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RESUMO

A holocelulose é o componente mais abundante da biomassa vegetal
e é composto principalmente por celulose, hemicelulose e pectina. O bagago
de cana € o maior residuo da agroindustria brasileira e € uma fonte de
carbono economicamente viavel para microrganismos produzirem enzimas
holoceluloliticas de aplicagdo industrial. Os fungos filamentosos s&o
eficientes produtores de xilanases, e suas enzimas tém sido utilizadas em
todo o mundo em processos industriais. No presente estudo, uma xilanase
(Xyl) do fungo Aspergillus niger crescido sobre bagaco de cana foi purificada
e caracterizada visando a sua aplicagdo industrial. A curva de inducao
enzimatica do fungo indicou alta atividade xilanolitica a partir do segundo
dia, mantendo-se constante ao longo de 50 dias. A enzima teve sua maior
atividade a 50°C e pH 4,5. A meia-vida aumentou 2,3 vezes quando Xyl foi
incubada com tampao acetato de sdédio pH 4,5. Estes resultados apontam
para a possibilidade de aproveitamento desta xilanase na industria téxtil, na
panificacdo e em biorefinarias. Diversos ions foram testados, mas nenhum
foi capaz de estimular a atividade de Xyl. Dentre os modificadores quimicos
de aminoacidos, o NBS foi o maior inibidor da atividade de Xyl, sugerindo o
envolvimento de L-triptofano na ligagdo ao substrato ou na catélise. O B-
mercaptoetanol e o L-triptofano foram os maiores ativadores da enzima. Os
valores de KM e Vmax encontrados foram de 47,08 mg/mL e 3,02 Ul/mL,
respectivamente, e ha indicios de que Xyl dependa das ramificagbes da
xilana para se ancorar ao substrato. A massa molecular estimada foi de
cerca de 33 kDa, e o perfil bidimensional revelou a presenca de isoformas ou
enzimas multiplas na amostra. Os resultados da espectrometria de massa
sugerem que as xilanases sdo conservadas entre as espécies do género
Aspergillus. As imagens de microscopia eletrénica de varredura mostram a
degradagdo do bagago de cana por enzimas de A. niger. As imagens de
microscopia de forga atdmica sugerem que Xyl pertenga a familia GH10,

mas sua atividade holocelulolitica residual a classificam com GH11.

Xl
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ABSTRACT

Holocelulose is the most abundant component of biomass and it is
basically composed of cellulose, hemicellulose and pectin. Sugar cane
bagasse is the major waste of brazilian agroindustry and it is a cheap carbon
source for microorganisms to produce holocellulolytic enzymes of industrial
application. Filamentous fungi are good xylanase producers and their
enzymes have been used in industrial processes all over the world. In this
study a xylanase (Xyl) produced by the fungus Aspergillus niger over sugar
cane bagasse was purified and characterized aiming its biotechnological
application. The fungus produces higher amounts of xylanolytic activity from
the second day on, and this activity remains relatively constant up to the 50"
day. The enzyme presented the best activity at 50°C and pH 4,5. The half-life
increased 2,3 times when Xyl was incubated with sodium acetate buffer pH
4.,5. The results point out to the application of this enzyme in the textile
industry, bakery and biorefineries. None of the tested ions was capable of
increasing Xyl activity. NBS was Xyl major inhibitor, suggesting that L-
tryptophan is involved in the substrate linkage or catalysis. B-
mercaptoethanol and L-tryptophan were the best enzyme activators. The KM
and Vmax values were 47,08 mg/mL and 3,02 Ul/mL, respectively, and it is
possible that Xyl depends on xylan side chains to stabilize over the substrate
structure. The estimated molecular mass was about 33 kDa, and the 2D-
electrophoresis analysis suggested the existence of multiple forms of
xylanases. The mass spectrometry results suggest that the xylanases are
conserved among the Aspergillus species. The electron scanning microscopy
images show the degradation of sugar cane bagasse by A. niger enzymes.
The atomic force microscopy images suggest that Xyl belongs to GH10, but

its residual holocelulolytic activity classifies Xyl as a member of GH11 family.

X1
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1. INTRODUGAO

1.1 A Biomassa Lignocelulésica e sua Degradagao Enzimatica

A lignocelulose € o mais abundante componente da biomassa vegetal,
compondo cerca de metade da matéria produzida pela fotossintese (revisto
por Pérez et al., 2002). Ela representa uma importante fonte de matéria
organica renovavel e consiste, predominantemente, de uma mistura de

polimeros de carboidratos (celulose e hemicelulose) e lignina (figura 1).

Fibras de Celulose

Hemicelulose

Matriz de Lignina
e Hemicelulose

Fig.1. Distribuicao da lignina, hemicelulose e celulose na parede celular
de vegetais (adaptado de Pérez et al., 2002)

A celulose é o componente mais abundante, correspondendo de 40 a
45% do peso seco das plantas. Geralmente, suas fibras encontram-se
embebidas em uma matriz de hemicelulose (30-35%) e lignina (20-23%).
Este polimero é linear e ndo-ramificado, formado por monémeros de glicose

(figura 2) unidos por ligagdes B-1,4, o que confere uma estrutura primaria
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simples, e terciaria complexa (Bhat & Hazlewood, 2001). O comprimento da
molécula de celulose é determinado pelo numero de unidades de glicana no
polimero, chamado de grau de polimerizacao, e que varia de 2.000 a 27.000
unidades (Khandeparker & Numan, 2008).

As cadeias de celulose apresentam forte tendéncia de se agregarem
em estruturas altamente ordenadas devido a sua constituigdo quimica e a
sua conformagdo espacial. Aléem destas regides cristalinas, a celulose
também apresenta regides amorfas, que sdo as mais suscetiveis ao ataque
enzimatico (Zhao et al., 2007). Sua hidrdlise completa requer a agao de trés
enzimas: endo-B-1,4-glicanase (EC 3.2.1.4, endocelulase), cuja agao
randémica cria extremidades redutoras e nao-redutoras por meio da quebra
de ligagdes glicosidicas; exo- B-1,4-glicanase (EC 3.2.1.91, exo-glicosidase
ou celobiohidrolase), que cliva moléculas de celobiose a partir da celulose ou
de oligossacarideos derivados de celulose, sendo especifica para
extremidades redutoras e nao-redutoras; e [-glicosidase (EC 3.2.1.21,
celobiase), que libera D-glicose das extremidades néo-redutoras de
oligossacarideos provenientes da celulose, especialmente a celobiose

(Jovanovic et al., 2009).

A hemicelulose, por sua vez, € composta por um grande grupo de
polissacarideos heterogéneos (Wong et al., 1988), de alta massa molecular,
insoluveis em agua, mas soluveis em solugdes alcalinas (Nakamura, 2003).
Apesar do baixo grau de polimerizacédo (entre 100 e 200) (Andreaus et al.,
2008), a hidrodlise deste grupo de carboidratos é mais complexa devido a
natureza de seus polimeros, que contém xilana, glicomanana ou estruturas

de glicana.

A caracteristica estrutural comum entre os diferentes tipos de
hemiceluloses estd na configuragdo da estrutura piranosidica, com a
presenca de hexoses ou pentoses com ligagdes do tipo B-1,4 na hidroxila do
C-4 em orientacdo equatorial. Por essa razao, sua estrutura € linear, similar
a da celulose. No entanto, diferentemente desta, as hemiceluloses

apresentam grande variedade de agucares nas ramificagdes (figura 2), o que

2



Universidade de Brasilia
Departamento de Biologia Celular
Programa de Pos-graduagao em Biologia Molecular

impede a formagao de grandes regides cristalinas como no caso da celulose.
Apesar de serem mais acessiveis ao ataque quimico ou enzimatico, as
ramificacbes do esqueleto do polissacarideo bloqueiam a clivagem em
determinados locais do polissacarideo, tornando a hemicelulose muito mais
complexa de ser degradada enzimaticamente. As enzimas xilanase (EC
3.2.1.8) e PB-xilosidase (EC 3.2.1.37) atuam sobre esse substrato de forma
analoga as celulases, mais especificamente endo-glicanase e B-glicosidase,
respectivamente. As enzimas a-arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55), a-
glucuronidase (EC 3.2.1.139), acetilxilana esterase (EC 3.1.1.6), feruloil
esterase (EC 3.1.1.73) e coumaroil esterase (EC 3.1.1.x) também devem
estar presentes para desconstruir a estrutura da xilana e tornar efetiva a sua

hidrélise (Jovanovic et al., 2009).

Xylanase H,
Ac Acatylxylan e"??!be”u
esterase }GSE

— Xyl—Xy—Xy—Xy—Xyl—Xyl—Xyl—Xyl—

xyloxidase
Ara\ Arabinofuranosidase .‘f/[ y
Xyl—Xyl
F\er AN Feruloylesterase
\
p-Cou—Synyl—Conylp-Cou—Synyl—Conyl—Synyl

i , - P .
Ty . i = =Hemicellulase

—GIu—GIu—GIu—\PGIu—GIu Glu—{ilu—
kY

N R Lignin
Glu Endocellulase Exocellulase

. Cellobiase/[i-glucosidase
Glu ¥
Glu—Glu

Callulegebundter

cellulos®

Fig.2. Degradagéo enzimatica de lignocelulose (Khandeparker & Numan, 2008).

A lignina é uma estrutura complexa formada por unidades de
fenilpropano (Cy) e esta localizada na lamela média das células vegetais,
agindo como um cimento entre elas (Andreaus et al., 2008). A lignina
apresenta diferentes grupos quimicos ligados a sua estrutura de acordo com
a espécie da planta, o que torna sua morfologia bi- ou tridimensional (Pereira

et al., 2007) . O papel da lignina na parede celular das plantas é conferir
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suporte estrutural, impermeabilidade e resisténcia contra o ataque
microbiano e o estresse oxidativo. Ha evidéncias de que sua degradacgéo

ocorra por meio da acado de enzimas oxidativas (Jovanovic et al., 2009).

A maior limitagdo para a conversao da biomassa lignoceluldésica em
produtos finais viaveis € a recalcitrancia a sacarificagao (Zhang et al., 2006;
Himmel et al., 2007), causada pelo arranjo complexo da parede celular das
plantas. O termo holocelulose é usado para descrever o conteudo total de
carboidrato da lignocelulose que se obtém apds a remocéo da lignina (Zhang
et al., 2006). Os residuos florestais e agricolas, o lixo sélido urbano, os
restos de processamentos industriais e as plantas com alto teor energético
sdao fontes de material holocelullésico que podem ser usadas para a
obtencdo de produtos quimicos, combustiveis, alimenticios e de nutrigdo
animal (Filho, 1998).

1.1.1 Xilanas

A hemicelulose € um polissacarideo complexo, formado por unidades
de D-xilose, D-manose, D-galactose, D-glicose, L-arabinose e pelos acidos
4-0-metil-glicurénico, D-galacturbnico e metil- galacturénico. A unido dos
agucares se da por meio de ligagdes glicosidicas B-1,4 e, ocasionalmente, B-
1,3 (Pérez et al, 2002), mas ligagdes do tipo a-1,2, a-1-3 e a-1,5 também
sdo encontradas entre residuos de agucares e a cadeia principal (Uffen,
1997). As hemiceluloses podem ser denominadas de xilanas, glicomananas,
galactanas ou arabinanas, de acordo com o principal residuo de agucar

presente em sua estrutura polimérica (Bhat & Hazlewood, 2001).

As xilanas sao a principal classe de hemiceluloses em angiospermas,
contribuindo com 15-30% do peso umido total, mas sdo menos abundantes
em gimnospermas, que contém 7-12% de xilanas (Haltrich et al., 1996). O
seu principal componente € a D-xilose, um acgucar de cinco carbonos que

pode ser convertido em fonte de energia em diversas células microbianas
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(Biely, 1985). De acordo com as ramificagbes encontradas no esqueleto da
xilana, esta pode ser denominada homoxilana, arabinoxilana, glicuronoxilana
ou glicuronoarabinoxilana. As cadeias laterais determinam a solubilidade, a
conformagao fisica e a reatividade da molécula de xilana com outros
componentes hemicelulosicos. Aléem disso, também apresentam grande
influéncia no modo e na extensdo da clivagem enzimatica (Kulkarni et al.,
1999).

Consistente com sua quimica estrutural e cadeias laterais, as xilanas
estdo intercaladas, entremeadas e covalentemente ligadas a varios pontos
da camada de lignina. Essa conformacéao favorece a formag¢ao de uma capa
ao redor das fibras de celulose por meio de pontes de hidrogénio (Biely,
1985), limitando o acesso individual de enzimas para sua degradagao
(Murashima et al., 2003). Esta camada de xilana pode ser importante para a
manutengdo da integridade da celulose in situ e para proteger as fibras

contra a acao de celulases (Uffen, 1997).

