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RESUMO

Por meio de um programa de bioprospecc¢ao foram selecionados dois bons
produtores de xilanases: Aspergillus fumigatus e Aspergillus niveus, os quais foram
cultivados em meio liquido minimo de Vogel ou Czapeck, suplementados com xilana
birchwood 1% para A. fumigatus e A. niveus, respectivamente, a 40°C, condicbes
estéticas, durante 96 ou 120 horas, respectivamente. A producéo xilanasica também
foi elevada em residuos agroindustriais como flocos de arroz, farelo de trigo, sabugo
de milho, milho moido e palha de arroz - A. fumigatus, farelo de trigo e milho moido
- A. niveus. Os 6timos de temperatura corresponderam a 70°C ou 60-65°C para A.
fumigatus e A. niveus, respectivamente, enquanto que os 6timos de pH de reacdo
corresponderam a 5,0-5,5 e 4,5-5,0. A termoestabilidade das enzimas brutas foram
similares a 60°C durante 30 minutos. Apds este periodo a atividade residual da
xilanase de A. fumigatus reduziu consideravelmente e, apds 120 minutos, restou
apenas 10% de sua atividade inicial, enquanto que a xilanase de A. niveus ainda
manteve 30% de sua atividade. Frente a diferentes pHs as xilanases de ambos o0s
fungos mantiveram 100% da atividade inicial em pHs 6,0-8,0 (A. fumigatus) ou em
4,5-6,0 (A. niveus).

Para as ligninases (lacase, Mn-P e Li-P) as condi¢cdes de cultivo
padronizadas foram FSS com farelo de trigo como fonte de carbono durante 14, 21 e
35 dias, respectivamente. A adicdo de fonte de nitrogénio inorganica favoreceu a
sintese dessas enzimas e as temperaturas de reacdo corresponderam a 60°C - lacase
e Mn-P ou 70°C - Li-P; a faixa de pH de maior atividade variou de 4,0-7,0. Mn-P e Li-
P ndo perderam nem mesmo 50% de sua atividade apds uma hora em temperaturas
de 25-80°C, ja a lacase perdeu 50% em temperaturas de 75-80°C.

No biobranqueamento da polpa de celulose o0s resultados foram
promissores: xilanase de A. niveus diminuiu 4,6 pontos do niumero kappa, aumentou
3,4 pontos na alvura e manteve a viscosidade; xilanase de A. fumigatus reduziu 0,9
pontos do kappa, aumentou 2 pontos na alvura e reduziu 9,2% na viscosidade. Para
0 mix de xilanases/ligninases de A. niveus houve reducdo de 6,5 pontos do kappa,
aumento de 17,2 pontos na alvura e a viscosidade reduziu 1 ponto. Por meio de
microscopia eletronica de varredura confirmou-se a eficiéncia desses tratamentos.

Nos testes /n vitro realizados no setor de racdes houve um aumento de
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6,0-10,8% na digestibilidade /n vitro e, nos testes /n vivo, as xilanases de A. niveus
mantiveram-se estaveis por até 8 horas dentro do rumen de caprinos. Houve
também uma maior liberacdo de gases na presenca das enzimas produzidas por A.
niveus, um outro indicativo de maior digestibilidade. Os extratos brutos de A. niveus
e A. fumigatus nao apresentaram nenhum carater citotoxico.

Para purificar duas das isoformas de xilanase produzidas por A. niveus
utilizou-se tratamento com caulin e colunas cromatograficas de troca ibnica e de
exclusdo de massa molecular; A. niveus produziu, pelo menos, seis isoformas
xilanoliticas, das quais duas foram purificadas. Seus respectivos fatores de
purificagdo foram 4407,0 e 612,1 vezes para as xilanases denominadas de CMC 2 e
biogel 2, respectivamente. Ja as massas moleculares corresponderam a 52,5 e 21,8
kDa em SDS-PAGE; por FPLC foram 19,5 kDa para ambas as isoformas purificadas.
Verificou-se que compostos como trealose, sorbitol e glicerol protegeram as xilanases
puras e aumentaram sua termoestabilidade. As xilanases CMC 2 e biogel 2
apresentaram, respectivamente, 33,8% e 11,56% de carboidratos na molécula. A
isoforma CMC 2 teve sua atividade aumentada na presenca de alguns compostos
como MnCl,.4H,0, B-mercaptoetanol e cisteina e, analises em TLC confirmaram que
ambas as isoformas tratavam-se de endoxilanases. Estudos de dicroismo circular
confirmaram se tratar de duas xilanases, uma vez que os perfis dessas analises
indicaram proteinas ricas em cadeias B-folha como deve ser uma xilanase. Ja as
analises de sequienciamento de aminoacidos mostraram uma grande identidade entre

a sequéncia das xilanases de A. niveus e xilanases de outros microrganismos.
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ABSTRACT

In a bioprospection program two good xylanase producers were selected:
Aspergillus fumigatus and Aspergillus niveus, which were cultivated on Vogel or
Czapeck minimum liquid medium, supplemented with 1% birchwood xylan, at 40°C,
under static conditions, for 96 or 120 hours, respectively. The xylanase production
was high in agro industrial residues such as rice flakes, wheat bran, crushed corncob,
powdered corncob or rice straw for A. fumigatus, and wheat bran or powdered
corncob for A. niveus. The temperature optimum corresponded to 70°C or 60-65°C
for A. fumigatus and A. niveus xylanases, respectively, while the pH optimum
corresponded to 5.0-5.5 and 4.5-5.0. The thermostability of the crude enzymes was
similar at 60°C for 30 minutes. After this period the enzyme residual activity of A.
fumigatus was considerably reduced and, after 120 minutes there was only 10% of
the initial activity, while the xylanases from A. niveus still maintained 30% of activity.
In different pH it was maintained 100% of initial activity in pH 6.0-8.0 (A. fumigatus)
and 4.5-6.0 (A. niveus).

For ligninases (laccase, Mn-P and Li-P) the culture conditions were
optimized in FSS using wheat bran as carbon source, during 14, 21 and 35 days,
respectively. The addition of inorganic nitrogen sources was favorable to the
synthesis of the ligninolytic system which assay temperature corresponded to 60°C
for laccase and Mn-P, or 70°C for Li-P; the pH range of activity varied from 4.0-7.0.
Mn-P and Li-P maintained more than 50% of initial activity after one hour at
temperatures from 25-80°C, but laccase lost 50% in temperatures from 75-80°C.

The results of cellulose pulp biobleaching were promissory: A. niveus
xylanase reduced 4.6 points kappa number, increased whiteness 3.4 points, and did
not affect the viscosity; xylanase from A. fumigatus reduced 0.9 points kappa,
increased 2 points whiteness and reduced 9.2% viscosity. With the mix of
xylanases/ligninases from A. niveus there was a reduction of 6.5 points kappa,
increase 17.2 points whiteness and reduced viscosity 1 point. Using scanning
electronic microscopy it was confirmed the efficiency of these treatments.

In the tests for the animal feed sector carried out /7 vitro, it was noticed
an improvement in digestibility from 6.0-10.8%. In the /n vivo tests the stability of

xylanases from A. niveus was maintained into goats rumen conditions up to 8 hours.
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There was a higher liberation of gases in the presence of the enzymes produced by
A. niveus, another indicative of better digestibility. The crude extracts from A. niveus
and A. fumigatus did not present citotoxic effects.

