelt”, em PPB 0,05 M, pH e temperatura 6timos. Gréaficos

duplos reciprocos foram usados para determinacdo dos valores de Km e velocidade
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maxima.

3.16. Eletroforese em gel SDS-poliacrilamida

Eletroforese em gel SDS-poliacrilamida foi realizada em gel a 12 %
(LAEMELLI, 1970) e corado com nitrato de prata.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho, a xilanase produzida por P. expansum foi parcialmente
purificada e caracterizada. A metodologia utilizada para a purificagdo seguiu
protocolos desenvolvidos para as xilanases de outros microrganismos como
Aspergillus fischeri Fxnl (CHANDRA et al., 1996) e Apergillus niger (YIMBO et al.,
1996).

A xilanase de P. expansum foi parcialmente purificada a partir do
sobrenadante da cultura, por fracionamento com sulfato de aménia, seguido de
cromatografia de exclusdo molecular coluna Sephadex G-25, ultrafiltracdo (Millipore,
Bedford, exclusdo molecular 10 kDa) e cromatografia de troca i6nica coluna DEAE-
Sephadex A-50. A coluna de excluséo molecular teve como objetivo dessalinizar a
amostra, sendo para isto escolhida a resina Sephadex G-25. As xilanases produzidas
por diferentes fungos possuem massa molecular entre 13 e 50 kDa (CHANDRA et
al.,1996).

No perfil de eluicdo das proteinas em cromatografia de exclusdo molecular
coluna Sephadex G-25, foi observado um pico de atividade da xilanase (Figura 3).

As fracdes contendo atividade foram reunidas (21 fracdes-63mL) e

ultrafiltradas em membrana de exclusdo molecular de 10 kDa. Apoés a ultrafiltracéo, a
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amostra dessalinizada foi submetida a coluna de troca ibnica DEAE-Sephadex A-50
(resina de grupo trocador dietil-aminoetil de pka=8,5). A maioria das xilanases de
fungos filamentosos possui carga negativa em pH neutro (YIMBO et al., 1996).

A Figura 4 mostra o perfil de eluicdo das proteinas em cromatografia de troca

ibnica coluna DEAE-Sephadex A-50.
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Figura 3. Perfil de eluicdo das proteinas em cromatografia de exclusédo
molecular coluna Sephadex G-25. (7 ) Unidades de xilanase.
(m) Absorvancia em 280 nm.
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Figura 4. Perfil de eluicdo das proteinas em cromatografia de troca i6nica coluna
DEAE-Sephadex A-50. (") Unidades de xilanase.(®m) Absorvancia em
280 nm. () Gradiente de NaCl (0-0,5 M).
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Foi eluido um pico de atividade durante o gradiente linear de NaCl com forca
ibnica de 0,1 M. O perfil de eluicdo das proteinas em cromatografia de troca ibnica,
sugeriu a existéncia de uma unica forma de xilanase, sendo esta, secretada no
sobrenadante da cultura de P. expansum.

As fragOes contendo atividade da enzima foram reunidas (20 fracbes-60mL) e
caracterizadas.

O Quadro 4 mostra um resumo das etapas de purificacdo parcial da xilanase

de P. expansum.

Quadro 4. Resumo das etapas de purificacdo parcial da xilanase de P. expansum.

Etapa da purificacao Proteina Atividade Atividade Recupe- Purifi-

(mg) (Uy) especifica  ragdo cacao
(%)
Sobrenadante da cultura 190 4287 22,56 100 1
Fracionamento (NH4)2SO4 3,37 666 197,6 15,53 8,7
Exclusdo molecular 0,360 305 847,3 7,11 37,5
Ultrafiltracdo 0,317 260 820,4 6 36,3
DEAE-Sephadex 0,0374  145,2 3924 3,3 174
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4.1. Eletroforese em gel SDS-poliacrilamida

As preparacOes protéicas das diferentes etapas de purificagdo foram
submetidas a eletroforese em gel SDS -poliacrilamida 12 % e coradas com nitrato de
prata (Figura 5)

Este tipo de gel fornece condi¢cdes para monitorar as etapas de purificacéo

das proteinas, observando o decréscimo do numero de bandas protéicas a medida

gue a purificacdo aumenta (LEHNINGER et al., 1995).