Devido a sua estrutura heterogénea, a degradagao da xilana exige,
nao apenas uma enzima, mas um complexo enzimatico, como demonstrado
na figura 3. As endo-1,4- B3-D-xilanases (EC 3.2.1.8) despolimerizam a xilana
pela hidrolise randémica de sua estrutura, e as 1,4- B-D-xilosidases
hidrolisam xilooligossacarideos e xilobiose, liberando B-D-xilopiranosil. As
cadeias laterais presentes na xilana s&o liberadas por o-L-
arabinofuranosidases, a-D-glicuronidases, galactosidases e acetil-xilana
esterases (Subramaniyan & Prema, 2002; Polizeli et al., 2005). Estudos
mostram que efeitos sinérgicos entre as enzimas xilanoliticas aumentam a
susceptibilidade do polimero de xilana ao ataque enzimatico (de Vries et al.,
2000). Da mesma forma, as xilanases provenientes de microrganismos
crescidos sobre diferentes fontes de carbono também atuam em sinergia
sobre a xilana, aumentando a quantidade de agucares liberados durante a
hidrolise (Moreira et al., 2008). Esta caracteristica se mostra vantajosa, pois,
a acessibilidade de algumas ligacbes pode mudar durante o curso da
hidrolise (Wong et al., 1988).
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Fig.3. Xilana hipotética mostrando os diferentes sitios de ataque para as xilanases

microbianas (Beg et al., 2001)

As enzimas hemiceluloliticas hidrolisam os polissacarideos a
mondmeros de xilose, manose, glicose, galactose, arabinose e pequenas
quantidades de ramnose, acido glicurdnico, acido metil glicurénico e acido
galacturdénico (Khandeparker & Numan, 2008). Dentro do grupo das
hemicelulases, as xilanases microbianas (1,4-B-D-xilana xilanohidrolases)
sao os catalisadores preferidos pela industria para a hidrolise da xilana
devido a sua alta especificidade, baixa perda de substrato e baixa geragao
de residuos (Michelin et al., 2008).

1.1.2 O Bagac¢o de Cana

Os residuos agroindustriais representam uma fonte rica em carbono
para o crescimento de fungos filamentosos e para a produgdo de enzimas
que degradam a estrutura holocelulolitica, denominadas holocelulases

(figura 4) (Zhang et al., 2006). A xilana constitui um tergo de todas as fontes

6



Universidade de Brasilia
Departamento de Biologia Celular
Programa de Pos-graduagao em Biologia Molecular

de carbono renovaveis do planeta, e quantidades consideraveis deste
biopolimero sdo encontradas em residuos sélidos agroindustriais (Chidi et
al., 2008).

A cana-de-agucar (Saccharum officinarum) é uma importante
commodity para varios paises em desenvolvimento, como o Brasil e a india,

os dois maiores produtores de cana-de-agucar do mundo (Kadam, 2002).

O bagago de cana-de-agucar é considerado o maior residuo da
agroindustria brasileira (Portal Agrario, 2005), e constitui-se de material
fibroso resultante da extracdo do sumo do agucar da cana. Ele apresenta
composicdo em peso seco de aproximadamente 42% de celulose, 28% de
hemicelulose, 22% de lignina e 8% de ceras vegetais e acidos organicos
(Quensanga & Picard, 1988). Estima-se que a quantidade deste residuo
agricola gerado por ano esteja em torno de 317-380 x 10° toneladas (Portal
Agrario, 2005). Apesar de ser usado para a geragao da energia interna dos
engenhos por combustdo, cerca de 15 a 25% do bagago nao séao
aproveitados (Kadam, 2002; Khan et al., 2004). O bagag¢o empilhado tem
baixo valor econdmico e constitui um problema ambiental para os engenhos
de agucar e regides ao redor, especialmente se permanecerem por muito
tempo, devido ao risco de combustdo espontanea da pilha (Dawson et al.,
1990).
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Fig.4. Estrutura da parede celular de residuos agricolas (Siqueira & Filho, 2010).
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A fonte de carbono é um dos componentes essenciais para o meio de
fermentagcdo de microrganismos, pois exerce grande influéncia sobre seu
metabolismo e crescimento celular (Laxmi et al., 2008). Neste contexto, o
bagaco de cana surgiu como uma alternativa economicamente viavel de
fonte de carbono para fungos filamentosos, bactérias e leveduras
produzirem enzimas lignoceluloliticas de aplicagdo industrial. Este esforgo
visa a reducao dos estoques de residuos mundiais concomitante com o

desenvolvimento de tecnologias mais limpas para o meio ambiente.

1.2 Classificagao e Aplicacao de Xilanases

As Glicosil hidrolases (GHs) s&o conhecidas por sua habilidade de
hidrolisar os polissacarideos da biomassa lignocelulésica. As xilanases séo
glicosil hidrolases que catalisam a hidrélise de ligagdes 1,4-B-D-xilosidicas

da cadeia principal da xilana (Collins et al., 2005).

O sistema de classificagcdo CAZy (Carbohydrate-Active enZymes -
www.cazy.org) € baseado no principio da similaridade de seqiéncias e ja
apresenta mais de 100 familias de GHs reconhecidas pelo Enzyme
Comission (EC). Os fungos produzem enzimas que estdo presentes em 20
dessas familias, apresentando todas as atividades criticas necessarias para
0 processo de hidrélise da biomassa (Jovanovic et al.,, 2009). Enzimas da
mesma familia apresentam estrutura tridimensional e mecanismos

moleculares similares (Collins et al., 2005).

Atualmente, sabe-se que a eficiéncia catalitica de GHs é aumentada
na presenga de modulos de ligacdo ao carboidrato (CBMs), pois esses
podem apresentar mais de um sitio ligante (Henshaw et al., 2004) e exibir
uma gama de especificidades a substratos. A ligagdo do CBM ao
polissacarideo especifico aumenta a concentracéo da hidrolase na superficie

do substrato polimérico e mantém a enzima proxima ao substrato, levando a
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uma degradacdo mais rapida do polissacarideo (Andreaus et al., 2008). A
remogao proteolitica ou do elemento genético que codifica o CBM do
dominio catalitico reduz a atividade enzimatica sobre substratos insoluveis,

como € o caso da xilana (Boraston et al., 2004).

Outro tipo de classificagdo é feito com base na homologia da
sequéncia de aminoacidos e analise dos clusters hidrofébicos (HCA). De
acordo com a HCA, as xilanases estéo subdivididas em duas familias, F e G,
analogas as familias 10 e 11 das GHs, compreendendo xilanases de alta (35
kDa) e baixa (20 kDa) massa molecular, respectivamente (Henrissat &
Bairoch, 1993; Kulkarni et al., 1999).

Wong et al. (1988) classificaram as xilanases com base em suas
propriedades fisico-quimicas, e propuseram a existéncia de dois grupos: as
xilanases de baixa massa molecular (menores que 30 kDa) e pl basico, e as
de alta massa molecular (maiores que 30 kDa) e pl acido. Esta classificagao
mantém relagdo com as classificagdes anteriores (11/G e 10/F). As xilanases
da familia 10, com maior massa molecular e pl baixo exibem maior
versatilidade catalitica do que as xilanases da familia 11, com baixo peso
molecular e pl alto, sendo capazes de hidrolisar xilanas altamente

ramificadas mais eficientemente (Kapoor et al., 2007).

Na natureza, diversos organismos desenvolveram estratégias para a
degradagdo mais completa de polissacarideos, como a formagdo de
xilanossomas, descritos como complexos xilanoliticos de alta massa
molecular, e a produg¢ao de enzimas com centros cataliticos “relaxados” ou
de polipeptidios contendo dominios multifuncionais. As hidrolases
multifuncionais ja foram relatadas e apresentam grande potencial sinérgico
na degradacao de substratos complexos. (Fan et al., 2009). As enzimas D-
xilosidase e L-arabinofuranosidase sdo um exemplo de enzimas
bifuncionais. Elas sao espacialmente similares, de forma que suas ligagdes
glicosidicas e seus grupamentos hidroxil podem ser sobrepostos. (Jordan &
Li, 2007; Lee et al., 2003).
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As vantagens do uso de enzimas ao invés de produtos quimicos séo a
alta eficiéncia de conversao, a auséncia de perda de substrato devido as
modificagcdes quimicas, e o uso de condicbes de operacgao fisico-quimicas
mais moderadas e nao-corrosivas (temperatura de reacdo mais baixa, pH
quase neutro e uso de reagentes biodegradaveis e ndo-toxicos), o que torna

0 processo mais amigavel ao meio ambiente (Andreaus et al., 2008).

As xilanases comegaram a ter aplicagédo tecnoldgica na década de 80
e hoje, juntamente com celulases e pectinases, s&o responsaveis por 20%
do mercado mundial de enzimas (Polizeli et al., 2005). As xilanases
comerciais ja sao produzidas industrialmente no Japao, Finlandia,
Alemanha, Irlanda, Dinamarca, Canada e Estados Unidos. Sua
comercializagdo tem finalidade biotecnoldgica na industria alimenticia, na
extragdo, clarificagdo e estabilizagdo de sucos de frutas e vegetais, na
reducdo da viscosidade e incremento da recuperacdo de aromas, 6leos

essenciais, sais minerais, e vitaminas (Polizeli et al, 2005).

A demanda mundial por enzimas vem crescendo ao longo dos anos.
Em 1995, as enzimas de aplicagao industrial movimentaram mais de 1 bilhdo
de dolares (Bhat, 2000). Este valor subiu para 1,6 bilhdes no ano 2000, 2
bilhdes em 2005, atingindo valores acima dos 5 bilhdes de dblares em 2009,
de acordo com pesquisas do Freedonia Group (www.fredoniagroup.com). As

hidrolases representam 75% destas enzimas industriais.

Na industria farmacéutica, o complexo xilanolitico € utilizado na
formulagcdo de produtos dietarios ou medicamentos para tratar problemas
digestivos; na industria quimica, os produtos hidroliticos da xilana podem ser
convertidos em combustiveis liquidos, solventes e adogantes. Entretanto,
seu principal uso encontra-se na industria do papel, onde sao utilizadas no
branqueamento da polpa de celulose (Medeiros et al, 2007; Polizeli et al,
2005). Para esta finalidade, € necessario que as xilanases sejam livres de
celulases, a fim de se evitar a danificagdo das fibras da polpa (Haltrich at al.,
1996). As xilanases com alta especificidade ou contendo niveis

insignificantes de atividade celulolitica podem ser obtidas usando métodos
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de separagdao adequados, organismos geneticamente modificados para a
producdo exclusiva dessa enzima ou selecionando condicdes de cultivo
apropriadas para a obtencdo das enzimas desejadas (Balakrishnan et al.,
1992).

As xilanases também encontram aplicagdo nas biorefinarias,
participando da bioconversdo da biomassa lignocelulésica em agucares
fermentaveis. Apesar de a celulose ser o polimero mais abundante da
biomassa, a remocgao da hemicelulose altera substancialmente a estrutura e
a acessibilidade da lignocelulose as outras enzimas participantes do

processo (Merino & Cherry, 2007).

As enzimas industriais podem ser produzidas em meios de cultura
liquidos ou sdlidos. Gawande e Kamat (1999), comparando as duas formas
de cultivo de A. niger em bagaco de cana, constataram que o meio liquido,
apesar de ter atividade xilanolitica 30% menor em relagdo ao meio solido,
apresenta uma razio xilanase/CMCase maior € uma quantidade menor de
proteinas extracelulares. Resultados como esse explicam o motivo de 80-
90% das xilanases comerciais serem produzidas em meios de culturas

liquidos submersos (Polizeli et al., 2005).

Outro motivo de o meio liquido ser o mais amplamente utilizado é o
fato de permitir uma maior intensificagdo dos processos e um melhor nivel
de automacé&o. No mais, o tratamento de materiais lignocelulésicos em meio
aquoso (autohidrélise ou tratamento hidrotermal) em condigbdes otimizadas
leva a solubilizacdo de hemiceluloses, resultando em uma fase sodlida rica
em celulose e lignina (Garrote et al., 1999). Essa fase sodlida pode ser
submetida a processamentos posteriores para a obtengdo de diversos

produtos comerciais (Michelin et al., 2008).

As xilanases sao extracelulares e induzidas por seu substrato, o que
determina a importancia da escolha do meio nutricional (Kulkarni et al., 1999;
Subramaniyan & Prema, 2002). Quando a fermentagédo da xilana ocorre em

substratos complexos e heterogéneos, varios fatores exercem um efeito
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conjunto no nivel de expressdo dessas enzimas. Entre eles estdo a
acessibilidade ao substrato, a taxa e a quantidade de xilooligossacarideos
liberados, a natureza quimica e a quantidade de xilose liberada que, na
maioria dos casos, atua como um inibidor da sintese de xilanase. Em geral,
a inducéao da xilanase € um fendmeno complexo e o nivel da resposta de um

indutor varia de acordo com o organismo (Kulkarni et al., 1999).

A caracterizacdo das enzimas xilanoliticas é importante para sua
aplicagado biotecnolégica. Um dos fatores determinantes do uso em larga
escala de xilanases é, certamente, o custo. Muitos processos industriais
podem ser desenvolvidos utilizando os fungos ou outros microrganismos
como fontes de enzimas e a eficiéncia pode, muitas vezes, ser melhorada
com o uso de enzimas puras. (Chidi et al., 2008). Nos ultimos anos tem
havido um progresso consideravel na identificacdo de parametros
importantes para a obtencdo de altas concentracdes e produtividade de
xilanases, o que influencia economicamente seu processo de produgao. O
custo da fonte de carbono, bem como dos outros componentes do meio, tem
um papel importante na economia da produgéo de xilanases (Haltrich et al.,
1996).

1.3 Aspergillus niger

Uma grande variedade de microrganismos, incluindo bactérias,
leveduras e fungos filamentosos, é capaz de produzir xilanases (Wong et al.,
1988). Destes organismos, os fungos filamentosos sao produtores
particularmente interessantes dessas enzimas de um ponto de vista
industrial devido ao fato de secretarem xilanases no meio, eliminando a
necessidade de lise celular. Além disso, os niveis de xilanases de culturas
de fungos sdo, geralmente, muito mais altos do que os apresentados em

cultivos de leveduras e bactérias (Haltrich et al., 1996). Acredita-se que a
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habilidade de degradar a lignocelulose eficientemente esteja associada a
capacidade de crescimento micelial, que permite que o fungo acesse regides

internas do substrato (Hammel, 1997).