To purify two of the six xylanases produced by A. niveus it was used
Kaulin treatment, ion exchange chromatography, and molecular mass exclusion; two
isoforms produced by A. niveus were purified and named CMC 2 and biogel 2. Their
respective purification factors were 4407.0 and 612,1-fold. The molecular mass on
SDS-PAGE corresponded to 52.5 and 21.8 kDa, but on FPLC their respective values
were both 19.5 kDa. It was verified that compounds as trehalose, sorbitol and
glycerol protected the purified xylanases. They presented, respectively, 33.8% and
11.56% of carbohydrate in the molecule. The CMC 2 isoform improved the activity in
the presence of some compounds as MnCl,.4H,0, B-mercaptoethanol and cistein;
TLC analysis confirmed that both isoforms were endoxylanases. Circular dicroism
analysis either confirmed that the proteins corresponded to xylanases because the
results were similar to a secondary structure of -sheet as a xylanase should be. The
aminoacid sequence analysis of the xylanases from A. niveus showed identity with

the xylanases from other microorganisms.
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Enzimas com potencial de aplicacdo biotecnologica podem ser de origem
vegetal (papaina, bromelina, o-amilase e B—amilase), animal (pepsina, pancreatina,
lipases e esterases) e microbiana (xilanases, glicose-isomerase, glicose-oxidase, catalase,
o-amilase, glucoamilase, ciclomaltodextrina-D-glucotransferases (CGTases), pectinases,
celulases, lipases, proteases (acidas neutras e alcalinas), pululanase, uricase, fosfatases e
ligninases (Mn-peroxidase, lignina-peroxidase e lacase)) — SAID & PIETRO (2002).

Os microrganismos proporcionam uma producdo maior, mais rapida e
mais facilmente controlada de seus metabdlitos (entre eles as enzimas) e, por este
motivo, as enzimas de origem microbiana sdo preferencialmente utilizadas pela
industria. Além da facilidade de producdo, os produtos de origem microbiana sao
produzidos independente de condi¢cdes geogréaficas/sazonais e s&0 menos onerosos,
uma vez que se pode utilizar substratos baratos como residuos agroindustriais.

Os estudos acerca da aplicagdo de fungos na industria (chamado de
micotecnologia - BENNETT, 1998), séo pec¢a fundamental para o desenvolvimento
biotecnologico. Além da aplicacdo dos fungos filamentosos na producdo controlada
de enzimas, esses microrganismos sao também utilizados para a producédo de muitos
outros metabdlitos de interesse para diferentes areas da industria biotecnoldgica.
Assim, pesquisadores da area de microbiologia aplicada tém buscado novas cepas

capazes de produzir metabdlitos e enzimas com potencial biotecnolégico.

1.1 Mercado de enzimas
De acordo com o “Business Communications Co”, o mercado global para
enzimas industriais aumentou de US$ 2.2 bilhdes em 2006 para uma estimativa de US$

2.3 bilhdes no final de 2007. Os principais setores que consomem enzimas (figura 1)
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representam, respectivamente, o de alimentos e racdo animal de detergentes e produtos
de limpeza, produtos quimicos, téxteis, couro e pele e polpa e papel. A maior velocidade
de crescimento é esperada no setor de racdo animal, ajudado em grande parte pelo
aumento do uso de fitases em racdo de monogastricos. Essas fitases propciam o
aproveitamento do fitato presente na ragdo animal e reduz o P organico liberado como
residuo nas fezes, lembrando que este P representa grande problema ambiental devido a

poluicdo do solo e consegiliente comtaminacao de lencois freaticos (Polizeli, 2008a).

Racao animal 12%

Alimentacdo Humana Setor técnico 51%
37%

Figura 1. Aplicacdo de enzimas industriais em diferentes setores. Valores em
porcentagem. ID: BIOO30E, publicado em janeiro de 2008 (YATIN & THAKORE,

http://www.bccresearch.com; Polizeli, 2008a).

Segundo dados recentes do Ministério do desenvolvimento, Industria e
Comércio Exterior (http://www.portaldoexportador.gov.br) o Brasil apresentou o
perfil de comércio indicado em 2007 onde mais importa que exporta na maioria das
mercadorias envolvendo preparados enzimaticos (tabela 1). Analisando dados

obtidos em 1997, 2001, 2004 e 2007, referentes as exportacdes e importacdes
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(http://aliceweb.desenvolvimento.gov.br), observa-se que houve aumento da
exportacdo de enzimas produzidas no Brasil, mas o déficit ainda € predominante
(figura 2). Fica evidente que o mercado de enzimas industriais é pequeno no pais,
frente & demanda mundial. Portanto, o uso de enzimas como catalisadores de
processos industriais € de fundamental importancia para a obtencdo de produtos de
alta qualidade por tecnologias limpas, em sintonia com as necessidades tecnoldgicas,

de mercado e de preservacdo ambiental.

1.2 Converséo da biomassa

A renovacdo da biomassa na natureza é de suma importancia para a
manutencao do fluxo de carbono e essencial para o funcionamento dos ecossistemas
florestais. A reciclagem dessa matéria organica é realizada, principalmente, por
microrganismos decompositores - obtém energia a partir de matéria organica em
decomposicdo — (ARO et al, 2005). Dentre os carboidratos presentes nesta
biomassa, a xilana, é o segundo mais abundante polissacarideo natural (POLIZELI et
al., 2005; KAMBOUROVA et al, 2007), portanto, a importancia das xilanases na
renovacdo da biomassa na natureza é enorme, sendo produzida, principalmente, por
fungos filamentosos.

A degradacdo enzimatica de polimeros é um processo natural que pode
ser utilizado em diferentes setores da inddstria e constitui numa alternativa bem
mais atraente do que a utilizacdo de substancias quimicas e processos mecanicos.

Assim, utilizar fontes renovaveis de energia € indispensavel para um rapido

desenvolvimento da industria alimenticia, bebidas, téxtil, papel e
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Tabela 1. Balanca comercial do Brasil referente as exportacfes e importacdes de

2007.

Preparacao enzimética

Valores em US$ FOB 2007

Exportacdo Importagdo

Amilases e seus derivados 2.091.200 918.990
Proteases e seus derivados 13.884.417 2.220.012
Celulases e seus derivados 472.404 969.203
Enzimas Preparadas a base de Transglutaminase 22.663 118.681
Outras enzimas e seus concentrados 5.398.321 9.143.886
Outras enzimas preparadas 6.685.271 24.285.761
Medicamento com outras enzimas, ndo contendo 1.963.863 3.633.956
vitaminas e etc., exc. Doses
Medicamento contendo outras enzimas, em doses 245.440 1.013.373
Total 30.763.579 42.303,862
100000q—T T T T T T T T T " T 7T 1 T T T T
2004
80000 A 2004
60000 u
@ 2001
8 2001
) 2007
40000 u
2007 1997
200 1997
20000 200 E
1997 200: ﬂ(ﬂ
0 LA DL L DL DL DR LA B | T L L L T T T
Exportacdo Importacéo Déficit

Saldo

1.172.210

11.664.405

-496.799

-96.018

-3.745.565

-17.600.490

-1.670.093

-767.933

-11.540.283

Figura 2. Exportacdes e Importacdes de enzimas industriais referentes aos anos de

1997, 2001, 2004 e 2007. Valores expressos em dolares. Dados extraidos do site:

http://aliceweb.desenvolvimento.gov.br.
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celulose entre outros processos de producdo. Para aumentar a eficiéncia dos
processos de conversdo da biomassa e reduzir impactos socioambientais, tem-se
desenvolvido e aperfeicoado tecnologias mais eficientes como a gaseificacdo e a
pirolise (figura 3), sendo também comum a co-geracdo de sistemas de conversao
enzimatica e fermentacdo (GRAY et al., 2006).