I-.._ g e =
"

Figura 5. Eletroforese em gel SDS-poliacrilamida 12 %, corado com nitrato de
prata. 1. Sobrenadante da cultura; 2. PoOs-coluna de exclusdo
molecular; 3. Pos-ultrafiltragio; 4. Pés-coluna de troca ibnica.
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4.2. Determinacdo da temperatura Otima de atividade da xilanase

parcialmente purificada

A determinacdo da temperatura Otima da xilanase de P. expansum esta
representada na Figura 6. A determinagdo da atividade em temperaturas, variando
entre 20 °C e 70 °C, demonstrou que a temperatura 6tima da enzima é 40 °C .

As xilanases de origem fungica normalmente mostram atividade oOtima em
torno de 50 °C, sendo inativadas em temperatura superior a 65 °C (DEKKER e
RICHARDS, 1976; GASPAR et al., 1997).

KITAMOTO et al. (1999) encontraram temperatura 6tima de 60 °C em seu
trabalho de purificacdo e caracterizacdo de xilanase produzida por Aspergillus oryzae,
SHERIEF (1990) encontraram temperatura 6tima de 55 °C em seu trabalho de
caracterizacao de xilanase produzida por Aspergillus flavipes.

As enzimas, em geral, apresentam atividade méxima em determinada
temperatura. A temperatura pode modificar a estrutura da proteina de forma que seu
sitio ativo permaneca mais exposto, aumentando a atividade enzimatica (LEHNINGER
et al., 1995).

O aumento da temperatura resulta em elevacdo do numero de moléculas
com energia suficiente para sobrepor a barreira energética, por meio da diminui¢édo
da energia de ativacdo. Por outro lado, temperaturas altas promovem a desnaturacao
enzimatica e, consequentemente, a perda da atividade da enzima (LEHNINGER et al.,

1995).
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Figura 6. Efeito da temperatura sobre a atividade da xilanase de P. expansum,
em pH 5,0.
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4.3. Determinacdo do pH o6timo de atividade da xilanase parcialmente

purificada

A determinagdo do pH otimo de atividade da xilanase esta representada na
Figura 7. O pH otimo de atividade da xilanase de Penicillium expansum foi 5,5. Este
valor esta situado dentro da faixa de estabilidade da enzima, apresentado na
Figura 9.

Resultados semelhantes foram observados para outros microrganismos.
Penicillium chrysogenum (HAAS et al., 1992) e Aspergillus ficheri Fxnl (CHANDRA et
al., 1996) também apresentaram xilanases com atividades maximas em pH &cido.
KITAMOTO et al. (1999) encontraram pH 6timo de 5,0 em seu trabalho de purificagdo
e caracterizacdo de xilanase produzida por Aspergillus oryzae. SHERIEF (1990)
encontraram pH 6timo de 5,0 para xilanase de Aspergillus flavipes.

As xilanases de origem flngica, geralmente, sdo mais ativas em pH que
oscila entre 3,5 e 5,5 e sdo estaveis em ampla faixa de pH, usualmente de 3 a 10.
Por outro lado, o pH 6timo das xilanases bacterianas oscila entre pH 5,0 e 7,5
(DEKKER e RICHARDS, 1976; WONG et al., 1988).

As enzimas em geral apresentam atividade méaxima em determinado pH. Em
valores de pH maiores ou menores que este, sua atividade diminui. Cadeias laterais
de alguns aminoécidos agem como acidos ou bases fracas, realizando funcdes criticas
no sitio ativo da enzima. Assim, mudancas de ionizacdo destas cadeias causam
mudangas na atividade enzimética (LEHNINGER et al., 1995).