Diversos fungos ja foram isolados de residuos agroindustriais e
testados quanto a produgdo de holocelulases. Duas espécies do género
Aspergillus, A. oryzae e A. terreus, em estudo prévio realizado por nosso
grupo de pesquisa, apresentaram atividade xilanolitica mais expressiva
quando comparados com espécies de outros géneros, como Penicillium
citrinum, Fusarium verticillioides e Paecilomyces lilacinum (Siqueira et al.,
2010).

Na industria, os géneros mesofilicos Trichoderma e Aspergillus s&o os
mais utilizados para a produgao de xilanases (Haltrich et al., 1996). Para a
industria de polpa e papel, especificamente, xilanases de diversas espécies
de Aspergillus tém sido investigadas por apresentarem potencial de
aplicagdo (Angayarknni, et al., 2006; Rizzatti, et al., 2001; Sandrim et al.,
2005), principalmente por apresentarem apenas atividade residual de

celulases (Gawande & Kamat, 1999).

A espécie Aspergillus niger, em especial, € amplamente utilizada em
processos biotecnoldgicos para a produgdo de ingredientes alimenticios,
farmacéuticos e para a produgcao de outras enzimas de aplicagcédo industrial.
Em seu habitat natural, linhagens de A. niger secretam grandes quantidades
de uma variedade de enzimas necessarias para a liberagdo de nutrientes a
partir de biopolimeros. (Pandey et al., 1999). Uma importante vantagem
associada ao uso deste fungo € o manuseio seguro pelo homem durante a
producdo de enzimas e acidos orgénicos (Schuster et al., 2002). Outra
caracteristica com grande potencial exploratério € o metabolismo
marcadamente versatil desta espécie, o que possibilita seu crescimento
sobre uma ampla gama de substratos e sob diversas condi¢bes ambientais
(Raj et al., 1992).
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1.4 Ferramentas do Estudo de Enzimas

O desenvolvimento da pesquisa biolégica pode trazer grande impacto
no desenvolvimento de rotas economicamente viaveis para a produgcao de
combustiveis e outros produtos derivados da biomassa lignocelulésica.
Dentre os novos avangos estdo o desenvolvimento de plantas mais
suscetiveis ao processamento, enzimas mais eficientes na hidrélise de
plantas e microrganismos capazes de converter hexoses e pentoses em

combustiveis e quimicos (Jovanovic et al., 2009).

Mais de 25 genomas de fungos ja foram completamente
sequenciados e diversos projetos estdo em andamento. A posse desses
dados facilita o entendimento da expressdo protéica, das funcgdes
associadas e da forma de regulacdo metabdlica desses organismos. Com
isso, informagdes importantes sobre mecanismos de colonizagao, interagdes
planta-fungo, patogénese e adaptacédo ecoldgica (Bhadauria et al., 2007)
seriam desvendados, propiciando diversas aplicagbes destes organismos

em beneficio do meio ambiente e do bem-estar humano.

A analise protebmica de um organismo € uma ferramenta que propicia
a identificacdo e quantificacdo das proteinas que influenciam os processos
metabdlicos de determinados organismos. Com ela é possivel analisar as
mudangas que ocorrem durante o ciclo celular em resposta aos fatores
ambientais, sendo util no estudo de sistemas biolégicos dindmicos e

complexos.

O secretoma é uma sub-fragcdo do proteoma total de um organismo
(Tjalsma et al., 2000), sendo definido como o conjunto de enzimas e demais
proteinas secretadas por um determinado tipo ou conjunto de células, bem
como o aparato responsavel pela secregao dessas proteinas. A analise do

secretoma de fungos filamentosos é importante para a identificagdo das

enzimas hidroliticas extracelulares que participam da degradagdo de
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compostos lignocelulésicos em resposta a diferentes fontes de carbono e

nitrogénio, visando a sua aplicagao tecnolégica (Bouws et al., 2008).
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2. JUSTIFICATIVAS

O Aspergillus niger € um fungo filamentoso comumente encontrado em
material organico em decomposi¢ao. Trata-se de um microrganismo de facil
manuseio, pois se adapta facilmente as condigdes ambientais amenas e
ligeiramente quentes, o que propicia sua aplicagado na industria (Raj et al.,
1992). Quando crescido em bagaco de cana, é capaz de produzir enzimas

extracelulares que degradam hemicelulose, principalmente xilanase.

O bagacgo de cana, por sua vez, € um residuo abundante da agricultura
brasileira, visto que o Brasil € um dos maiores produtores de cana-de-agucar
do mundo (Kadam, 2002). O desenvolvimento de tecnologias que tém o
bagaco e outros residuos agricolas como fonte de energia tem sido muito
comum nas ultimas décadas e € uma tendéncia cada vez mais abrangente
no mundo. As enzimas também tém sido alvo de pesquisa em diversas
areas do conhecimento e sua aplicagdo comercial ja pode ser vista em
diversos paises, principalmente da Europa e América do Norte. Entre seus
usos estdo a panificacdo, a producdo de vinhos e sucos, as industrias
farmacéutica e téxtil e, muito comum para as xilanases, a industria de polpa

e papel.

O propésito central da presente pesquisa € purificar e caracterizar uma
xilanase produzida por A. niger em resposta ao crescimento em bagaco de
cana, visando ao seu aproveitamento em diversos processos industriais. A
investigacdo aprofundada de enzimas traz informagdes acerca da ecologia
do fungo, sua interagdo com o meio e com o substrato usado como fonte de
energia. Este empenho visa a substituir quimicos tradicionalmente utilizados
em processos industriais diversos e contribuir para as pesquisas realizadas
no pais. Os resultados deste projeto poderao auxiliar na aplicagdo em maior
escala de tecnologias baseadas em recursos nacionais e o desenvolvimento

de praticas industriais mais limpas e menos lesivas ao meio ambiente.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Estimular a produgao, purificar e caracterizar uma xilanase de
Aspergillus niger crescido em bagaco de cana visando ao aproveitamento

deste residuo agricola e a aplicagao tecnolégica da enzima.

3.2 Objetivos Especificos

— Promover o crescimento de A. niger em meio de cultura liquido, tendo o

bagaco de cana como fonte de carbono;

— Obter a curva de indugéo enzimatica de A. niger;

— Caracterizar a atividade xilanolitica de A. niger;

— Realizar a caracterizacao cinética, bioquimica e fisico-quimica da xilanase

purificada;

— |ldentificar o perfil bidimensional do fungo sob as condi¢des de cultivo;

— Utilizar a microscopia eletronica de varredura (MEV) na observacao dos

efeitos de A. niger sobre o bagacgo de cana;

— Utilizar a microscopia de for¢ca atdbmica (MFA) na observacao da estrutura

da xilanase purificada
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes

Os substratos xilana de aveia, CMC, manana, pectina, pNPG e pNPX
foram adquiridos da Sigma-Aldrich Co., e a resina Sephadex G-50, da GE

Healthcare.

4.2 Microrganismos e Condigdes de Cultivo

Para esta pesquisa foi utilizado o isolado A. niger van Thiegen LPM93 (
et al.,, 2003). Este fungo foi isolado de troncos de madeira em
decomposicdo da Reserva Natural do INPA (Instituto Nacional de Pesquisa
da Amazénia) e apresentou relevante atividade xilanolitica em comparagao
com outras espécies isoladas. O microrganismo foi plaqueado em meio de
cultura BDA (10% batata, 1% dextrose e 2% agar) e mantido a temperatura

ambiente até sua esporulagao.

4.3 Preparo do Bagaco de Cana

O bagago de cana provém da espécie Saccharum officinarum e foi
obtido na Fazenda Monjolo, em Cabeceiras-GO, no ano de 2008. O material

foi lavado, autoclavado e novamente lavado em agua corrente abundante. O
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bagaco de cana limpo foi entdo secado em estufa a 60°C e moido a um poé

fino.

4.4 Producao de Enzimas Xilanoliticas

A producgao de xilanases foi realizada em frascos de 1 litro contendo,
em cada: 3,5 g de KH,POy4; 1,0 g de K;HPO4; 0,5 g de (NH4)2SO4; 0,25 g de
MgS0,4.7H,0; 0,3 g de extrato de levedura e 5 g de bagaco de cana em
volume final de 500 mL (1% m/v). Este meio de cultura foi autoclavado por
20 minutos. Os esporos de A. niger no meio BDA foram recolhidos utilizando
solugdo de NaCl 0,9% até a obtengdo de uma suspensdo conidial de 10°
células/mL. O volume de esporos inoculado por frasco foi de 5 mL. Este
meio foi mantido sob agitagdo constante de 120 rpm e a 28°C. Apds o
periodo de incubacdo de seis dias, que foi determinado pela curva de
inducdo enzimatica como sendo o suficiente para a produgao de xilanases,
os meios foram filtrados a vacuo com papel filtro comum a fim de reter a
massa micelial do fungo. O sobrenadante obtido, aqui chamado de extrato

bruto (EB), foi preservado a 5'C na presenca de azida sodica.

4.5 Purificagao da Xilanase

4.5.1 Ultrafiltragcao

O EB foi concentrado por ultrafiltragdo em membrana de retencéo de
10 kDa (PM10 Millipore Co., MA, EUA), pressdo de 2,5 kgficm? e
temperatura de 10°C. Foram obtidas duas fracbes: o concentrado e o

ultrafiltrado (figura 5).
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4.5.2. Precipitagcao com Sulfato de Amoénio

O volume do ultrafiltrado foi saturado com 60% (m/v) de sulfato de
amonio macerado, que foi adicionado aos poucos, com leve agitagdo e a
5°C. Apds aproximadamente 15 horas de incubacédo com sulfato de aménio,
o liquido foi submetido a centrifugacdo por 20 minutos e 4.500 g. O
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em tampao fosfato de
sodio 50 mM pH 7 em volume 10 vezes menor ao volume inicial do

ultrafiltrado. Esta solugao foi chamada de UFPM10.

4.5.3 Cromatografia

A amostra de UFPM10 foi aplicada em coluna cromatografica de
exclusdo molecular do tipo Sephadex G-50 (60,0 X 2,7 cm), a 28°C,
previamente equilibrada com tampéao fosfato de sédio 50 mM pH 7,0 com
NaCl 0,15 M e azida sddica. Fragdes de 5,0 mL foram coletadas com fluxo
de 20 mL/h. Foram feitos ensaios enzimaticos para a detecgcado da atividade
xilanolitica de cada fragcdo e leitura da absorbancia a 280 nm para a
determinacdo da quantidade total de proteinas presentes. O pico que

apresentou a mais alta atividade xilanolitica foi denominado Xyl.
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Fig. 5. Esquema das etapas de purificacdo de amostra contendo atividade xilanolitica
produzida por A. niger crescido em meio liquido com bagaco de cana a 1%

4.6 Caracterizagdo Enzimatica

4.6.1 Quantificagado de Proteinas

A quantidade de proteinas presentes no EB, no UFPM10 e em Xyl foi
determinada pelo método de Bradford (1976), utilizando a albumina bovina

sérica como padrao. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

4.6.2 Determinacgao da Atividade Xilanolitica

As atividades xilanoliticas do EB, do UFPM10 e de Xyl foram
determinadas utilizando xilana soluvel de aveia como substrato. Seu preparo
utilizou 1 g de xilana, 20 mL de NAOH 1 M, 20 mL de HCI 1 M e 60 mL de

tampéao acetato de sddio 100 mM. Esta preparacao foi centrifugado a 12.350
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g por 15 minutos, a fim de se remover a fragao insoluvel da xilana. O pH foi

ajustado para 5,0.

Em cada ensaio, foram incubados 100 pyL de substrato e 50 pyL da
amostra enzimatica a 50 C durante 30 minutos. Transcorrido o tempo de
reacao, 300 pyL de acido dinitrosalicilico (DNS) foram adicionados. O DNS
(Miller, 1959) detecta a quantidade de acgucar redutor, no caso, a xilose,
liberada durante o ensaio. As solugbes com o reagente foram incubadas a
100°C durante 10 minutos. Ao final, 1500 pL de &gua destilada foram
adicionados e a leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotometro a
540 nm. As atividades enzimaticas foram expressas como 1 uMol de agucar
redutor formado por minuto (Unidade Internacional - Ul) por 1 mL de enzima

(UL.mL™). Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

4.6.2.1 Curva de Indugao Enzimatica

A curva de indugao enzimatica foi determinada por meio de aliquotas
dos meios de cultura retiradas ao longo de 50 dias durante o crescimento do
fungo, dos quais os primeiros 16 dias foram consecutivos, e os outros,
intercalados por periodos variados. A fase liquida foi separada da sélida por
centrifugacdo. As aliquotas foram testadas quanto a atividade xilanolitica e
quanto a quantidade de proteinas presentes no sobrenadante. O
crescimento do fungo no meio de cultura e a retirada das aliquotas foram

feitos em triplicata.

4.6.2.2 Efeito da Temperatura na Atividade Xilanolitica

Foram realizados ensaios enzimaticos de xilanase com o EB, o
UFPM10 e Xyl a 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65 e 70°C, nas condi¢des

previamente descritas.
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4.6.2.3 Efeito do pH na Atividade Xilanolitica

As amostras enzimaticas de EB, UFPM10 e Xyl foram testadas
quanto a sua atividade xilanolitica na presenca de diferentes tampdes, em
diferentes faixas de pH: tampao acetato de sddio (pH 3,0 — 6,0), tampéao
fosfato de sédio (pH 6,0 — 7,5) e tampao Tris HCI (pH 7,0 — 9,0). Foram
adicionados 25 pL de enzima, 50 L de xilana 1% e 75 yL de tamp&o 50 mM
em cada ensaio. A forga i6nica dos tampdes foi previamente ajustada com
NaCl.