Segundo dados da agéncia internacional de energia, estima-se que,
atualmente a biomassa possa representar até cerca de 14% de todo o consumo
mundial de energia primaria. Em alguns paises em desenvolvimento, essa parcela
pode aumentar para 34%, chegando a 60% na Africa. No Brasil, a imensa superficie
territorial, quase toda localizada em regides tropicais e chuvosas, oferece excelentes
condicdes para a producdo e uso energético da biomassa em larga escala, além da
producdo de &lcool, queima em fornos, caldeiras e outros usos.

No caso especifico do Estado de Sdo Paulo, € intensa a producdo de
biomassa energética por meio da cana-de-agucar, a maior parte destinada a
producdo do etanol e, por isso, 0 estado é o grande exportador de alcool para o
resto do pais. Verifica-se, portanto, que, apesar da producdo de biomassa demandar
grandes extensdes de terras, mesmo em regides com alta densidade demogréfica,

ainda é possivel encontrar areas para essa atividade.
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Fontes de Biomassa | Processo de Conversao Energético
—- Fermentagio — Etanol
Etﬂis - ] 3
\Mgio '_"m 1 < Liquefacio ——— Comb. Liguida
lenhosos
» Comb. Direta —— Calor
i
IR 2 [ camobecin
Vegetais
tenhosos — (—— [ _ £
Pirdlise L: Carvio
Residuos  |—+— Urbanos *|  Biodigestio | Gés Comb.
Organicos =
.
——l Craqueamento . Biogds
Bofuidos | ey g |2 sosee

Figura 3. Diagrama esquematico dos processos de conversdo energética da

biomassa. Fonte: BALANCO ENERGETICO NACIONAL - BEN. Brasilia: MME, 1982.

Durante os ultimos 35 anos, muito progresso foi feito no sentido de se
determinar as caracteristicas estruturais dos polissacarideos que compdem a

biomassa e caracterizar as enzimas responsaveis por sua degradacao.

1.3 Estrutura da madeira

A madeira € um complexo constituido por substéncias naturais como
celulose (40-50%), hemicelulose (20-35%), lignina (15-35%), além de
proteinas e compostos fendlicos unidos por ligacdes intermoleculares formando

uma rede complexa. Entretanto, é importante lembrar que a composi¢do quimica da
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parede também depende da espécie arborea, das condi¢cdes do clima e do solo, de
caracteristicas genéticas, altura do tronco, amostragem e do préprio método de
analise (TIMELL, 1965; SAKA, 2001; POLIZELI, 2008b).

O esquema abaixo (figura 4) mostra de que maneira as substancias
contituintes da madeira estdo organizadas formando a parede celular vegetal. Em
cada camada as porcentagens de celulose, hemicelulose e lignina variam em
proporcdo. A parede celular primaria (P) possui 10, 20 e 70% de celulose,
hemicelulose e lignina, respectivamente. Ja na parece celular secundaria, formada
por trés camadas (S1, S2 e S3), a proporcdo desses componentes (celulose,
hemicelulose e lignina, respectivamente) correspondem a 35, 25 e 40% em S1, 55,
30, e 15% em S2 e 55, 40, 5% em S3. Na lamela média (LM) a proporcdo desses

componentes corresponde a 0, 10 e 90% (Polizeli, 2008b).

1.4 Os sistemas enzimaticos em estudo

1.4.1 Hemiceluloses, hemicelulases e o sistema xilanolitico

As hemiceluloses séo classificadas de acordo com o agucar presente em
sua molécula. Assim, a xilana € um homopolimero linear que contém monémeros de
B-D-xilopiranosil unidos por ligacdes glicosidicas B-1,4 (SUBRAMANIYAN & PREMA,
2002; POLIZELI et al., 2005) que, na natureza, geralmente esta associada a outros
aclucares, formando glucuronoxilanas, glucuronoarabinoxilanas, glucomananas,

arabinogalactanas e galactoglucomananas.
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Figura 4. Esquema basico da estrutura da parede celular de madeiras moles e de
madeiras duras. LM - lamela média; P - parede celular primaria e camadas da parede

celular secundaria S1, S2 e S3 (modificado de Polizeli, 2008b).

A xilana é a principal hemicelulose de madeiras provenientes de
angiospermas (15-30% do peso seco total), sendo menos abundante em madeiras
de gimnospermas (7-12%). Em madeiras duras (angiospermas), a xilana € formada
por pelo menos 70 residuos de B-xilopiranosil (figura 5). Cada décimo residuo de
xilose carrega um acido o-4-o-metilglucurénico. Além disso, estas xilanas séo
altamente acetiladas (70%). A acetilacdo pode ocorrer tanto no C2, quanto no C3,
conferindo a xilana sua parcial solubilidade em agua. Por estas razdes sao
denominadas o-acetil-4-o-metilglucuronoxilana. Ja em madeira mole (gimnospermas)
a xilana € composta por arabino-4-o-metilglucuronoxilana, apresentando um

contetdo maior em acido 4-o-metilglucurdnico do que as madeiras duras (figura 5).
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Porém, as xilanas de madeira mole ndo sdo acetiladas, e no lugar do grupo acetil
apresentam um grupo o-L-arabinofuranosil unidos ao C3 da xilose por ligacdes
glicosidicas o-1,3. (FERREIRA-FILHO, 1994; SUNNA & ANTRANIKIAN, 1997;
POLIZELI et al., 2005).

Devido a sua heterogeneidade estrutural, a degradacdo da xilana requer a
acdo de varias enzimas, ou seja, de um sistema enzimatico que se encontra presente
em fungos e bactérias.

As enzimas pertencentes ao sistema xilanolitico séo:

» B-1,4-endoxilanase (1,4-B-D-xilana xilohidrolase; EC 3.2.1.8): cliva
ligacdes glicosidicas internas da cadeia principal da xilana, acarretando diminuicdo do
grau de polimerizacdo do substrato. Essa clivagem ndo ocorre ao acaso, uma vez que
as ligacbes a serem hidrolisadas dependem da natureza do substrato, isto é, do
comprimento, do grau de ramificacdo e da presenca de substituintes (LI et a/., 2000;
POLIZELI et al., 2005; PEIXOTO-NOGUEIRA et al., 2008a). Inicialmente, os principais
produtos formados sdo os xilooligossacarideos (CHAVEZ et al, 2006). Vérias
classificacbes sdo atribuidas para as endoxilanases sendo que WONG et al. (1988)
dividem as endoxilanases em n&o desramificadoras, as quais ndo catalisam a
hidrolise nos pontos de ramificagdo 1,3-o-1-arabinofuranosil de arabinoxilanas, em
adicao a hidrolise das ligacGes da cadeia principal e, portanto, néo liberam arabinose;
e desramificadoras, as quais hidrolisam os pontos de ramificagdo, liberando
arabinose. A presenca de cada forma individual foi relatada em diversos fungos. No
entanto, ha aqueles que sdo capazes de produzir ambas as formas de xilanases, o

gue resulta em maior eficiéncia na hidrélise de xilana.