O pH pode influenciar diretamente a atividade enzimatica por meio de
mudancgas nas cargas de aminoacidos essenciais, como aqueles situados no sitio ativo
da enzima, ou nos sitios de ligagdo, acarretando maior ou menor afinidade da enzima
para com o substrato (LEHNINGER et al.,, 1995). Mudancas de pH afetardo
profundamente o carater idnico dos aminogrupos e dos grupos carboxilicos da

proteina, afetando marcadamente, portanto, o sitio catalitico e a conformacdo de
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uma enzima. Além dos efeitos puramente idnicos, valores baixos ou altos de pH
podem causar desnaturacdo consideravel e consequentemente inativacdo da proteina
enzimatica. Ademais, uma vez que muitos substratos tém carater i6nico (por
exemplo, ATP, NAD", aminoéacidos e CoASH), o sitio ativo da enzima pode requerer
espécies idnicas determinadas para atingir atividade oOtima. Esses efeitos sao
provavelmente o0s principais determinantes de uma tipica relacdo atividade

enzimatica-pH (CONN e STUMPF, 1987).
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Figura 7. Efeito do pH sobre a atividade da xilanase de P. expansum, em
temperatura de 40 °C.

34



Varias xilanases de bactérias alcal6filas ou alcalitolerantes tém sido estudadas
com o intuito de serem usadas no processo de despolpamento da celulose na
industria de papel (NAKAMURA et al., 1993). Estes autores observaram que ndo ha
atividade de celulase em filtrado da cultura produzido pela bactéria alcal6fila Bacillus
sp. estirpe 41M-1; portanto, este filtrado ndo necessita ser purificado para o

tratamento da polpa.

4. 4. Estabilidade térmica da xilanase

A estabilidade térmica da xilanase parcialmente purificada foi avaliada por
determinacdo da atividade remanescente, apds pré-incubacdo da enzima em PPB
0,05 M, pH 5,5 em temperaturas de 20 °C, 30 °C, 40 °C, 50 °C, 60 °C e 70 °C por 1 h,
como mostrado na Figura 8. A atividade da enzima sem pré-incubacdo foi
considerada como 100 %.

A xilanase de P. expansum apresentou-se estavel quando pré-incubada por
uma hora, em temperaturas de 20 °C, 30 °C e 40 °C. Nas temperaturas de 50 °C,
60 °C e 70 °C, a enzima manteve 48 %, 39 % e 34 % da atividade méaxima,
respectivamente.

O decréscimo na atividade enzimatica, observado a partir de 40 °C, pode ser
resultante da inativacdo térmica da enzima. O mesmo ocorreu com
poligalacturonases (PG) produzida por Trichoderma resei QM 9414, que foi inativada
quando mantida por uma hora a temperaturas acima de 45 °C (DEKKER, 1993).
Segundo este autor, a estabilidade térmica a temperaturas elevadas pode ser
aumentada com a adicdo de 1 mg/mL de albumina de soro bovino (BSA). A altas

temperaturas, BSA previne significativamente a inativacdo enzimatica.
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Figura 8. Estabilidade térmica da xilanase de P. expansum em diferentes
temperaturas apés 1 h de pré-incubacdo. A atividade foi
determinada a 40 °C e pH 5,5.
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O valor de T2 (tempo em minutos, em que se observa 50 % da atividade
enzimatica maxima) estimado para a xilanase incubada a 50 °C, foi de
aproximadamente 490 min (CHANDRA et al., 1996).

De acordo com KESKAR (1992), a termoestabilidade da enzima &
caracteristica desejavel para as enzimas industriais. Enzimas termoestaveis, em geral,
sdo de grande interesse biotecnoldgico apresentando algumas vantagens para 0S
processos industriais como maior produtividade, eficiéncia e menores chances de
contaminacdo (GILBERT et al., 1992).

Algumas xilanases sdo termoestaveis, permitindo seu uso em altas
temperaturas, 0 que é ideal na prevencdo de contaminacdo bacteriana e no aumento
da eficiéncia de hidrdlise. Além disso, enzimas estaveis sdo mais facilmente
estocadas, manuseadas e transportadas em temperatura ambiente e recicladas
eficientemente (MARGARITIS e MERCHANT, 1984).