4.6.2.4 Influéncia de lons Metdlicos na Atividade Xilanolitica

A amostra Xyl foi incubada por 30 minutos com solugbes contendo
ions metalicos, SDS e EDTA separadamente, e depois testada quanto a sua
atividade xilanolitica nas concentracbes de 2 e 10 mM. As solugdes
utilizadas foram: MgCl,, MgS04.7H,0, AICI;, HgCl,, NaCl, ZnSO4, CaCly,
KCI, FeCls, FeSO4, CuSO4, MnCl,, DTT, CuCl,, AgNO3, CoCl,. Em cada
ensaio foram adicionados 25 uL de enzima, 50 uL de xilana 1% e 75 uL de

solucao.

4.6.2.5 Influéncia de Modificadores Quimicos de Aminoacidos

A amostra Xyl foi incubada por 30 minutos com solugbes contendo
modificadores quimicos de aminoacidos e testada quanto a atividade
xilanolitica a fim de se verificar a atuacdo destes como inibidores ou
ativadores. Foram testadas solugdes de: DTP, DTNB, EDC, DEPC,
triptofano, cisteina, iodoacetamida, DTT, B—mercaptoetanol e NBS. Em cada
ensaio foram adicionados 25 uL de Xyl, 50 pyL de xilana 1% e 75 uL de

solugdo. As concentragdes dos ensaios variaram de 0,5 a 10 mM.
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4.6.2.6 Avaliacao da Termoestabilidade da Atividade Xilanolitica

O EB, o UFPM10 e Xyl foram incubados nas temperaturas em que
demonstraram maior atividade xilanolitica: 45, 50 e 55°C. Aliquotas foram
retiradas e testadas em relacdo a atividade xilanolitica em intervalos de

tempo até que sua meia-vida fosse determinada.

4.6.2.7 Avaliacao da Termoestabilidade da Atividade Xilanolitica
em Tampao Acetato de Sodio 50 mM pH 4,5

As amostras de EB, UFPM10 e Xyl foram incubadas na presenca de
tampao acetato de sédio 50 mM pH 4,5 e temperaturas de 45 e 50°C.
Aliquotas foram retiradas e testadas quanto a atividade xilanolitica em

intervalos de tempo para a determinacéo de sua meia-vida.

4.6.2.8 Determinacao da Termoestabilidade na Presencga de

Triptofano e B-Mercaptoetanol

As amostras enzimaticas foram incubadas com triptofano e f3-
mercaptoetanol 10 mM, a 45°C, e testadas quanto a sua atividade

xilanolitica em intervalos de tempo para determinagédo de sua meia-vida.

4.6.2.9 Determinagao da Especificidade Enzimatica

A amostra Xyl foi incubada com diferentes substratos, incluindo CMC
(carboxi metil celulose) 1%, FP (papel de filtro), Avicel (celulose
microcristalina) 1%, Manana 0,5%, Pectina 1%, pNPG (para-nitro-fenil-£3-
glicopiranosideo) 0,01 M e pNPX (para-nitro-fenil-B-xilopiranosideo) 0,01 M

para a determinacao de especificidade enzimatica.
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Os ensaios de CMCase, Mananase e Pectinase foram realizados nas
mesmas condi¢cdes descritas para o ensaio de xilanase, bem como o ensaio
de Avicelase, este, no entanto, com tempo de incubacdo de duas horas e
agitagcdo de 80 rpm . No ensaio de detecgdo de atividade de FPase, um
pedaco de papel de filtro de 1 X 6 cm foi incubado por 1 hora a 50°C com
150 yL de Xyl. Todos esses ensaios tiveram suas atividades determinadas
pelo método do DNS. Os ensaios de pNPG e pNPX utilizaram 50 uyL do
substrato, 100 uL de Xyl e 850 pyL de agua destilada. Apoés 10 minutos de
incubacdo a 50°C, adicionou-se 1 mL de Na;COs;. A leitura da absorbéancia

foi realizada em espectrofotdbmetro a 410 nm.

4.6.2.10 Determinagao dos Parametros Cinéticos

Para a determinacdo do Km e de Vmax de Xyl, foram feitos dois
ensaios com concentragcdes crescentes de substrato: um com xilana soluvel
variando de 5 a 45 mg/mL, e outro com xilana insoluvel entre 0,5 e 6 mg/mL.
A xilana soluvel foi previamente dialisada contra agua destilada e liofilizada,
enquanto que a xilana insoluvel foi lavada varias vezes com agua destilada

e, posteriormente, submetida a liofilizacao.

Em cada ensaio foram adicionados 50 uL de Xyl €100 uL da
respectiva xilana. Os parametros cinéticos foram entdo obtidos por meio de
regressdo nao-linear, utilizando-se o software Enzifitter (Leatherbarrow,
1999).

4.7 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Com o objetivo de se comparar o grau de degradacao enzimatica de
A. niger sobre o bagaco de cana ao longo dos dias e analisar as regides de

ataque preferenciais, utilizou-se a Microscopia Eletronica de Varredura
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(MEV). O bagago de cana do meio de cultura liquido retido pela filtragdo a
vacuo previamente descrita, apds os seis dias de incubacao, foi secado em
estufa a 60°C e analisado por MEV. Para se fazer a comparacao, utilizou-se
bagaco de cana puro (sem ter sido incubado com o microrganismo) e o
bagaco de cana contido no meio de cultura ao final dos 50 dias da curva de
crescimento (previamente descrita), que também foi filtrado a vacuo. O
material foi metalizado com ouro no equipamento Sputter Coater 050-

Balzers, para posterior visualizagdo no microscépio de varredura JSM 840.

4.8 Eletroforese

4.8.1 SDS-PAGE

O EB, o UFPM10 e Xyl foram submetidos a SDS-PAGE para a
comparagao das etapas de purificacdo, confirmacdo da pureza e
determinagdo da massa molecular de Xyl. As fragbes da curva de indugéo
também foram analisadas por SDS-PAGE para a visualizacdo do padrao
protéico secretado ao longo dos dias de crescimento do fungo A. niger no

meio de cultura utilizado.

As amostras de EB, UFPM10 e Xyl foram liofilizadas em diferentes
volumes (200, 600 e 800 pL, respectivamente), ressuspendidas em 20 pL de
tampéao de amostra 1X (SDS 25% (p/v), glicerol 10% (v/v), EDTA 0,1 M, Tris
HCI pH 6,8, 17,5% (m/v), azul de bromofenol) e fervidas por cinco minutos.
Uma aliquota de 15 pyL das amostras concentradas foi utilizada para a
aplicagcao nos pocos. A eletroforese foi conduzida em gel de poliacrilamida
de 12% e 0,75 mm de espessura a temperatura ambiente e voltagem

constante de 20 mA.

As amostras da curva de inducao foram liofilizadas em volume de 200

ML e ressuspendidas em 30 pyL de tampéo de amostra 1X, dos quais 20 pL
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foram utilizados para a aplicagao no gel. A eletroforese foi conduzida em gel
de gradiente (8-15%) de 0,75 mm de espessura a temperatura ambiente e
voltagem constante de 20 mA no sistema Hoefer®. Os géis foram corados

com nitrato de prata como descrito por Blum et al. (1987).

4.8.2 2-DE

O EB foi submetido a 2-DE com o objetivo de se estudar o
secretoma do fungo A. niger em presencga de bagac¢o de cana como fonte
de carbono. A fragdo purificada Xyl também foi analisada por 2-DE para a
visualizacdo de possiveis isoformas e para a consequiente determinacao

de seus pontos isoelétricos (pls).

Na etapa de focalizagdo isoelétrica, foram utilizados Immobiline ™
Dry Strips 18 cm, na faixa de pH 3-10 linear. As amostras EB e Xyl (1500
ML) foram previamente liofilizadas e precipitadas com 2D-Clean-Up Kit
(Amersham Biosciences) e, posteriormente, ressuspendidas em 350 pL
de tampéao 2-DE contendo: DTT 85 mmol/L, Triton X-100 2,5% (m/v), IPG
buffer pH 3-10 GE® 0,5% (m/v), uréia 7 mol/L, tiouréia 2 mol/L e
isopropanol 10%.

Devido as diferencas de concentracido protéica e salinidade entre
EB e Xyl, as duas amostras foram trabalhadas utilizando protocolos que
melhor se adequaram para cada caso. O strip de EB foi reidratado
durante a noite a temperatura ambiente. Sua focalizagdo isoelétrica
ocorreu a 20°C no suporte Manifold® adaptado ao aparelho Ettan IPGphor
Il GE® e corrente constante de 75 pA/strip em um total de 36000 Vh. Para
Xyl, o strip contendo a amostra foi reidratado durante 6 horas a 20°C e a
|EF foi feita no equipamento Ettan IPGphor Il GE®, a 20°C e corrente
constante de 50 pA/strip em um total de 33680 Vh. Apds a focalizagao,
os strips foram reduzidos em solugao de equilibrio (Tris 1 mol/L pH 8,0 50
mmol/L, uréia 6 mol/L, glicerol 30% (v/v), SDS 2% (m/v)) adicionada de

DTT 125 mM por 30 minutos e, posteriormente, alquilados na mesma
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solugao de equilibrio, agora adicionada de acrilamida 300 mM por mais 30
minutos (Sanchez et al, 1997; Yan et al, 1999; Mineki et al, 2002). O strip
equilibrado contendo proteinas de EB foi transferido para gel de SDS-
PAGE de gradiente de 8 a 15% (20 x 20 cm) e a separacao foi feita no
Bio-Rad Protean ® Il xi Cell, a corrente constante de 25 mA/gel. Ja o strip
com as proteinas da amostra Xyl foi transferido para gel de SDS-PAGE
12%. Os géis foram fixados e corados com nitrato de prata (Blum et al.,
1987).

4.8.3 Zimograma

Para a deteccao de atividades xilanoliticas presentes no EB e no
UFPM10, comparativamente com Xyl, utilizou-se o protocolo de zimograma
descrito por Wang et al. (1993). Apos a eletroforese em condi¢des
desnaturantes, o gel foi submerso em solugao de Tris/HCI 20 mM e pH 7,5
contendo 0,7% de Triton X-100 em agitagdo por uma hora. Este
procedimento foi repetido duas vezes. O gel foi entdo incubado em solugao
de Tris/HCI 20 mM e pH 7,5 por 20 minutos, lavado com agua destilada e
incubado com solugdo de xilana 0,1% a 37°C por duas horas. O gel foi
novamente lavado com agua destilada e corado com Congo Red (0,5
mg/mL) por 15 minutos, e entdo descorado com solugéo de NaCl 1 M por 15
minutos. Apos o aparecimento das bandas de xilanase em amarelo sobre o
fundo vermelho, foi adicionada solugcdo de HCI 1 M, que tornou o fundo azul

eSCcuro.

4.9 Identificagao de Proteinas por Espectrometria de Massa

Os spots selecionados a partir do gel bidimensional de Xyl foram

excisados manualmente e descorados com solugdo de Ks[Fe(CN)s] 0,5%
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(m/v) e tiossulfato de sédio 0,8% (m/v). Para a digestdo de proteinas, cada
spot foi submetido a lavagens sucessivas de acetonitrila e NH;sHCO3 50 mM.
Apoés as lavagens, de 2 a 10 pyL de solugdo gelada de tripsina modificada
(Promega™) (12,5 ng/pL) em tampao (NHsHCO3; 50 mM, CaCl, 5 mM) foram
utilizados para a digestdo de proteinas. Foram aplicados 2 yL de cada
amostra sobre a placa AnchorChip™ (Bruker), que foram misturados com 1
ML da matriz de acido a-ciano-4-hidroxicinamico (HCCA) (10 upg/pL) em
acetonitrila 70% (v/v) e TFA 0,1% (m/v).

Os espectros de massa foram gerados no equipamento Autoflex |l
TOF/TOF (Bruker Daltonics) e analisados no software Flex Analysis 2.4
(Bruker Daltonics). As massas dos peptideos foram calibradas externamente
com o kit Pep Mix (Promega™) e internamente com picos conhecidos de
queratina e outros provenientes da autélise da tripsina. As listas de massas
geradas pelo programa foram usadas para a busca das proteinas candidatas
pelo método PMF e PFF na base de dados nao redundante NCBI (National
Center for Biotechnology Information), por meio do software MASCOT
(Matrix Science). Os parametros de busca usados foram: categoria de
taxonomia Fungi; erro maximo permitido na massa do peptideo igual a 100
ppm; oxidagao da metionina como modificacdo variavel; propionamida como
modificagao fixa; e consideragdo de, no maximo, uma perda na clivagem da

tripsina.

4.10 Microscopia de For¢ca Atébmica

Xyl foi analisada por Microscopia de Forga Atémica (MFA) a fim de se
obter informacgbes sobre sua estrutura tridimensional. A amostra (2 pL) foi
aplicada sobre uma superficie de mica recém clivada e deixada secar por 30
minutos ao ar livre. A fim de se remover o excesso de sal, foram feitas duas

lavagens sucessivas da amostra seca utilizando 5 pyL de agua destilada, que
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foram depositados e removidos 20 segundos depois com pipeta automatica.

Apds a segunda lavagem, a amostra foi deixada secar ao ar livre.