I ntroducéo 11

nu—{r(_FJ; (h‘/ —{a G|uL.urUr1ldeE|

feruloylpcoumaraylesterase Endu i xylanasa

S S e

.y

1 o
CH,0 | +—
f | Acetylxylanesterase | l
OH
o

CO0H

o o B O, M
o o oH 0§ oM o
. . A9
a-Arabinofuranosidase 4 L
o o -

| f-D-Xylosidase | l

o b LU o o
ﬁi pLINRN L “ﬁ“‘ }‘ \
oM OH

Figura 5. Representacdo esquematica de uma molécula de xilana e das enzimas do

sistema xilanolitico (POLIZELI, 2008b).

B-D-xilosidase (B-D-xilosideo xilohidrolase; EC 3.2.1.37): tem sido
classificada de acordo com sua afinidade relativa junto a xilobiose e
xilooligossacarideos maiores. Xilobiases e exo-B-xilanases podem ser reconhecidas
como entidades distintas (Biely, 1985; 1993), mas, aqui serdo referidas como [3-
xilosidases que hidrolisam xilooligossacarideos pequenos e xilobiose a partir da
extremidade ndo redutora, liberando xilose. As B-xilosidases purificadas geralmente
n&o hidrolisam xilana, sendo a xilobiose seu melhor substrato (CHAVEZ et al., 2006).
Ja a afinidade por xilooligossacarideos é inversamente proporcional ao seu grau de

polimerizagdo. Essas enzimas sdo capazes de clivar substratos artificiais, como p-
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nitrofenil-B-D-xilopiranosideo e o-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo (KURAKABE, 1997).

o Acetil-xilanaesterase (EC 3.1.1.6): remove o0s substituintes o-acetil a
partir da posicdo C2 e/ou C3 dos residuos de xilose na acetilxilana (CAUFRIER et al.,
2003; CHAVEZ et al., 2006). Tem funcdo importante na sacarificacdo da xilana, uma
vez que a retirada de grupos acetil presentes na cadeia principal da xilana facilita a
acdo de endoxilanases, a qual pode estar inibida parcialmente devido a
impedimentos estéricos.

e Arabinase: remove o0s residuos de L-arabinose substituidos no C3 das

unidades de xilose, podendo ser dividida em exo-o-L-arabinofuranosidase (EC

3.2.1.55) que degrada p-nitrofenil-a-L-arabinofuranosideos e arabinanas ramificadas,

e endo-1,5-a-L-arabinase (EC 3.2.1.99), que hidrolisa somente arabinanas lineares. A

maioria das arabinases estudadas € do tipo exo (DE VRIES et a/., 2000).

e o-Glucuronidase (EC 3.2.1): hidrolisa as ligagdes o-1,2 entre &cido
glucurdnico e residuos de xilose na glucuronoxilana (CHAVEZ et al., 2006). Alguns
microrganismos apresentam atividade méaxima somente quando substratos
glucoronoxilana curtos séo utilizados. Entretanto, a especificidade da enzima junto ao
substrato varia de acordo com a fonte microbiana (TENKANEN & SIIKA-AHO, 2000).

e Acido ferutlico esterase (EC 3.1.1) e acido p-coumarico esterase
(EC 3.1.1): clivam ligacBes éster na xilana, respectivamente, entre as cadeias laterais
de arabinose e do acido ferulico, e entre arabinose e acido p-coumarico
(WILLIAMSON et a/.,1998; CREPIN et al., 2004; CHAVEZ et al., 2006).

A heterogeneidade e complexidade da xilana tém resultado em uma
diversidade de xilanases com seqUéncia primaria, enovelamento e especificidade

variada, levando a limitagbes quanto a classificacdo dessas enzimas por
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especificidade de substrato somente. WONG et al. (1988) classificaram xilanases
baseado em suas propriedades fisico-quimicas e propbs dois grupos: aquelas com
um baixo peso molecular (< 30kDa) e pl béasico, e aquelas com um alto peso
molecular (> 30kDa) e pl acido. Contudo varias exce¢bes para este modelo tém sido
encontradas (SUNNA & ANTRANIKIAN, 1997). Assim, um sistema de classificacdo
mais complexo foi introduzido, baseado em comparacdo da estrutura primaria dos
dominios cataliticos e em enzimas com familias de sequéncias relacionadas
(HENRISSAT et al., 1989; HENRISSAT & COUTINHO, 2001).

Enzimas, dentro de uma familia particular, tém estrutura tri-dimensional
(HENRISSAT & COUTINHO, 2001) e mecanismo molecular similares (GEBLER et al.,
1992). Tem-se sugerido também que elas podem apresentar uma especificidade
similar de acdo em substratos pequenos, sollveis e sintéticos (CLAEYSSENS &
HENRISSAT, 1992). A evolucao divergente tem resultado em algumas familias tendo
estrutura tri-dimensional relacionada. Portanto, o grupamento dessas familias em
niveis hierarquicos mais altos, conhecidos como cld, tem sido criados (BOURNE &
HENRISSAT, 2001).

Dentro desse sistema de classificacdo, xilanases sdo normalmente
reportadas como sendo restritas as familias 10 e 11 (SUNNA & ANTRANIKIAN, 1997;
TORRONEN & ROUVINEN, 1997; SUBRAMANIYAN & PREMA, 2002). No entanto, uma
busca minuciosa na literatura disponivel mostra que as familias 5, 7, 8, 10, 11 e 43
(tabela 2) contém xilanases com dominios cataliticos distintos com atividade endo-
1,4-B-xilanase.

Membros dessas familias diferem em suas propriedades fisico-quimicas,

estrutura, modo de acdo e especificidade ao substrato, embora semelhancas
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existam. Por exemplo, as familias 5 e 10 sdo classificadas em cla GH-A, indicando um
enovelamento tri-dimensional similar. As familias 5, 7, 10 e 11 contém enzimas que
catalisam a hidrélise com retencdo da configuragcdo anomérica com dois residuos de
glutamato, estando envolvidas no mecanismo catalitico em todos os casos. Em
contraste, enzimas das familias 8 e 43 tipicamente funcionam com uma inversdo do
centro anomérico e acredita-se que um residuo de glutamato e um de aspartato
fazem parte do residuo catalitico (COLLINS et a/., 2005).

Tabela 2. Familias glicosideo hidrolases contendo enzimas com atividade
demonstrada em xilana. O enovelamento, mecanismo de acdo e residuos cataliticos

caracteristicos para cada familia estdo mostrados.

Familia Membros com Residuo
Glicosideo uma atividade Enovelamento Cla Macanismo acido-base Base
Hidrolase = demonstrada catalitico geral geral/
em xilana nucleofilica
5 8 (B/o)g GH-A Retido Glutamato Glutamato
7 1 B-jelly roll GH-B Retido Glutamato Glutamato
8 4 (o/)s GH-M Invertido Glutamato?  Aspartato?
10 127 (B/ov)g GH-A Retido Glutamato Glutamato
11 173 B-jelly roll GH-C Retido Glutamato Glutamato
43 1 5-Blade GH-F Invertido Glutamato®  Aspartato?
B-propeller

2 Suposto residuo catalitico, estes ndo tém sido confirmados decisivamente.

1.4.2 A lignina e o sistema ligninolitico

A lignina ou lenhina é um polimero tridimensional amorfo encontrado nas
plantas terrestres. Trata-se de um polimero amorfo complexo composto de unidades
de fenil propano (C9) unidas por diferentes tipos de ligacbes que se encontra

associado a parede celular, cuja funcdo € a de conferir rigidez, impermeabilidade e
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resisténcia a ataques microbiolégicos e mecanicos aos tecidos vegetais (BANOUB et
al., 2007).