4.5. Estabilidade em relacdo ao pH

A enzima foi convenientemente diluida em tampdo Tris/acetato de
potassio/fosfato de potéassio 50 mM. Os valores de pH variaram na faixa de 4,0 a 9,0,
com intervalo de 0,5 unidade de pH. A enzima foi pré-incubada em presenca de
1 mg/mL de BSA durante 1 h, em gelo e tampé&o Tris/acetato de potéssio/fosfato de
potassio 50 mM. O pH foi ajustado com NaOH 2 M o HCI 2 M. Posteriormente apré -
incubacdo, foi realizada a dosagem em pH e temperatura 6timos, para determinacgao
da atividade enzimatica remanescente (Figura 9). A atividade da enzima sem preé-

incubacéo foi considerada como 100 %.
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Figura 9. Estabilidade da xilanase de P. expansum, em diferentes pH, apos 1h
de pré-incubacdo. A atividade foi determinada em pH 5,5 e 40 °C.
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A xilanase parcialmente purificada mostrou-se estavel quando pré-incubada
em pH na faixa de 5,5-6,5. Em pH 7,0, 5,0 e 4,5 manteve 78 %, 87 % e 65 % da
atividade méxima da enzima, respectivamente. Quando pré-incubada em pH 7,5, 8,0
e 8,5, manteve 68 % da atividade méxima da enzima. Em pH 9,0 permaneceu com
50 % da atividade méxima e em pH 4,0 manteve apenas 30 %.

A xilanase produzida por Thermophilus &lcali-tolerantes mostrou-se estavel
em pH 5,5-9,5 (cepa SP) e pH 6,0-7,5 (cepa BC), apés 30 minutos a 60 °C (PLAMEN
et al., 1997).

4.6. Efeito de ions sobre a atividade enzimatica

O efeito dos fons Mg*? e A3, presentes em Mgs(PO,). (concentracéo final de
1 mM), MgSO, (1 mM) e Aly(SO4)s (1 mM), sobre a atividade da xilanase foi avaliado
através da adicdo dos mesmos ao substrato xilana, nos pH e temperatura 6timos. O
Quadro 5 mostra o efeito de ions sobre a atividade da xilanase de P. expansum.

O fon Mg*™? aumentou a atividade da enzima em 34 %, quando em Mgs(POs),
(1 mM) e 31 % quando em MgSO, (1 mM). O fon Al*® presente em Al,(SO,)s (1 mM)
aumentou a atividade da enzima em 28 %.

Para xilanases de Aspergillus ficheri Fxn1, o fon Mg*? (10 mM) néo alterou a
atividade xilanolitica e o AICl3 (10 mM) promoveu um decréscimo de 95 % da
atividade otima (CHANDRA et al., 1996).

GHAREIB (1992) demonstraram que de Zn*?, Cu™?, K*' e Co™ aumentaram a
atividade xilanolitica de Aspergillus terreus e que HgCl,, 2,4-dinitrophenol (DNP) e
diamino etileno tetra acido acético (EDTA) inibiram fortemente a atividade xilanolitica,

todos na concentragdo 1mM.
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Quadro 5. Efeito de ions sobre a atividade da xilanase de P. expansum parcialmente

purificada.

Composto adicionado (1 mM) Atividade relativa (20)
Controle (sem adic¢éo) 100

Mg3(PO4)2 134

MgSQO4 131

Al2(SO4) 3 128

Aproximadamente um terco das enzimas conhecidas possuem metais como
parte de sua estrutura, requerem a adicdo de metais para sua atividade ou sdo mais
ativas na presenca de metais. No primeiro caso, 0s metais fazem parte da estrutura
molecular da enzima e ndo podem ser removidos sem destruir a estrutura. Tais
enzimas incluem as metaloflavoproteinas, os citocromos e as ferro-proteinas nao-
hémicas (ferredoxinas). Em outras situacbes, 0s metais reagem reversivelmente com
proteinas para formar complexo metal-proteina, que constituem o catalisador ativo.
Em muitas oportunidades, o complexo representa uma conformacdo especifica,
cataliticamente ativa da proteina, na qual o papel do metal parece ser o de estabilizar
a conformac&o. Os metais se assemelham aos prétons (H") quanto ao fato de serem
eletrofilicos, pois sdo capazes de aceitar um par de elétrons para formar uma ligacédo
guimica. Ao fazerem isto, os metais atuam como &cidos gerais para reagir com

ligantes anibnicos e neutros. Seu tamanho relativamente grande em relacdo aos
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prétons constitui uma desvantagem, mas isto é compensado pela sua capacidade de
reagir com mais de um ligante. Em geral os ions metdlicos reagem com 2, 4 ou 6
ligantes (CONN e STUMPF, 1987).