As imagens de MFA foram obtidas no equipamento SPM-9600
(Shimadzu, Japéo). O modo de operacao utilizado foi o dindmico, com
aquisicdo de imagens de fase (visco-elasticidade) e altura (topografia).
Foram utilizados cantilevers retangulares de 125 ym de comprimento
(constante de mola de 60 N/m e frequéncia de ressonancia de 276 kHz),
com ponteiras conicas de silicio (raio de curvatura <10 nm). A area maxima
do scanner utilizado é de 125 X 125 X 7 uym nas diregbes X, y e z,
respectivamente. As imagens foram obtidas em 512 X 512 pixels, com
freqUéncia de varredura de 1 Hz. As areas escaneadas foram quadrados
perfeitos que variaram em tamanho (de 1,25 pym X 1,25 pm a 625 nm X 625
nm). As imagens foram processadas e analisadas pelo software SPM-9600
off-line, por meio de um nivelamento no plano horizontal e do nivelamento
automatico da superficie no plano bidimensional, seguidos por um ajuste de
plano de fundo no eixo x. As nanoestruturas tiveram suas alturas médias
mensuradas por meio da fungdo labbeling do analisador de particulas do
software. As analises estatisticas e matematicas dos dados foram feitas pelo
software ORIGIN 8.0 (Microcal, EUA).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Curva de Indugao Enzimatica

O crescimento de fungos e sua produgdo de xilanases sé&o
determinados por uma grande variedade de parametros, como a composigao
do meio, a temperatura e o pH (Haltrich et al., 1996). Para a otimizagao da
utiizacdo dessas enzimas na industria, faz-se necessaria uma prévia
caracterizagdo enzimatica, que seja capaz de determinar os principais

parametros influenciadores da atividade e estabilidade.

Apos da escolha do meio de cultura a ser utilizado, a etapa posterior
baseia-se no estabelecimento do padrédo de crescimento do microrganismo
em contato com este meio. A curva de indugcdo de A. niger crescido em
bagaco de cana (figura 6) revela o dia em que ocorre o pico de produgao de
xilanases pelo fungo. Ja no segundo dia de crescimento, observa-se um
platd de atividade xilanolitica que se mantém relativamente constante até o

final do periodo investigado.
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Fig. 6. Curva de indugéo da atividade xilanolitica de A. niger em meio liquido contendo bagaco de
cana a 1% ao longo do tempo. Atividade xilanolitica (===) e quantidade de proteina (====).
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Este perfil de indugcéo pode ser devido a um acesso gradual as fibras
de hemicelulose que permeiam as fibras de celulose, e que estimula a
producdo e liberagdo gradual de enzimas hidroliticas para o consumo do
substrato. A presenca de agucares no meio, a0 menos aparentemente, ndo
inibiu a producao de xilanases até o 50° dia, mas pode ter sido a causa da
estagnacdo da producdo das mesmas a partir do segundo dia. E possivel,
ainda, que o acucar liberado no meio tenha sido utilizado pelo fungo como
fonte de energia, visto que ndo houve acréscimo de nutrientes ao meio ao
longo do periodo estudado. Portanto, com base na curva de crescimento do
fungo e visando a obtenc¢ao de grande quantidade de enzimas xilanoliticas,
foi estabelecido o periodo de seis dias para o crescimento do fungo no meio

liquido contendo bagaco de cana.

A quantidade de proteinas oscilou durante o periodo de crescimento
estudado (figura 6). Este resultado abrange outras proteinas, além das
xilanases, que sao produzidas concomitantemente e que também participam
do processo de degradacao desse substrato. Para os fins deste trabalho,
apenas a atividade xilanolitica foi alvo de investigagao; no entanto, a figura 7
revela a multiplicidade de proteinas liberadas pelo fungo ao longo de seu
crescimento e que, certamente, atuam de forma harménica com as xilanases
aqui estudadas. Pela figura, também ¢é possivel notar o aumento da
concentracdo de determinadas proteinas ao longo dos dias, bem como a
interrupcao de produgao de proteinas apds os primeiros dias. Estas podem
ser proteinas do meio que sao consumidas ao longo do processo ou mesmo
proteinas produzidas pelo fungo e que sdo necessarias para sua germinagao

e desenvolvimento primario sobre o substrato.
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Fig. 7. Eletroforese em gel de poliacrilamida (8-15%), sob condi¢bes desnaturantes, das
aliquotas da curva de indugéo enzimatica de A. niger em meio liquido contendo bagacgo de
cana a 1%, do inicio da incubagéo até o 16° dia (numeros 0 a 16). Padrbes de massa
molecular: fosforilase B (97 kDa), albumina bovina sérica (66 kDa), ovalbumina (45 kDa),
anidrase carbodnica (30 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e a-lacto-albumina (14,4 kDa).

5.2 Microscopia Eletrénica de Varredura

As eletromicrografias de varredura podem ser visualizadas na figura
8. O bagaco controle, ou seja, que nao foi incubado com o fungo, pode ser
visto nas figuras 8-A e B com suas fibras intactas. Nas figuras 8-C a F é
possivel observar a alteragao da estrutura do material, com o aparecimento
de estruturas soltas e rompidas, e que podem ser atribuidas a hidrolise

enzimatica promovida pelo fungo, além do desgaste mecanico causado pela
agitagao do meio de cultura.
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As figuras 8-C e D, resultantes da incubagao por um periodo de seis
dias, mostram um grau intermediario de degradacao entre o bagago controle
e aquele das figuras 8-E e F, resultantes da exposi¢ao ao fungo por 50 dias,
apresentando-se bem alterado e sem uma organizacdo definida. A
sequéncia de imagens comprova a susceptibilidade do bagago de cana ao

fungo A. niger.
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Fig. 8. Microscopia Eletronica de Varredura de amostras de bagago de cana. Amostra controle (sem tratamento) (A
e B), bagaco de cana apds seis (C e D) e 50 dias (E e F) de incubagédo com o fungo A. niger.

34



Universidade de Brasilia
Departamento de Biologia Celular
Programa de Pos-graduagao em Biologia Molecular

5.3 Cromatografia e Rendimento da Purificagao

Apobs o periodo de incubagdo com o bagago de cana em meio liquido
por seis dias, o fungo foi retirado do meio de cultura, juntamente com o
restante do bagaco hidrolisado, por meio de filtracdo a vacuo. O EB obtido
foi submetido a ultrafiltragdo com membrana de 10 kDa, visando a
separacao por massa molecular das proteinas presentes no meio de cultura
liquido. A presenca de uma significativa atividade xilanolitica no ultrafiltrado

(UFPM10) motivou a investigagao desta amostra enzimatica.

O perfil cromatografico do UFPM10 em resina de exclusdo molecular

do tipo Sephadex G-50 pode ser visualizado na figura 9.
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Fig. 9. Perfil cromatografico do UFPM10 em coluna de exclusdo molecular
do tipo Sephadex G-50. Proteina total (=) e atividade xilanolitica (———=).

A purificagdo por cromatografia de exclusdo molecular revelou a
presenca de apenas um pico de atividade xilanolitica (Xyl). A indefinicao
deste, no entanto, pode indicar a presenga de mais de uma xilanase no
UFPM10. A tabela 1 revela um aumento de quase 15 vezes da atividade
especifica de Xyl em relagdo ao EB, e um aumento de mais de 14 vezes em
seu fator de purificagdo, o que pode indicar a presenca de uma grande
quantidade de xilanases no EB em relacdo a outras proteinas. De certa
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forma, este resultado era esperado, pois a espécie de fungo selecionada
para este estudo é conhecida por produzir grandes quantidades de enzimas
xilanoliticas (Haltrich et al., 1996; Siqueira et al., 2010). O baixo rendimento
do UFPM10, bem como de Xyl, podem ser indicios da agao sinérgica das
enzimas presentes no EB. A remogéao destas proteinas, sejam elas celulases
ou hemicelulases, durante o processo de purificacdo, diminui a capacidade
das enzimas remanescentes de atuarem plenamente sobre o substrato de
origem lignocelulésica, influenciando, dessa forma, no rendimento da

purificagao.

Tabela 1. Etapas de purificagdo de uma amostra contendo atividade xilanolitica do fungo A. niger crescido em
meio liquido contendo bagacgo de cana a 1%.

Proteina Total Atividade Atividade Rendimento Fator de

FragOes
(mg) Total (Ul) Especifica (Ul/ mg) (%) Purificacao

Extrato bruto 25,581 139,320 5,446 100,000 1,000
Ultrafiltracdo e
prec|p|tag§o com 0,476 13,043 27,418 9,362 5,034
sulfato de amoénio
Sephadex G-50 0,163 13,224 80,958 9,492 14,865

A figura 10 mostra a analise eletroforética sob condigcbes
desnaturantes (SDS-PAGE) das trés etapas da purificagdo (EB, UFPM10 e
Xyl) e confirma, ao menos visualmente, a pureza de Xyl (figura 10-A). Sua
massa estimada foi de, aproximadamente, 33 kDa. Este resultado revela a
capacidade ja relatada (Shei et al., 1985; Tan et al., 1987; Filho et al., 1993)
de xilanases maiores que 10 kDa alterarem sua conformacgao e passarem
por membranas de ultrafiltracdo com retencao igual ou superior a 10 kDa. A
habilidade de se difundir por poros pequenos da madeira, e assim penetrar

na matriz de hemicelulose-lignina-celulose pode ser vantajosa,
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especialmente para os fungos filamentosos (Grabski & Jeffries, 1991). Esta

caracteristica é passivel de ser explorada nos processos biotecnolégicos.

1

Fig.10. Analise eletroforética por SDS-PAGE 12% (A) e zimograma (B) das etapas de
purificacdo do Extrato Bruto de A. niger crescido em meio liquido contendo bagago de
cana a 1%. A) Linha 1: marcador; Linha 2: EB; Linha 3: UFPM10; Linha 4: Xyl. B) Linha
1: EB; Linha 2: UFPM10; Linha 3: Xyl (seta). Padrdes de massa molecular: fosforilase
B (97 kDa), albumina bovina sérica (66 kDa), ovalbumina (45 kDa), anidrase carbdnica
(30 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e a-lacto-albumina (14,4 kDa).

O UFPM10 apresenta outra banda além da banda correspondente a
Xyl (figura 10-A) que, de acordo com o zimograma (figura 10-B), também
apresenta atividade xilanolitica. Como a cromatografia revelou apenas um
pico, infere-se que a coluna nao foi capaz de separar as duas enzimas e, na
figura 9, a segunda enzima estaria representada pela parte indefinida que
aparece a direita do pico de Xyl. Outra possibilidade € que esta enzima,
além de ser pequena (menor que 30 kDa), provavelmente apresenta baixa
atividade especifica, ndo tendo sido possivel, desta maneira, sua detecgao

por meio da cromatografia com a coluna Sephadex G-50.

A natureza e relevancia de xilanases de baixa massa molecular nem
sempre sao claras, pois os procedimentos de purificagdo favorecem o
isolamento das xilanases maiores. As xilanases menores podem ter fungdes

que nao sao requeridas em grandes quantidades (como a hidrélise de
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ligagbes que ndo ocorrem com frequéncia). Elas podem n&o ser produzidas
em grandes quantidades sob as condi¢cdes de cultivo utilizadas, ou elas
podem ser perdidas devido a degradagdo ou adsorgcdo em substratos
insoluveis. Alternativamente, as xilanases maiores podem ser relativamente
superproduzidas sob as condigdes de cultivo. E possivel que o
conhecimento acerca da producdo enzimatica in situ possa esclarecer a

importancia dessas xilanases de baixa massa molecular (Wong et al., 1988).

A linha do zimograma que representa o EB apresenta um rastro de
atividade xilanolitica, indicando a presenca de outras xilanases. Estas
enzimas, ausentes no UFPM10, foram removidas pelo processo de

ultrafiltragdo, sendo proteinas de maior massa molecular.

5.4 Caracterizacao Enzimatica

A caracterizagao enzimatica é a etapa posterior a padronizacdo do
cultivo e da purificacdo das enzimas. Diversos ensaios e técnicas podem ser
utilizados na caracterizacdo que revela, dentre as caracteristicas das
enzimas, aquelas que sdo promissoras do ponto de vista de aplicagéo

industrial.

Como parte da caracterizagdo enzimatica, Xyl foi testada com
diversos substratos de origem holocelul6sica, como CMC, Avicel, Manana,
FP, Pectina, pNPG e pNPX, a fim de se comprovar a auséncia de atividade
holocelulolitica. Esta fracdo enzimatica apresentou apenas atividade residual
sobre os substratos citados, inferiores a 0,04 Ul/mL. Este resultado,
juntamente com as propriedades fisico-quimicas de Xyl, pode determinar a
escolha desta enzima para processos industriais em que seja necessaria a
auséncia de atividade celulolitica, por exemplo, como € o caso da industria

de branqueamento de polpa de celulose.
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Os parametros cinéticos de Xyl a 50°C com xilana soluvel e insoluvel
foram analisados de acordo com o modelo de Michaelis-Menten. Houve uma
grande diferenca entre os resultados, pois Xyl ndo apresentou atividade
sobre a xilana insoluvel. Isto sugere o papel e a importancia das
ramificacbes presentes na xilana soluvel para a ancoragem de Xyl na
estrutura do substrato e posterior hidrélise enzimatica. E possivel que a
enzima interaja quimicamente com essas ramificagdes, em outros locais
além do seu sitio catalitico, a fim de se manter firme sobre o substrato. A
auséncia de tais ramificagdes na xilana insoluvel impediria a adsorgéo de Xyl
ao substrato, ndo havendo, assim, atividade enzimatica. O alto valor de KM
encontrado (tabela 2) para a xilana soluvel, e que indica uma baixa afinidade
pelo substrato, reforca a hipétese da dependéncia das ramificacbes da

xilana para que a enzima possa atuar sobre 0 mesmo.

Diversas xilanases de baixa massa molecular de fungos ja estudadas,
inclusive do género Aspergillus, apresentam caracteristicas semelhantes as

de Xyl, como a temperatura e o pH étimo (tabela 2).

Tabela 2. Xilanases caracterizadas de fungos de diversas espécies.