A lignina é formada pela polimerizacdo dos alcoois cumaril, coniferil e
sinapil. E justamente a proporcdo entre esses trés compostos que vai resultar nas
ligninas de diferentes tipos. Esses alcoois sdo, portanto, os precursores da lignina e

derivam do acido chiquimico (figura 6).

CH,0
CO,H \
HO Q c3H5° HO @CBHSO HO @cszo
CH. O/
R ;
ua? OH H,CO
OH
acido alcool alcool alcool
chiquimico coniferil p-coumaril coniferil

Figura 6. Precursores da lignina.

O acido chiguimico é formado a partir da glicose durante a fotossintese. A
biossintese das varias unidades de lignina se d& através de varias etapas da
transformacdo do &cido chiquimico. Ha principalmente acdo de fenolases e
metiltransferases, até resultar nos aminoacidos aromaticos (fenilalanina e tirosina)
precursores do lignais.

As ligninas podem ser divididas em trés categorias: lignina de
Lgimnospermas (madeira mole), de angiospermas (madeira dura) ou de gramineas.
A lignina de madeira mole é constituida principalmente por alcool coniferil, podendo

ter também &lcool p-coumaril, mas ndo possui alcool sinapil. J& a lignina de madeira
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dura € composta de porcdes semelhantes dos alcoois coniferil e sinapil (cerca de
46%) enquanto apenas 8% de p-hidroxifenilpropano (derivado do &lcool p-coumaril).
Por ultimo, a lignina das gramineas € composta por unidades de coniferil, sinapil e
alcool p-coumaril em maior propor¢do quando comparada aos demais tipos de lignina
(BANOUB et al., 2007).

Assim como na madeira, nas gramineas a lignina faz parte da parede
celular secundaria e pode ser dividida em lignina corea e ndo corea, sendo que a
lignina corea possui alta massa molecular, solubiliza em detergentes alcalinos e sua
estrutura € bem mais condensada em comparacdo a lignina ndo-corea. Todas as
forragens possuem lignina, sendo esta encontrada em maior quantidade nas
leguminosas, principalmente nos caules, comparado as gramineas. Vale ressaltar
também que o acumulo de lignina sofre influéncia de diversos fatores, entre eles a
temperatura, portanto, podemos dizer que as forragens de clima tropical possuem
um maior teor de lignina, comparado as de clima temperado (JUNG, 1989).

Fazem parte do complexo ligninolitico as trés ligninases: lignina-
peroxidase (Li-P), manganés-peroxidase (Mn-P) e lacase. Segundo CARVALHO
(2004) e Aro et al. (2005) essas enzimas sao produzidas, principalmente, por
basidiomicetos e, segundo ele, os principais agentes de degradacdo da lignina estédo
entre os fungos da decomposicdo branca, que sdo dotados de um sistema
ligninolitico constituido de peroxidades (Li-P; Mn-P) e de lacase. S&o essas enzimas
gue proporcionam a esses fungos a capacidade de desestabilizar a estrutura da

lignina (CHAGAS & DURRANT, 2001).

» Lignina-peroxidase (Li-P): oxida a lignina e outros compostos

derivados da mesma, além de compostos néo fendlicos por retirada de elétron de um
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nacleo aromatico, criando radical instavel que passa por numerosas transformacdes
levando a decomposi¢do do substrato. A acdo dessa enzima resulta em: oxidacdo de
alcoois benzilicos, quebra de cadeias aromaticas, desmetilacdo, rearranjos
intramoleculares e quebra de anéis em compostos ndo fendlicos relacionados a
lignina. O alcool veratrilico é o redutor preferido pela Li-P, sendo produzido pelo
fungo de degradacdo branca apds lignolise e, aparentemente, protege a enzima
contra inativacdo pelo excesso de peroxido de hidrogénio (H.O,). Na presenca de
peroxido de hidrogénio, a Li-P oxida o &lcool a veratraldeido, reacdo esta comum em

ensaios de atividade da Li-P (CARVALHO, 2004).

e Manganés-peroxidase (Mn-P): assemelha-se a Li-P, entretanto,
além de H,0, requer ions Mn*? e oxida Mn(11) a Mn(l11) (CRAWFORD & POMETTO,
1988; CARVALHO, 2004) e, em meio de cultivo, a presenca de cobre pode influenciar
fortemente na sua producdo (MOUSO et al., 2003b).

e Lacase: sdo fenoloxidases pertencentes ao grupo das oxidases,
produzidas por fungos e plantas. Possuem um fon Cu®* em seu sitio ativo que, por
processo oxidativo, remove fenil-propano mais externo a cadeia, gerando radicais
fenoxila. Esses radicais atuam em reacfes ndo cataliticas como acoplamento radical-
radical, desprotonacdo a ataques nucleofilicos pela agua, levando as reacbes de
polimerizacdo, quebras alquiarilicas e oxida¢des nos centros ativos e desmetilagdes.
Alguns intermedidrios aromaticos de baixa massa molecular acabam também
liberados resultando na despolimerizacdo da lignina (TIEN & KIRK, 1988; CARVALHO,
2004). Assim como as Mn-P, a presenca de cobre no meio de cultivo também pode

influenciar fortemente na sua produgéo segundo MOUSO et a/. (2003b).
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1.5 Regulacédo dos sistemas enzimaticos em estudo

1.5.1 Regulagéo do sistema xilanolitico

Nos Ultimos anos, as producbes cientificas a respeito das xilanases
produzidas por microrganismos tém aumentado significativamente, assim, estudos
sobre a secrecdo e inducdo de xilanases sdo necessarios para que se possam
desenvolver eficientes produtores do sistema xilanolitico para utilizacdo em
aplicacdes biotecnologicas.

A xilana, sendo estruturalmente um polimero, ndo pode atingir niveis
intracelulares e necessita desencadear um mecanismo de sinalizagdo para a
expressado génica de enzimas xilanoliticas (figura 7). Segundo BIELY (1985), ARO et
al., (2005) e POLIZELI et al. (2005) este mecanismo envolve residuos menores, tais
como xilobiose e xilotriose, entre outros. Xilanases constitutivas, em niveis
relativamente baixos, sdo relatadas como as enzimas responsaveis pela producao
destes xilooligossacarideos a partir da xilana. Através de permeases, estes
xilooligossacarideos sd@o transferidos para o interior da célula desencadeando a
transcricdo de genes do sistema xilanolitico.