4.7. Estudo cinético

Os parametros cinéticos Km e Vmax da xilanase parcialmente purificada
foram determinados utilizando o método dos duplos-reciprocos (LINEWEAVER e
BURK, 1934). A xilanase comporta-se como uma enzima tipicamente Michaeliana, ja
que a representacdo gréafica dos duplos-reciprocos apresentou-se linear, como mostra
a Figura 10-B. As constantes foram determinadas para o substrato xilana “oat spelt”.
Os valores encontrados para Km e Vmax foram respectivamente de 3,03 mg de
xilana mL™ e 0,027 pmoles de actcar redutor min™ pg™ de proteina.

Em trabalho realizado com Penicillium sp. crescido em meio extremamente
acido, pH 2,0 e xilana como unica fonte de carbono, KIMURA (2000) demonstrou a
producdo de isoformas de xilanase. Foi observado que as isoformas de xilanase
possuem diferenciados valores de Km e Vmax. Genes de xilanase de bactérias e
fungos tém sido sequenciados, e uma seqiéncia de nucleotideos € conservada nos
genes desses diferentes organismos. O autor atribuiu a essa sequéncia o dominio
catalitico ou o sitio de ligacdo do substrato ou as duas juntas. A presenca do
aminoacido histidina nesta regido é altamente conservada em todas as xilanases, 0

gue sugere que ele pode estar envolvido em funcdes cataliticas.
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Figura 10. A-Cinética da hidrolise de xilana pela xilanase.
B-Representacao gréfica de Lineweaver-Burk.
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O valor de Km da principal xilanase do fungo alcali tolerante Aspergillus
fischeri Fxnl (CHANDRA et al., 1996), foi de 4,88 mg de xilana mL™ e Vmax de 0,058
pmoles de actcar redutor min™ pg™ de proteina.

Da mesma forma, os valores de Km da xilanase de Acrophialophora nainiana,
determinados em xilana ‘birchwood’ soltuvel e insoluvel foram de 40,9 e 16,1 mg de

xilana mL™?, respectivamente (SALLES et al., 2000).
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5. RESUMO E CONCLUSOES

O fungo Penicillium expansum foi selecionado para este trabalho por ser
produtor de enzimas xilanoliticas e apresentar baixa atividade de celulase
constitutiva.

A xilanase do sobrenadante da cultura foi concentrada por liofilizacdo e
purificada por fracionamento com sulfato de aménia, seguido por cromatografia de
exclusdo molecular, ultrafiltracdo e cromatografia de troca idnica.

A xilanase foi eluida em coluna de exclusdo molecular Sephadex G-25 e
purificada 37,5 vezes com recuperacdo de 7,1 % da atividade absoluta inicial. Em
coluna de troca ibnica DEAE-Sephadex A-50, a xilanase foi eluida com forca ibnica de
0,1 M de NaCl e purificada 174 vezes com recuperacdo de 3,3 % da atividade
absoluta inicial. Em ambos os processos cromatograficos foram observados a elui¢do
de apenas um pico de atividade enzimatica.

A enzima apresentou temperatura e pH o6timos de 40 °C e 5,5,
respectivamente. A estabilidade em relagcdo ao pH ocorreu em valores de pH entre
5,5-6,5 e a termoestabilidade entre 20-40 °C.

A atividade enzimatica foi aumentada 34 % por Mgsz(PO4). (1 mM); 31 % por
MgSO4 (1 mM) e 28 % por Al2(SO4)3 (1 mM).
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Os valores de Km e Vmax foram determinados utilizando xilana “oat spelt”
como substrato. Os valores obtidos foram respectivamente 3,03 mg mL™ e 0,027
nmoles de agticar redutor min ~* ny de proteina .

A eletroforese em gel SDS-poliacrilamida 12 % corado com nitrato de prata,
mostrou a evolucdo da purificacdo parcial, com a reducdo do nimero de bandas de

proteina, a cada etapa da purificagao.
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