Massa
KMm? Vmax® Temp. pH
Fungo molecular® Fonte
(mg/mL) (Ul/mL) otima (°C)  o6timo

(kDa)
A. niger 47,08 3,02 50 4,5 33 Presente trabalho
A. fumigatus 5,72 2,34 55 5,5 19 Silva et al., 1999
A. versicolor 0,66 - 50 10 40,5 Salama et al., 2008
M. verrucaria 4,4 9,6 45 5,5 15,9 Filho et al., 1993
A. nainiana 1,87 - 55 5,5 - Moreira et al., 2008

& Xilana soluvel de aveia.
® Estimada por SDS-PAGE.

A determinagcdo do efeito da temperatura sobre uma amostra

enzimatica estabelece o tipo de processo industrial em que ela pode ser
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aplicada. A temperatura propicia para a agao de endo-xilanases de bactérias
e fungos varia entre 40 e 60°C (Kulkarni et al., 1999). Estudos do efeito da
temperatura em xilanases de Aspergillus spp. compilados por Subramaniyan
e Prema (2002) revelam uma maior atividade na faixa entre 45 a 60°C.
Outros estudos mostram que pode haver variacdo nesta faixa de
temperatura de acordo com o tipo de substrato. Medeiros et al. (2003)
relataram como sendo de 40°C a temperatura em que xilanases do extrato
bruto de A. niger cultivado em meio liquido contendo xilana apresentam
maior atividade. O extrato bruto do mesmo fungo, mas crescido em farelo de
trigo, apresentou maior atividade a 48°C, apesar de ser estavel entre 45 e
55°C (Zhao et al., 2002). Em meio sélido, a maior atividade xilanolitica de A.
niger crescido em bagago de cana se deu a 35°C (Gawande & Kamat,
1999).

No presente estudo, foram avaliadas amostras de EB, UFPM10 e Xyl,
que apresentaram maior atividade entre 45 e 50°C, e esta faixa de
temperatura foi utilizada em ensaios posteriores. Pela figura 11 & possivel
perceber que as trés amostras seguem a mesma curva de resposta a
temperatura, havendo apenas uma redugdo na escala de atividade
xilanolitica. Esta diminuigcdo pode estar relacionada a remogao, durante o
processo de purificagdo, de cofatores ou enzimas que atuem em sinergismo
com Xyl, e cuja retirada resulta em uma diminuicdo do desempenho da
amostra. Além disso, no EB estdo presentes outras xilanases que podem
apresentar caracteristicas diferentes das enzimas presentes em Xyl, como
maior atividade em temperaturas mais elevadas. Desta forma, € possivel
que, para diversos processos industriais, a utilizagdo de uma combinacao de

enzimas seja mais eficaz do que apenas uma determinada enzima pura.
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Fig.11. Efeito da temperatura na atividade xilanolitica de EB (=), UFPM10
(————) e Xyl (oooooo).

Outro fator que afeta significativamente a atuacao de xilanases € o pH
do meio. As xilanases da maioria dos organismos estudados sao estaveis na
faixa de pH de 3 a 10, apresentando maior atividade no intervalo de pH de 4
a 7 (Kulkarni et al., 1999). Xilanases de diversos fungos do género
Aspergillus apresentam maior atividade na faixa de pH de 4 a 6
(Subramaniyan & Prema, 2002), sendo possivel encontrar espécies, como o
A. kawachii (Ito et al., 1992), cujas xilanases exibem maior atividade em pH
acido, entre 2 e 6. Krengel e Dijkstra (1996), também isolaram uma xilanase
produzida por A. niger com maior atividade em pH 3. Por causa desta
caracteristica, enzimas como estas podem ser utilizadas em alimentacao

animal, sendo cruciais para a liberacédo de nutrientes no estémago acido.

As figura 12 e 13 revelam os perfis de resposta ao pH de amostras de
EB, UFPM10 e Xyl, a 45 e 50°C, respectivamente.
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Fig.12. Efeito do pH na atividade xilanolitica de EB (====), UFPM10
(=—==) e Xyl (+++++) @ 45°C.
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Fig.13. Efeito do pH na atividade xilanolitica de EB (====), UFPM10
(=—==) e Xyl (+++++) a 50°C.

As duas figuras apresentam o mesmo perfil grafico, diferindo apenas
na escala. Nas duas temperaturas, o EB apresentou a maior atividade,
seguido pelo UFPM10 e Xyl. O pH de maior atividade de EB e UFPM10
variou entre 3 e 4 nas duas temperaturas. Para Xyl, tanto a 45 quanto a

50°C, o pH de maior atividade enzimatica foi 4,5.

Um ponto a ser observado nos graficos de pH 6timo, no entanto, &
que a diferenca de 5°C entre os ensaios, pouco marcante no ensaio de
temperatura 6tima, aumentou a atividade xilanolitica de EB e Xyl em quase
0,15 Ul/mL a 50°C. Por outro lado, a atividade de UFPM10 n&o foi alterada
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significativamente pela temperatura. Este fato pode ser devido a presenga
de alguma molécula estabilizadora que é removida na etapa da
cromatografia, e por isso estd ausente em Xyl. No EB, por outro lado, a
presenca desta molécula ndo deve ser muito significativa devido a presenca
de outras xilanases, diferentes das enzimas presentes na amostra Xyl, e que

sao independentes destas moléculas.

Em seguida, foi testada a termoestabilidade das amostras a 45 e
50°C e em tampao acetato de sédio pH 4,5. Este pH foi escolhido por ter
proporcionado a maior atividade para Xyl e por ndo ter causado diminuigao
drastica na atividade das outras amostras enzimaticas. Apesar da
temperatura de 50°C, comparada a de 45°C, ter proporcionado maior
atividade xilanolitica para o EB e Xyl nos ensaios com os diferentes tampdes
(figuras 12 e 13), a termoestabilidade destas fragbes incubadas com o
tampao acetato de sédio pH 4,5 foi maior a 45°C, e ndo a 50°C. Os

resultados encontram-se resumidos na tabela 3:

Tabela 3. Determinagéo da termoestabilidade das amostras de EB, UFPM10 e Xyl, a 45 e 50°C, e na
presenca de tamp&o acetato de sddio pH 4,5.

Meia-vida Meia-vida em pH 4,5
45°C 50°C 45°C 50°C
EB 12 h 1h 144 h 15 h
UFPM10 40 h 2,5h 36h 5h
Xyl 48 h 10 min 110h 6h

A meia-vida do EB aumentou 12 vezes na presenga do tampéo, a
45°C, e 15 vezes a 50°C. A termoestabilidade de Xyl também foi muito
afetada pela presenca do tampao, que aumentou sua meia-vida em 36
vezes a 50°C, e 2,3 vezes a 45°C. Mantiveram-se relativamente constantes
os resultados do UFPM10, mais uma vez sugerindo a presenca de alguma

molécula estabilizadora de atividade nesta etapa de purificacdo. Estes
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resultados se mostram importantes do ponto de vista da aplicagao industrial
que, em geral, opera em temperaturas acima de 40°C. A incubagdo com
tampao acetato de sddio pH 4,5, portanto, tornou as fragdes enzimaticas

mais resistentes a 45 e 50°C.

Um estudo realizado por Medeiros et al. (2003) com xilanases de A.
niger mostrou que, apds seis horas de incubagdo a 45°C e pH 5,5, as
enzimas perderam 50% de sua atividade inicial. Com a temperatura de 50°C
e o0 mesmo pH, 60 minutos foram o suficiente para que as xilanases
perdessem 53% de sua atividade. As xilanases deste fungo apresentaram
maior meia-vida do que as dos fungos P. corylophilum e T. longibrachiatum,

também investigados neste estudo comparativo.

Estes resultados corroboram a importdncia do pH do meio e do
estabelecimento dos parametros enzimaticos o6timos para um melhor

aproveitamento do processo.

Como Xyl ndo apresentou nenhuma outra atividade holocelulolitica
além da xilanolitica, foi considerada uma preparagao pura, tendo sido
incubada com ions metalicos, EDTA e SDS, nas concentracdes de 2 e 10
mM, a fim de se detectar alteragdes em sua atividade xilanolitica (tabela 4).
A amostra pura foi preferida em detrimento das outras, pois, desta forma,
fica mais facil discriminar os efeitos causados pelas solugdes, em
comparagao a um pool enzimatico formado por enzimas de diferentes

naturezas.

Nenhum dos ions testados estimulou a atividade de Xyl. Alguns deles
mantiveram a atividade com apenas uma pequena redugao em relagdo ao
controle (MgCl,, CaCl,, FeSO4, DTT e CoCl;), enquanto outros promoveram
uma diminuigdo significativa da atividade xilanolitica (HgCl, e SDS),
resultado este também ja encontrado por outros autores (Ishihara et al.,
1997). Estes podem ser casos de inibicdo ndo-competitiva do ion metalico
com um grupo funcional da enzima, como uma hidroxila, ou com um ion

metalico em um grupo prostético no sitio ativo da xilanase (Salama et al.,
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2008). A forte inibicdo por Hg®* pode indicar o envolvimento de grupos

sulfidrila no dominio catalitico (John et al., 1979).

Tabela 4. Efeito dos ions metalicos e SDS na atividade de Xyl.

; Atividade a2 mM Atividade a 10 mM

ton (Ul/mL) % (Ul/mL) %
Controle 0,546 100 0,546 100
MgCl, 0,440 80,61 0,493 90,21
MgS0,.7H20 0,426 77,91 0,412 75,46
AlCI; 0,373 68,25 0,348 63,62
HgCl, 0,388 71,08 0,060 10,97
NaCl 0,428 78,38 0,413 75,56
ZnSO, 0,396 72,56 0,347 63,47
CaCl, 0,515 94,27 0,500 91,45
Kcl 0,472 86,42 0,429 78,44
SDS 0,048 8,70 0,047 8,69
FeCl; 0,360 65,93 0,434 79,41
FeSO, 0,444 81,31 0,488 89,36
CuSO, 0,417 76,23 0,305 55,88
EDTA 0,459 84,07 0,429 78,46
DTT 0,487 89,11 0,524 95,87
CucCl, 0,413 75,52 0,333 60,89
AgNO; 0,400 73,17 0,398 72,80
CoCl, 0,522 95,52 0,442 80,92

A concentragdo do ion na solugdo causou grande diferenga na
atividade (acima de 10% de diferenga) para HgCl,, ZnSO4, KCI, FeCls,
CuSOQq4, EDTA, CuCl; e CoCly, mas s6 para o FeClz a menor concentragao (2

mM) do ion resultou em uma reducéo da atividade enzimatica.

A modificacdo quimica € um dos métodos mais uteis na identificagao

dos grupos funcionais de uma proteina. Na pesquisa basica, suas maiores

45



Universidade de Brasilia
Departamento de Biologia Celular
Programa de Pos-graduagao em Biologia Molecular

aplicagdes estdo na analise da sequéncia de aminoacidos e na identificagao
dos residuos dos sitios cataliticos e de ligagdo das proteinas (Glazer et al.,
1987). Este tipo de procedimento causa mudangas na constante de
Michaelis-Menten, e as vezes também uma queda na constante catalitica,
Kcat. Desta forma, a identificagdo de um grupo catalitico pode ser obtida
pelo bloqueio deste com um reagente que cause pequena ou nenhuma
alteragao no tamanho, resultando em uma mudancga na habilidade de ligagao
ao substrato (Imoto & Yamada, 1990). Sendo assim, os reagentes e as
condicdes de reagao devem ser escolhidos de acordo com as propriedades

das proteinas e o propésito da investigagao.

Diversos modificadores quimicos de aminoacidos foram incubados
com Xyl a fim de se obter informagdes sobre seus grupos funcionais. Os

resultados sdo descritos na tabela 5.

Tabela 5. Efeito dos modificadores quimicos de aminoacidos na atividade de Xyl.

Atividade (Ul/mL) % Concentragao do Ensaio (mM)
Controle - H,0 0,317 100 -
Controle - Alcool 20% 0,091 28,75 -
DTP* 0,241 76,15 2
DTNB* 0,464 146,49 2
EDC 0,347 109,62 2
L-Triptofano 0,598 188,82 10
DEPC 0,369 116,65 10
L-Cisteina 0,053 16,86 10
lodoacetamida 0,402 126,85 10
DTT 0,466 147,19 10
B-mercaptoetanol 0,578 182,70 10
NBS 0,048 15,19 0,5

* Solugéo em alcool 20%.
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Os dados da incubagado de Xyl com DTP e DTNB revelam que as
atividades aumentaram em relacdo ao controle com alcool, levando a
conclusao de que estas solugdes, mesmo em meio desfavoravel, ativaram a
atividade de Xyl. Estes resultados sugerem a possivel influéncia da L-
cisteina no processo de catalise da xilana, participando das pontes de
hidrogénio formadas com o substrato e do dobramento enzimatico (Ferreira
& Filho, 2004). Os resultados obtidos para o DTT e o B-mercaptoetanol

seguem a mesma explicagéo.

Contraditoriamente ao acima exposto, a solucdo de L-cisteina
promoveu uma redugao drastica na atividade de Xyl. O que deve ficar claro,
no entanto, € que estes agentes modificadores podem né&o ser especificos,
OuU Seja, grupos essenciais, mas inacessiveis, podem nao ser modificados
pelo agente utilizado. Além disso, a modificagdo de grupos a certa distancia
do sitio ativo pode causar mudangas conformacionais e consequiente perda

da atividade enzimatica (Ferreira & Filho, 2004).

A inativacdo quase total da atividade xilanolitica pelo NBS sugere o
envolvimento de L-triptofano na ligagao ao substrato ou na catalise (Filho et
al., 1993-b). O anel inddlico do triptofano € um grupo funcional reativo em
proteinas e é modificado por varios reagentes eletrofilicos e oxidantes (Imoto
& Yamada, 1990), como é o caso do NBS. Outra evidéncia deste fato foi a
estimulacao da atividade enzimatica pela solugao de L-triptofano, tendo sido

a maior ativacao de todas as solugdes testadas.