Assim, € necessaria a presenca de pelo menos trés componentes
importantes para a completa assimilagdo da xilana. Inicialmente a presenca de uma
endo-1,4-B-xilanase extracelular, com a liberacdo de xilooligossacarideos maiores,
posteriormente a presenca de uma B-xilosidase permease para o transporte da
xilobiose e outros xilooligossacarideos para dentro da célula, e logo em seguida a
acdo de uma B-xilosidase intracelular que terd como produto final a formacédo de
xilose a partir dos xilooligossacarideos menores (PRADE, 1995; POLIZELI et al.,

2005).
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Atualmente, para o aprimoramento desses estudos, conta-se com a
possibilidade de utilizacdo da biologia molecular para confirmar as anélises
biogquimicas. Neste contexto, o fungo Aspergillus phoenicis foi utilizado em nosso
laboratorio para se analisar a regulacéo de seu sistema xilanolitico frente a diferentes
indutores de xilanase. Estudos bioquimicos foram confirmados através de analise de

RNAmM (northen-blot) por RIZZATTI et al. (2008).

—[ Sintese Enzimatica
T A A
Inducao Represséo
B-xilosidase
Xil, Xils y Xil Glicose
Citosol
T A
Secrecéo Permeases MP
| ) Meio
Xilz Xily extracelular
—p Xilanase Glicose
Xilana

Figura 7. Regulacdo da biossintese de enzimas xilanoliticas. Xilanases constitutivas
degradam xilana a xilooligossacarideos que, através de permeases, entram no

citoplasma desencadeando a transcricdo de outros genes para a producdo de
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xilanases e B-xilosidases. Abreviagdes: Xil — xilose; Xil, — xilobiose; Xil; — xilotriose

(adaptado de POLIZELI et al., 2005).

O que se verifica é que para A. phoenicis a regulacdo da sintese de
xilanases ocorre principalmente em nivel transcricional envolvendo moléculas
reguladoras como o AMPc. Sua sintese é induzida na presenca de xilana ou xilose e
inibida na presenca de glicose (RIZZATTI et al., 2008). Na literatura, mecanismos
semelhantes de regulacdo foram verificados para outros fungos do género
Aspergillus (BHELLA, 1988; MOROSOLI et al., 1989; HRMOVA et al., 1991; GHOSH &
NANADA, 1994; DE GRAFF et al., 1994; OSHIMA et al., 2006). As demais enzimas
envolvidas na degradagdo da parede celular como as celulases e ligninases séo,
basicamente, reguladas da mesma maneira, ou seja, envolve moléculas reguladoras
como o AMPc e sdo induzidas na presenca de seus respectivos polimeros (celulose ou

lignina) (ARO et al., 2005).

1.5.2 Regulacéo do sistema ligninolitico

Basidiomicetos como Stereum hirsutum (fungos da decomposicao branca)
sdo descritos como importantes ligninoliticos (MOUSO et a/., 2003a, b e c). Assim, a
maior parte dos conhecimentos sobre a regulacdo da secrecdo das ligninases provém
deste grupo de fungos. Outros basidiomicetos estudados sédo Coriolus versicolor
(CLOETE & CELLIERS, 1999), Phanerochaete chrysosporium (JEFRIES et al., 1981;
BONONI, 1997; MOUSO et al., 2007 e SHARY et al., 2008) e Pleurotus eryngii (RUIZ-

DUENAS et al., 1999; RODRIGUEZ et al., 2008).
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Segundo ARO et al. (2005) as ligninases tém um sistema de regulacao
semelhante ao das demais enzimas (celulases e hemicelulases) envolvidas na
degradacdo da parede celular vegetal. Este controle ocorre em nivel da sintese de
RNAmM onde ha expressao dos genes do sistema ligninolitico (lacase, Mn-P e Li-P) na
presencga de lignina (TIEN & TU, 1987; ARO et al., 2005). O primeiro passo para a
degradacdo da lignina é a sua despolimerizacdo pela Li-P que, em Phanerochaete
chrysosporium, é secretada concomitantemente ao peréxido de hidrogénio (TIEN &
TU, 1987). Para este fungo, FAISON & KIRK (1987) e TIEN & TU (1987) também
reportaram que a secre¢do de Li-P ocorre mais significativamente em meio com

limitacdo de nitrogénio.

1.6 Aplicacao biotecnoldgica das enzimas em estudo

O grande interesse no estudo de enzimas estd na sua possibilidade de
aplicacdo em diversos setores da industria melhorando procedimentos e produtos ja
existentes, bem como no estabelecimento de novos processos. As principais
aplicacbes de xilanases sédo para o biobranqueamento da polpa de celulose na
industria de papel e celulose (BHAT, 2000; WHITMIRE & MAITI, 2002; TECHAPUN et
al.,, 2003; SANDRIM et al., 2005; BETINI et al., 2008; PEIXOTO-NOGUEIRA et al.,
2008a), bem como na industria de ragdes (TRICARICO et al., 2005; JURKOVICH et

al., 2006).

1.6.1 Aplicacdo biotecnolégica na industria de papel e celulose
Nos udltimos anos, estudos sobre aplicacdo biotecnolégica de xilanas e

xilanases tem aumentado consideravelmente, principalmente aqueles voltados para a
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industria de papel e celulose (POLIZELI et al., 2005, SANDRIM et al., 2005; BETINI
et al., 2008; PEIXOTO-NOGUEIRA et al., 2008a; POLIZELI, 2008a e b).

A fabricacdo do papel inicia-se com a lavagem e o descascamento das
toras de madeira. Segue-se a picagem do material em cavacos visando facilitar a
difusdo dos reagentes utilizados no tratamento da polpa em um processo
denominado de polpacao. Este processo de polpagdo tem como objetivo facilitar a
separacao das fibras e melhorar suas propriedades para a fabricacdo do papel. Esta
polpacdo pode ser realizada por meio de um processo quimico no qual a maior parte
da lignina é retirada da madeira, mas, com a utilizagdo deste processo, somente 40 —
50% da massa total inicial da madeira é aproveitada. Ha outros processos mecanicos
de polpagdo nos quais ocorre minima remoc¢do dos componentes da madeira,
levando ao seu aproveitamento quase que total (http://www.aracruz.com.br).

No Brasil, o processo de polpacdo mais utilizado é o processo kraft no
qual os cavacos de madeira sdo submetidos a uma reacdo com uma solucédo
contendo hidréxido (NaOH) de sédio e sulfeto de sddio (Na,S) dentro de um digestor
em condicdes elevadas de temperatura e pressdo. Esses produtos quimicos véo
solubilizar a lignina fragmentando-a em substancias de baixa massa molar que vao
solubilizar em pH alcalino e ser removidas por meio de inUmeras lavagens. A polpa
ou pasta celuldsica resultante do processo kraft (polpa marrom) ainda é inadequada
para a producdo de alguns tipos de papel sendo necesséario, ainda, a retirada da
lignina residual. Sabe-se que, nesta etapa, a lignina restante encontra-se fortemente
ligada as fibras de celulose. Portanto, o processo de branqueamento necessita ser
realizado em varias etapas para garantir maxima brancura com minima degradacéo

da celulose. Os reagentes utilizados sdo cloro (Cl;), dioxido de cloro (CIlOy),
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hipoclorito de sodio (NaClO) oxigénio (O,) e oz6nio (O3). Apds a polpa atingir os
niveis adequados de brancura passa-se para a formacdo dos fardos de papel
(BUCHERT et al., 1992; POLIZELI et al., 2005). Observa-se na figura 8 um esquema
representativo deste processo.

A fibra de celulose é recoberta por polimeros de lignina e de xilana que
servem para conferir estabilidade a parede celular da planta (BOUDET et al., 2003 —
figura 9) e, esses acucares, principalmente a lignina, sdo o0s responsaveis pela
coloracdo escura da polpa de celulose. Os processos acima descritos geram

quantidades significativas de poluentes. Atualmente, frente as maiores restri¢cdes

Preparacao Polpacédo

da madeira kraft > Lavagem
Lavagem NaOH e Na,S,

Descascamento alta temperatura

Picagem e pressao.

Pré-
branqueamento p Branqueamento

O, em duas etapas

O; e Cly
Extracdo alcalina POLPA DE
CIO, CELULOSE

Figura 8. Esquema representativo de um processo de producdo da polpa de

celulose (adaptado de http://www.aracruz.com.br e de RIZZATTI, 2004).
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dos regulamentos ambientais, procuram-se alternativas para a diminuicdo da
utilizacdo desses compostos cloridricos na industria de papel (VIIKARI et al., 1994;
RIZZZATI,2004; SANDRIM et al., 2005; BETINI et al., 2008; PEIXOTO-NOGUEIRA et
al., 2008a).

Para haver mais eficiéncia na retirada da lignina e, consequentemente, no
branqueamento da polpa celulésica, a xilana, agucar que interage com a lignina e
dificulta a acdo dos reagentes quimicos sobre ela, necessita ser retirada. Assim, a
retirada da xilana pode ser realizada através da sua conversdo em Xxilose e
xilooligossacarideos por meio de hidrélise &cida. A hidrélise é&cida é usada
frequentemente por ser mais rapida, mas também € acompanhada pela formacéo de
compostos toxicos poluentes e, aléem disso, ao longo do tempo, pode levar a

corrosédo dos equipamentos utilizados durante seu processo (RIZZATTI, 2004).

celulose

lignina

hemicelulose i

Figura 9. Representacdo esquematica da parede celular secundaria (BOUDET et al.,

2003).
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Recentemente, algumas inddstrias demonstraram interesse no
desenvolvimento de processos eficientes (e menos poluentes) de hidrélise enzimatica
como alternativa para o tratamento do material hemicelulésico. Na literatura, ha
muitos estudos sobre processos de hidrdlise enzimatica envolvendo a remocgdo da
xilana utilizando-se xilanases (RIZZZATI, 2004; SANDRIM et al., 2005; BETINI et
al., 2008; PEIXOTO-NOGUEIRA et al, 2008a) bem como estudos envolvendo a
hidrolise da lignina utilizando-se ligninases (KATAGIRI et al., 1995).

Atualmente, xilanases comerciais sdo produzidas, por exemplo, no Japéo,
Finlandia, Alemanha, Irlanda, Dinamarca, Canada e Estados Unidos. Na industria, sédo
usados microrganismos produtores de xilanases como Aspergillus niger (BETINI et
al., 2008), Trichoderma sp (BUCHERT et al., 1992; MANTYLA et al., 2007), Humicola
insolens (SORENSEN et al.,, 2007) entre outros. Entretanto, as xilanases comerciais
também podem ser produzidas por bacilos (KERSTERS-HILDERSON, et al., 1982;
SUBRAMANIYAN & PREMA, 2000; KAMBOUROVA, et al., 2007). Entretanto, no Brasil,
0 uso dessas enzimas ainda ndo é adotado pela maioria das industrias (excegdo para
a Champion Celulose e Papel Ltda.), uma vez que sdo extremamente onerosas e,
infelizmente, ha inUmeras empresas que ndo s6 vendem esses produtos quimicos

(Cl,, NaClO, CIO,, H,0,) para a industria papeleira (www.solavayindupa.com) como

também divulgam estudos a respeito da utilizacdo de produtos quimicos como o
peroxido de hidrogénio (H20,) - SIQUEIRA & FILHO (2008).

O modo exato de como as xilanases agem nos processos de
branqueamento ainda ndo esta totalmente esclarecido. Existem algumas teorias que
tentam explicar este mecanismo, uma delas menciona que o tratamento com

xilanases tem funcédo de remover a xilana precipitada da superficie da polpa (ocorrida
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durante o cozimento). Segundo VIIKARI et al (1994) a remocdo desta xilana
provavelmente aumentaria a permeabilidade da fibra e acessibilidade dos reagentes
a lignina (figura 9). H4& ainda uma segunda teoria que se baseia em estudos
estruturais que indicam estar, na madeira, a lignina unida a polissacarideos, através
do complexo lignina-carboidratos (este mesmo tipo de interacdo € verificado em
plantas forrageiras). Algumas das ligagbes envolvendo tais complexos sédo alcali-
resistentes e ndo hidrolisam durante o cozimento Araft e, consequentemente, alguma
lignina residual permanece ligada a hemicelulose apés o cozimento (BUCHERT et al.,
1992). O tratamento enzimatico hidrolisa a xilana a pequenos fragmentos permitindo
que a lignina associada a essas pequenas cadeias de hemicelulose sejam mais
facilmente removidas através de extracdes subsequentes (RIZZATTI, 2004). A
hidrolise parcial da fracdo hemiceluldsica por xilanases aumenta a susceptibilidade da
lignina a processos de biobranqueamento e, assim, a quantidade de compostos
quimicos utilizados € menor.

Ja as ligninases atuam despolimerizando e hidrolisando a lignina. Esta
capacidade do complexo ligninolitico permite que este seja aplicado na induastria
papeleira para a extracdo da ligninase (KATAGIRI et al., 1995), ap0s a extracdo da
xilana (de preferéncia por meio de hidrélise enzimatica). Segundo MIELGO et al.
(2001), a hidrdlise da lignina pode ser importante ndo apenas para a clarificacdo de
polpas celulésicas como também para o tratamento de efluentes desta industria

(biorremediacao).
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1.6.2 Aplicacao biotecnoldgica na industria de racoes

As enzimas em estudo (xilanases e ligninases) podem também ser
aplicadas como aditivo em racdo para ruminantes, no intuito de aumentar a
digestibilidade de alimentos fibrosos e, consequentemente, o desempenho do
animal. Essas enzimas atuam degradando os carboidratos ingeridos no alimento e
fornecem aclUcares menores para as bactérias presentes no rumen bovino. Na
presenca desses oligossacarideos rapidamente assimilaveis, ha uma maior e mais
rapida proliferacdo das bactérias no rimen aumentando a eficiéncia do processo de
digestdo (MARTINS, 2003; LOURES, 2004).

Enzimas exdgenas tém sido aplicadas em ruminantes para melhorar a
digestibilidade da forrageira e, consequentemente, 0 consumo voluntario de
alimento. Além disso, outros possiveis beneficios incluem a remocgdo de fatores
antinutricionais (taninos, alcaldides, inibidores de amilases), com a melhora na
disponibilidade de certos nutrientes da planta.

As respostas obtidas tém sido variadas. Como respostas positivas pode-se
destacar o aumento na digestibilidade da forragem e do desempenho animal. A
variabilidade das respostas em funcdo da utilizacdo de enzimas fibroliticas exégenas
€ dependente da ampla diversidade de produtos comerciais disponiveis, que variam
no tipo de enzima contido no produto, na fonte dessa enzima (bactéria ou fungo), no
método de aplicacdo na dieta, na quantidade de incluséo, e na atividade da enzima.