A ativacéo de Xyl por DEPC corrobora evidéncias do envolvimento de
histidinas na ligagdo do substrato e/ou catalise (Celestino et al., 2006). A
manutencgao da atividade original da enzima também sugere que os residuos
de histidina presentes ndo s&o mecanicamente essenciais, nem estdo
envolvidos na manutencdo da conformacao necessaria para a atividade
(Clarke & Yaguchi, 1985).

Tendo sido os maiores ativadores da atividade de Xyl, L-triptofano e

B-mercaptoetanol foram testados nas outras amostras enzimaticas, EB e
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UFPM10 (tabela 6). Todos os resultados foram positivos, e o L-triptofano
também teve um desempenho melhor que o B-mercaptoetanol em EB e

UFPM10, assim como previamente observado em Xyl.

Tabela 6. Efeito da incubagao de EB, UFPM10 e Xyl com L-Triptofano e -Mercaptoetanol.

Atividade do controle  Ativagdao com L- Ativagao com B-
Fracao
(Ul/mL) Triptofano (%) Mercaptoetanol (%)
Extrato Bruto 0,807 141,01 126,1
UFPM10 0,694 135,22 129,71
Xyl 0,313 184,43 158,89

Na tentativa de se verificar a duracdo deste efeito, as trés amostras
enzimaticas foram incubadas a 45°C com os dois ativadores,
separadamente. As figuras 14, 15 e 16 comparam estes resultados com os

dados de termoestabilidade previamente demonstrados.

ul/mL

0 24 48 72 96 120 144

Horas

Fig.14. Termoestabilidade a 45°C de EB (--—-) e EB incubado com tampéo
acetato de s6dio pH 4,5 (====), L-triptofano (s+++++), B-mercaptoetanol (== =).

A figura 14 mostra que os dois ativadores nao foram capazes de
manter a alta atividade de EB por muito tempo quando incubados a 45°C. E
possivel que as solugdes tenham perdido suas propriedades ativadoras em

contato com a temperatura de 45°C. Para esta fracdo enzimatica, a
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incubacdo com tampao acetato de sdédio pH 4,5 foi a melhor forma de
aumentar a meia-vida, tendo sido 14,4 vezes maior do que a da amostra
incubada com L-triptofano, e 24 vezes maior do que a com -

mercaptoetanol.

1,00 -

ul/mL

Horas

Fig.15. Termoestabilidade a 45°C de UFPM10 (-—--) e UFPM10 incubado com
tampao acetato de sédio pH 4,5 (=), L-triptofano (*s++*), B-mercaptoetanol (== =—).

A reagcdo do UFPM10 aos ativadores (figura 15) foi diferente da
reacao de EB (figura 14). O L-triptofano aumentou a meia-vida do UFPM10
em mais de 1,5 vez quando comparado a incubagdo com tampéo e em
relagdo ao UFPM10 incubado sozinho. Mais uma vez, a incubagdo com [3-
mercaptoetanol nao foi capaz de manter a alta atividade por muito tempo ao

longo da incubagédo a 45°C.

ul/mL

0 24 48 72 96 120 144

Horas

Fig.16. Termoestabilidade a 45°C de Xyl (-——=) e Xyl incubado com tampéo
acetato de s6dio pH 4,5 (====), L-triptofano (s¢+++*), B-mercaptoetanol (== =).

49



Universidade de Brasilia
Departamento de Biologia Celular
Programa de Pos-graduagao em Biologia Molecular

A figura 16 mostra que Xyl apresenta um comportamento diferente
das outras fragcdes quando incubado com tampdo. Apds perder metade de
sua atividade, esta torna a aumentar, atingindo valor préximo ao inicial. A
incubagcdo com o tampao aumentou a meia-vida (110 horas) em 22 e 27,5
vezes em comparagao a incubagdo com L-triptofano e B-mercaptoetanal,

respectivamente.

Portanto, a incubacdo com os ativadores ndo promoveu aumentos na
meia-vida de EB e Xyl, sendo o tampao acetato de sodio pH 4,5 o melhor
meio para o aumento da durabilidade da atividade xilanolitica dessas
amostras enzimaticas a 45°C. O UFPM10, como nos experimentos
anteriores, comportou-se de forma diversa, tendo reagido positivamente a
incubacdo com o L-triptofato. Este fato, mais uma vez, sugere que a
purificacdo pode ter removido cofatores presentes no UFPM10 e que,
portanto, estdo ausentes em Xyl. No EB, que contém outras enzimas além

das xilanases de Xyl, a influéncia desses cofatores seria diluida.

Estes resultados indicam que, apesar de nao apresentar atividade
celulolitica, Xyl n&do apresenta as caracteristicas comumente necessarias
para sua utilizacdo na industria de clareamento de polpa de celulose, como
atividade em pH alcalino e em temperaturas acima de 50°C (Medeiros et al.,
2007). No entanto, Xyl e as outras fragbes podem ter aplicagcdo em
processos cuja temperatura € moderada e o pH, acido. Tem-se observado,
nos ultimos anos, o aumento do uso de xilanases que possuem pH 6timo
abaixo de 5,5 (Subramaniyan & Prema, 2000), como é o caso de A.
fumigatus (Bailey & Viikari, 1993), que requer pH abaixo de 3,0 na fase final
do cultivo. Algumas enzimas comerciais que apresentam atividade
xilanolitica e que ja sao utilizadas na industria téxtil no tratamento das fibras
de algodao, exibem atividade 6tima na faixa de pH de 4,5-5,0 a 50°C
(Csiszar et al., 2001). Além desta possibilidade de aplicagdo para Xyl,
também vale ressaltar sua aplicabilidade na panificacdo, devido a

capacidade deste tipo de enzima de substituir os aditivos tradicionalmente
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utilizados, como emulsificantes e oxidantes. Romanowska et al. (2006)
isolaram uma xilanase de baixa massa molecular e pH étimo 5,5, isolada de
A. niger, que se mostrou muito eficiente no aumento do volume da massa do
pao, caracteristica desejavel nesta industria alimenticia. Outra aplicabilidade
plausivel para Xyl, UFPM10 e EB seria nas biorefinarias, cujas enzimas mais
utilizadas atualmente sdo de T. reesei, na temperatura de 50°C e pH 5,0
(Merino & Cherry, 2007).

5.5 Perfis Bidimensionais

O recente desenvolvimento da genbmica e protedmica de fungos
filamentosos, juntamente com metodologias classicas de cinética enzimatica
e bioensaios, tem melhorado a precisao e sensibilidade da analise das
proteinas secretadas, sua interagdo com o meio e seus mecanismos de
regulacdo e secregdo. Com a ajuda de ferramentas da bioinformatica,
mediante estudos in silico, pode-se criar uma rede de informagao sobre
proteinas, a fim de se aumentar o entendimento sobre mecanismos de agao,
estabilidade e resposta dos secretomas fungicos, bem como seu potencial

biotecnoldgico (Pereira et al., 2007-b).

A figura 17-A revela o perfil bidimensional das proteinas secretadas
pelo fungo A. niger em presenca de bagaco de cana. Os pls de endo-
xilanases de microrganismos geralmente variam entre 3 e 10. (Kulkarni et
al., 1999). E possivel notar que a maior parte das proteinas encontra-se na
faixa acida do gel, e ainda que ha uma predominancia de proteinas de alta
massa molecular, proteinas estas removidas do EB ao longo do processo de

purificacéo, e que estdo ausentes em Xyl (figura 17-B).

O perfil bidimensional da amostra Xyl (figura 17-B) sugere a existéncia
de isoformas que diferem entre si por uma pequena variagdo na massa

molecular e no pl. Muitos microrganismos, além da produgédo de diversos
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tipos de enzimas xilanoliticas, produzem também xilanases multiplas. Elas
podem ter diferentes propriedades fisico-quimicas, estrutura, atividade
especifica e rendimento (Biely et al., 1985). Estudos anteriores com o fungo
A. niger ja revelaram a producao de isoenzimas, tendo sido encontradas 15

xilanases extracelulares por Biely et al. (1985).

p/ 3-10 p/ 3-10
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Fig.17. Perfis bidimensionais do EB (A) e de Xyl (B). Setas(1-4): spots selecionados para digestao
de proteinas.

Em fungos, algumas xilanases multiplas podem ser aloenzimas,
produtos de diferentes alelos de um mesmo gene, ou podem ser artefatos
resultantes da degeneracdo do meio de cultura microbiano. Por outro lado,
cada uma das xilanases multiplas pode ser um produto génico distinto
produzido pelo microrganismo para aumentar a utilizagdo da xilana (Wong et
al., 1988), ou mesmo ter sido adquiridas por transferéncia horizontal de
genes (Gilbert & Hazlewood, 1993). A multiplicidade, enfim, pode ser
resultado de redundéncia genética (Wong et al., 1988), mas casos de
processamento poés-traducional diferencial ha muito tém sido reportados
(Biely, 1985).

As modificagbes poés-traducionais (MPT) sdo essenciais no

processamento de proteinas secretadas e ativas biologicamente. A
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glicosilagdo € a mais abundante e diversificada forma de MPT, sendo o
resultado da unido de um glicano a um residuo de asparagina, recebendo o
nome de N-glicosilagao, ou O-glicosilagao se o glicano se une a um residuo
de serina ou de treonina (revisto por Deshpande et al., 2008). A glicosilagao
pode contribuir para a secrecgdo, estabilidade e imunogenicidade de
proteinas (Lee et al., 2003-b).

Para que a base da multiplicidade xilanolitica seja mais bem
conhecida, sdo necessarios estudos mais aprofundados. A regulagéo, a
especificidade ao substrato e as MPTs destas enzimas devem ser
consideradas, pois cada fator pode resultar na ocorréncia de multiplas

enzimas com atividade xilanolitica (Wong et al., 1988).

5.6 Espectrometria de Massa

As xilanases microbianas sido proteinas de uma unica subunidade
com massa molecular que varia entre 8 e 145 kDa (Sunna & Antranikian,
1997). A massa da amostra Xyl foi estimada em 32,686 kDa (figura 18) por
espectrometria de massa, em concordancia com o resultado obtido pela

eletroforese sob condi¢des desnaturantes da mesma amostra (figura 10-A).
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Fig.18. Espectro de massa de Xyl por MALDI-TOF.
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Os spots 1-4 da figura 17-B foram digeridos com tripsina, e os
peptideos resultantes foram submetidos a analises do tipo PMF e PFF,
usando espectrometria de massa MALDI-TOF/TOF. Apenas os spots 1, 3 e
4 apresentaram resultado de identificagao significativos, como mostrado na
tabela 7. Apesar do genoma de A. niger ja ter sido sequenciado (Pel et al.,
2007), as trés proteinas foram identificadas como possuindo peptideos em
comum com enzimas de outros fungos do género Aspergillus. O spot 2 nao
apresentou resultado significativo, e os outros spots que aparecem na figura

17-B nao foram analisados.

Tabela 7. Proteinas identificadas por PMF (spot 4) e PFF (spots 1 e 3) a partir do perfil bidimensional da
amostra Xyl, proveniente do fungo A. niger crescido em bagago de cana a 1%.

Massa p/ N2 de
Spot Proteina Pontuagao Organismo
tedrica calculado acesso NCBI
1 o-L-arabinofuranosidase 36169 4,74 32 gi 3913152 A. tubingensis
3 Endo-1,4-B-xylanase 35451 8,33 47 gi 3915310 A. aculeatus
4 Endo-1,4-B-xylanase 35451 8,33 208 gi 3915310 A. aculeatus

Existe um alto grau de conservagédo entre o genoma de A. niger e o
de outras espécies de Aspergillus, como A. nidulans, A. fumigatus e A.
oryzae (Pel et al. 2007). Desta forma, é possivel que haja genes
conservados que codificam enzimas lignoceluloliticas, em especial,
xilanases. De fato, Kotaro et al. (1995) encontraram um gene de A. niger que
codifica uma xilanase que apresenta alta homologia com uma xilanase
aciddfila de A. kawachii. Tanaka et al. (2005) também purificaram uma endo-
1,4-B-xilanase de Penicillium citrinum intimamente relacionada com
xilanases de outras espécies pertencentes a familia GH11, como T. reesei,

A. niger, P. funiculosum e A. nidulans.

A proteina identificada como a-L-arabinofuranosidase de A.
tubingensis (tabela 7) apresenta massa molecular e pl em acordo com a

proteina apontada pela seta 1 (figura 17-B). A figura 19 mostra os espectros
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obtidos a partir do processamento do spot 1, e a tabela 8, o resultado da

busca no programa MASCOT.
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Fig.19. Espectros de massas obtidos a partir do processamento do spot 1 do gel 2-DE da amostra Xyl.
Espectro do PMF (A) e espectro da fragmentagéo do peptideo de m/z 1927,925 (B), indicado pela seta.
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Tabela 8. Resultado parcial da busca no programa MASCOT para os spots 1, 3 e 4.

Spot 1

1.gi|3913152 Mass: 36169 Score: 32 Queries matched: 1
RecName: Full=Alpha-L-arabinofuranosidase; AltName: Full=Arabinoxylan
arabinofuranohydrolase; Flags: Precursor

2.gi|46117298 Score: 15 Queries matched: 1

hypothetical protein FG04491.1 [Gibberella zeae PH-1]
3.gi|71016460 Mass: 110135 Score: 15 Queries matched: 1
hypothetical protein UM02752.1 [Ustilago maydis 521]

Spot 3

1.gi|3915310 Mass: 35451 Score:47 Queries matched: 1
RecName: Full=Endo-1,4-beta-xylanase; Short=Xylanase; AltName: Full=1,4-beta-D-xylan
xylanohydrolase; AltName: Full=FIA-xylanase; Flags: Precursor

2.gi| 170094166 Mass: 74151 Score: 15 Queries matched: 1

predicted protein [Laccaria bicolor S238N-H82]

3.gi|256731029 Mass: 140953 Score: 13 Queries matched: 1

hypothetical protein NECHADRAFT_48925 [Nectria haematococca mpVI 77-13-4]

Spot 4

1.gi|3915310 Mass: 35451 Score: 208 Expect: 1e-15 Queries matched: 11
RecName: Full=Endo-1,4-beta-xylanase; Short=Xylanase; AltName: Full=1,4-beta-D-xylan
xylanohydrolase; AltName: Full=FIA-xylanase; Flags: Precursor

gi| 7960269 Mass: 35471 Score: 70 Expect: 0.064 Queries matched: 5
endo-1,4-beta-D-xylanase A [Penicillium purpurogenum]

gi|240279702 Mass: 16271 Score: 46 Expect: 18 Queries matched: 3
conserved hypothetical protein [Ajellomyces capsulatus H143]

gi|115433801 Mass: 66388 Score: 44 Expect: 25 Queries matched: 4
predicted protein [Aspergillus terreus NIH2624]

gi|212541364 Mass: 11140 Score: 39 Expect: 74 Queries matched: 2
60S acidic ribosomal protein P2/allergen Asp F 8 [Penicillium marneffei ATCC 18224]
2.gi|189193981 Mass: 52769 Score: 55 Expect: 1.9 Queries matched: 6
ornithine aminotransferase [Pyrenophora tritici-repentis Pt-1C-BFP]
3.gi|242772468 Mass: 70943 Score: 48 Expect: 11 Queries matched: 4
conserved hypothetical protein [Talaromyces stipitatus ATCC 10500]

A enzima a-L-arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55) também pertence a

familia das hidrolases e participa do metabolismo de agucares, agindo sobre

a extremidade nao-redutora dos a-L-arabinofuranosideos, a-L-arabinanas

contendo ligagdes (1,3) e/ou (1,5), arabinoxilanas e arabinogalactanas,

liberando a-L-arabinanos e L-arabinose (Kanehisa et al., 2006). O

sequenciamento do genoma de A. niger (Pel et al., 2007) revelou a presenga

de dois genes que codificam a-arabinofuranosidases da familia GH43, trés
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da GH51 e um da GH54. Como Xyl ndo apresenta atividade de a-L-
arabinofuranosidase, é possivel que haja alta homologia de seqiéncia entre

esta enzima e endo-xilanases.

As duas proteinas indicadas pelas setas 3 e 4 (figura 17-B) foram
identificadas como endo-1,4-B-xilanases (EC 3.2.1.8) (tabelas 7 e 8), mesmo
que, de acordo com o perfil bidimensional, possuam pls diferentes. Este
resultado corrobora a hipétese de se tratarem de xilanases multiplas que,
possivelmente, sofreram modificagcdes pods-traducionais. As consequéncias
de MPTs, na pratica, incluem a alteracao do pl e, de uma forma nem sempre
tdo perceptiva, da massa molecular. As endo-1,4-B-xilanases (EC 3.2.1.8)
também participam do metabolismo de carboidratos, quebrando ligacdes B -

1,4-D-xilosidicas de xilanas (Kanehisa et al., 2006).

O genoma de A. niger revela que este fungo produz uma endo-1,4-3-
xilanase da familia GH 10 e quatro da GH11 (Pel et al., 2007). Tendo como
base o seu tamanho (cerca de 33 kDa), € possivel dizer que Xyl seja
composto por endo-1,4-B-xilanases da familia GH10 (ou familia F), que
compreende as glicosil hidrolases de massa molecular acima de 30 kDa.
Esta familia € composta por endo-1,4-B-xilanases (EC 3.2.1.8), que séo as
maiores enzimas desta familia, e também por endo-1,3- B-xilanases (EC
3.2.1.32) e celobiohidrolases (EC 3.2.1.91) (Coutinho & Henrissat, 1999). Os
membros dessa familia sao altamente ativos sobre pequenos xilo-
oligossacarideos, o que indica pequenos sitios de ligagao ao substrato (Biely
et al., 1997). Segundo Collins et al. (2005), os membros tipicos dessa familia
apresentam alta massa molecular, baixo pl e formam uma estrutura de barril
(a/B)s (figura 20-A). As isoformas acidas de Xyl (figura 17-B) parecem se
enquadrar nesse padrao.

Por outro lado, as enzimas presentes na amostra Xyl também podem
ser classificadas como sendo da familia GH11 (ou familia G), visto que s6
apresentam atividade celulolitica residual. De fato, a familia 11 ¢é
monoespecifica, consistindo unicamente de xilanases que atuam

especificamente sobre substratos contendo D-xilose. Essas enzimas
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apresentam menor versatilidade catalitica do que as enzimas da familia 10,
podendo ter seus produtos de hidrdlise posteriormente hidrolisados pelas
enzimas da familia 10 (Biely et al., 1997; Biely et al., 1993). As GH11 sao
mais ativas do que as GH10 em cadeias longas de xilo-oligossacarideos,
possuindo, no caso do fungo A. niger, no minimo, sete sitios de ligagdo ao
substrato (Vrsanska et al., 1982), enquanto as da familia 10 tém quatro ou
cinco (Biely et al.,, 1997). As enzimas da familia 11 sdo geralmente
caracterizadas por um alto pl, baixa massa molecular e estrutura cilindrica
dobrada de folhas-f3 (figura 20-B) (Collins et al., 2005).

Fig.20. Estrutura de xilanase de Streptomyces lividans, caracteristica da familia GH10 (A), e de
Trichoderma reesei, com a tipica estrutura da familia GH11 (B) (Collins et al., 2005).

Esta duplicidade pode indicar a presenca de mais de um tipo de
xilanase em Xyl. Estudos anteriores mostraram resultados semelhantes para
T. reesei, em que se purificaram duas xilanases de 20 kDa e pls 5,5 € 9,0
pertencendo a familia 11 (Tenkanen et al., 1992), e uma terceira xilanase de
32 kDa e pl 9,1, pertencendo a familia 10 (Xu et al., 1998).

A heterogeneidade e complexidade da xilana resultou na abundancia
e diversidade de xilanases, com suas varias especificidades, sequéncias
primarias e terciarias, levando a limitagdes quanto a classificacdo dessas
enzimas apenas com base na especificidade ao substrato (Collins et al.,
2005).
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5.7 Microscopia de Forga Atomica (MFA)

A MFA tem sido utilizada no estudo das interagdes entre enzimas e
seus substratos. Ristolainen et al. (2002) investigaram as mudancas fisicas e
quimicas ocorridas na superficie de fibras apds o tratamento com xilanase,
enquanto Adams et al. (2003) caracterizaram o tamanho e a forma da
arabinoxilana. Mais recentemente, Medeiros et al. (2007-b) avaliaram os
efeitos de uma xilanase purificada de Humicola grisea sobre polpa de

celulose.

A anadlise da amostra enzimatica Xyl por meio de MFA teve como
objetivo obter informagbes acerca de sua estrutura tridimensional e sobre
possiveis diferengcas na topografia de suas moléculas, visto que a
eletroforese bidimensional e a espectrometria de massa revelaram a
presenca de mais de uma enzima, ou mesmo de isoformas na amostra
denominada Xyl. A figura 21 mostra as imagens com dados de topografia (A

e C) e viscoelasticidade (B).

Os pontos escuros que aparecem na figura 21-B indicam a existéncia
de regides mais viscosas no centro das particulas, o que pode ser
confirmado pelos orificios vistos nas figuras 21-A e C. A maior viscosidade
do centro das enzimas pode ser devido a cristalizagdo do sal presente na
amostra, ou mesmo das interacbes entre os residuos de aminoacidos
presentes nas proximidades. Ela pode ainda constituir caracteristica
topogréafica, podendo nZo representar qualquer propriedade mecanica. E
possivel observar, ainda na figura 21, que as enzimas depositaram-se sobre
a mica em orientagbes semelhantes, ou seja, com os orificios
perpendiculares a superficie. Isto pode ser devido a alta afinidade da mica,
que é muito hidrofilica, pelos residuos presentes nas bordas dos orificios,
sugerindo que esta regidao esteja repleta de residuos polares, como serina,
treonina, cisteina, asparagina e glutamina. A composi¢cdo de aminoacidos

das xilanases reportada por diversos autores indicam a predominancia dos
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acidos aspartico e glutédmico, glicina, serina e treonina (Kulkarni et al., 1999).
As estruturas das particulas da figura 21, portanto, sugerem que Xyl
apresenta formato tridimensional semelhante ao das glicosil hidrolases da
familia 10 (figura 20) (Collins et al., 2005).

5.03
" [nm]
0.00 - . N ) -49.85
500.00 nm 1.25x1.25um 500.00 nm 1.25x1.25um

4.94
[nm]

200.00 nm 625.00 x 625.00 nm

Fig.21. Imagens de Microscopia de Forga Atdmica de Xyl.
Topografia (A e C) e viscoelasticidade (B).
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A figura 21-C mostra orificios muito préximos, quase sobrepostos,
podendo ser artefatos ou indicios de que Xyl forma dimeros, ou até trimeros.

Este fato ja foi observado em xilanase de T. reesei (Parkkinen et al., 2004).

A avaliagdo da medida dos didmetros das particulas (obtidos por meio
de medidas de altura) visualizadas por MFA foi realizada com o software
ORIGIN 8.0 (Microcal, EUA), e resultou na distribuicdo destas em trés
classes de diametros, variando de 0,5 nm a 4 nm (figura 22). Consistente
com este resultado esta a inspegao visual da figura 21, que deixa claro a
existéncia de trés populacdes de tamanhos de particulas. A diferenga nos
tamanhos pode ser devido a MPTs, que aumentariam o volume das
enzimas, pode ser devido a presenca de diferentes enzimas de tamanho
aproximado na amostra, ou pode ser consequéncia da formagao de dimeros

e trimeros.

i
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Fig.22. Distribuicdo normal dos raios das particulas da figura 21, mensurados como a altura das
estruturas obtidas por meio de microscopia de forga atémica.
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6. CONCLUSOES

O trabalho desenvolvido até o momento nos permitiu verificar que:

O fungo A. niger produz enzimas xilanoliticas, bem como outras enzimas,
em presencga de bagaco de cana;

As imagens obtidas por MEV confirmam a degradagdo enzimatica do
bagaco de cana pelo fungo A. niger;

A cromatografia revelou apenas um pico de atividade xilanolitica no
UFPM10, denominado Xyl, que n&o apresenta outras atividades
holocelulolitcas;

O tamanho estimado de Xyl foi de cerca de 33 kDa, comprovando sua
capacidade de passar por poros de tamanho menor que o seu;

A atividade especifica de Xyl é quase 15 vezes maior do que a do EB,
mas seu baixo rendimento indica a presenca de cofatores, cuja remogéo
pela purificagcdo prejudica seu desempenho enzimatico;

A melhor atividade para as amostras EB, UFPM10 e Xyl foi entre 45-50°C.
O melhor pH de EB e UFPM10 variou entre 3 e 4, a 45 e 50°C. O melhor
pH de Xyl foi 4,5 nas duas temperaturas;

O HgCl; e o SDS promoveram uma diminuigdo significativa na atividade
de Xyl;

O L-triptofano e o B-mercaptoetanol foram os modificadores quimicos de
aminoacidos que melhor ativaram a atividade de Xyl, com um incremento
de mais de 80%. O NBS e a L-cisteina foram os que mais inibiram sua
atividade xilanolitca;

O tampao acetato de sédio pH 4,5 foi capaz de aumentar a meia-vida do
EB e de Xyl melhor do que o L-triptofano e o [B-mercaptoetanol. Para o

UFPM10, no entanto, o L-triptofano foi o melhor;
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Em principio, dadas as suas caracteristicas, as maiores aplicabilidades
para Xyl encontram-se na industria téxtil, na panificacdo e nas
biorefinarias;

O EB de A. niger crescido em bagagco de cana apresenta maior
quantidade de enzimas na faixa acida;

O perfil bidimensional de Xyl revela a presenga de isoformas, ou enzimas
multiplas, que variam em pl e em massa molecular. A espectrometria
identificou essas proteinas como correspondentes a outras espécies do
género Aspergillus, sugerindo que essas proteinas sdo conservadas entre
as espécies deste género;

Duas proteinas de Xyl foram identificadas como endo-1,4-B-xilanases, e
uma como a-L-arabinofuranosidase. Como Xyl ndo apresenta atividade
arabinofuranosidica, é possivel que haja uma alta homologia entre endo-
xilanases e arabinofuranosidases;

As imagens de MFA reforgcam as caracteristicas de Xyl que a classificam
como GH10, mas a atividade celulolitica residual de Xyl leva sua

classificacao para a familia GH11.
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7. PERSPECTIVAS

Os resultados da caracterizagdo de Xyl demonstraram a possibilidade
da aplicagao desta enzima em processos industriais. O conhecimento das
habilidades de Xyl deve agora ser utilizado de forma a potencializar seu
desempenho enzimatico em cada processo industrial testado. Devem-se
testar, também, as vantagens econdmicas da aplicagéo da enzima pura em

relacao as outras fragdes enzimatica, EB e UFPM10.

Além disso, as imagens de Xyl de microscopia de forga atdbmica
levantaram a suspeita da formacdo de dimeros, ou até trimeros. Esta
amostra vai ser analisada no equipamento Dinamic Light Scattering (DLS),
visando a esclarecer se a enzima de fato forma aglomerados e, caso o faga,

se estes mantém a atividade xilanolitica.
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