O aditivo a base de enzima é caracterizado pelo extrato enzimatico
concentrado produzido pela fermentacdo fangica (7richoderma longibrachiatum,
Aspergillus niger e A. oryzae) e/ou bacteriana (Bacillus spp. Lactobacillus acidophilus,

Lactobacillus plantarum e Streptococcus faecium). Este concentrado ndo devera
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conter ceélulas microbianas devido aos processos de filtracdo para a obtencdo do
produto final (BEAUCHEMIN et al, 2002). Fungos do género Aspergillus sao
considerados bons produtores da enzima exdgena fibrolitica xilanase utilizada na
industria de alimentos para animais. Esse género € comumente encontrado no
ambiente, é cosmopolita, caracterizado pelo seu rapido crescimento e alta
capacidade de utilizar diversos substratos. Os fungos apresentam destacada
importancia na digestdo da fibra, ja que penetram na cuticula e na parede celular
dos tecidos lignificados. No rumen, os fungos da flora ruminal atuam de modo
semelhante (penetram na cuticula e parede das plantas), entretanto, vale lembrar
que a populacdo microbiana presente no rumem € anaerébica (MARTINS, 2003;
LOURES, 2004), diferentemente dos Aspergillus estudados neste trabalho.

Fisiologicamente, existe uma série de possiveis modos de acdo das
enzimas exogenas e, conforme descrito, esses efeitos podem ser tdo simples como a
liberacdo de carboidratos solGveis ou tdo complexos como a remocdo de ions de
barreiras estruturais. O grau de liberacdo dependera do tipo de alimento e do tipo de
enzima utilizada.

Neste tipo de aplicacdo biotecnolégica o objetivo € que a enzima
adicionada trabalhe em conjunto com 0s microrganismos presentes no ramen
ajudando na liberacdo de aclUcares e outros componentes dos carboidratos
complexos.

A adicdo de xilanases pode, até mesmo, alterar as atividades fisioldgicas
da populacdo bacteriana ruminal (COLOMBATTO et al, 2003b). Desta maneira, €
comum observar aumento na producdo de propionato e butirato e menos acetato e

metano, como resultado do emprego de enzima fibrolitica (EUN & BEAUCHEMIN,
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2007). Essas mudancas fisiologicas resultam do aumento na digestibilidade do
alimento. Outra vantagem na adicdo de enzimas € a reducdo na liberacdo de gés
metano pelo rebanho. O metano é um poluente preocupante, pois juntamente com o
diéxido de carbono € responsavel pelo efeito estufa, uma vez que provoca retencéo

do calor e aquecimento da superficie da terra.

1.6.3 Outras aplicac6es biotecnoldgicas

Produtos da hidrolise de xilana, como a xilose, podem ser convertidos em
combustiveis liquidos como etanol (SHAPACK et al, 1987; CHEN et al, 2007),
solventes, e adocantes artificiais de baixa caloria (xilitol) (PARAJO et al., 1998;
ARISTIDOU & PENTILLA, 2000; LIAVOGA et al., 2007). Outra categoria envolve o
uso do complexo xilanolitico no processamento de fibras vegetais, como o canhamo
ou o linho na industria téxtil (CSISZAR et al., 2006).

Recentemente tém-se realizado muitos estudos sobre tratamento e
remogdo de compostos toxicos do meio ambiente - biorremediacdo (MARIANO,
2006). Neste contexto, as ligninases tém sido consideradas como uma promissora
alternativa biotecnolégica para a biorremediacdo de compostos liberados, por
exemplo, pela industria téxtil, a qual utiliza grandes quantidades de agua e libera
compostos quimicos téxicos durante o processo de tingimento, resultando em
efluentes altamente complexos e recalcitrantes (CARVALHO, 2004). Além disso,
estudos tém mostrado que alguns desses (em especial 0s azocorantes e seus
subprodutos) podem ser carcinogénicos e ou mutagénicos (KUNZ et al, 2002).
Enzimas como a Li-P, Mn-P e lacase podem promover a degradacdo desses

compostos (ARO et al., 2005).
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1.7 O género Aspergillus e o ciclo de vida

A reproducdo sexuada nos Ascomycetes superiores, fase diploide
desenvolve-se de uma Unica maneira, em células dicaridticas ou micélio. Apds a
plasmogamia, estagio em que ocorre a fusdo sexual das células e mistura do
citoplasma, os nucleos que representam dois gametas pareiam-se. Eles persistem e
se multiplicam por um periodo mais curto ou mais longo, em pares ou sincarios. A
medida que as hifas ou células do micélio que os contém crescem, estes nucleos
pareados dividem-se simultaneamente, produzindo novos pares. Finalmente, os
nacleos fundem-se nos ascos jovens, formando um nucleo zig6tico que
imediatamente sofre meiose, formando-se esporos haploides. O ciclo de vida do
fungo Aspergillus nidulans (figura 10 e tabela 3) foi utilizado como modelo para o
género Aspergillus (GOMPERTZ et al., 1999).

No processo parassexual (figura 10 e tabela 3), a fase inicial é
chamada de heterocariose, seguida da fusdo de ndcleos, dando dipldides
heterozigotos. Este processo pode ser verificado somente através da andlise
genética, uma vez que, estudos citolégicos em fungos sdo dificeis de realizar. O
passo seguinte € a producdo de recombinantes. O mecanismo de recombinacdo
envolve permutas mitéticas reciprocas fazendo com que os nucleos filhos sejam
homozigo6ticos para os marcadores distais em relacdo ao ponto de permuta, ou
continuem heterozigotos como a linhagem diploide original. Em seguida, ocorre a
haploidizacdo, a qual resulta de uma série de ndo disjungbes. Um nucleo que
contenha um cromossomo a menos é instavel e pode, através de novas nao

disjuncbes, perder outros cromossomos até atingir o estado de 2n-8=8
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cromossomos, que é o estado haploide estavel no caso do Aspergillus nidulans
(AZEVEDO, 1972). Na tabela 3, o ciclo sexual e parassexual sdo comparados.

Para a realizacdo deste estudo foram utilizados dois fungos do género
Aspergillus. A. niveus e A. fumigatus. Para melhor ilustrar este trabalho e conhecer a
morfologia dos fungos em estudo, fotos de microscopia de luz foram realizadas em
nosso laboratoério; as fotos de microscopia de varredura foram retiradas da internet

(figura 11).
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Tabela 3. Comparacéo entre os ciclos sexual e parassexual em Aspergillus nidulans

(GOMPERTZ et al., 1999).

Ciclo Sexual Ciclo Parassexual

1- fusdo nuclear em estruturas  1- fusdo nuclear rara em células
especializadas resultando zigotos vegetativas dando dipldides;
hibridos ou nédo (autofecundacéo);

2- 0 zigoto persiste por apenas 2- o diploide pode persistir por
uma geracgao nuclear; muitas divisbes mitoticas;

3- 0S produtos meiodticos  3- 0s recombinantes ocorrem em
(ascbsporos) sao facilmente células vegetativas e sdo isoladas
reconhecidos e isolados. guando se usam marcadores

genéticos apropriados.
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Figura 10. Ciclo de vida de Aspergillus nidulans com as fases sexual (---), assexual

(---) e parassexual (---). Fonte: CASSELTON & ZOLAN, 2002.
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Figura 11. Fotografia dos microrganismos em estudo Aspergillus fumigatus (A, C) e
Aspergillus niveus (B, D). Microscopia 6ptica em um aumento de 400x (A, B) e
microscopia eletronica de varredura (C, D). As fotos de microscopia eletrbnica de

varredura foram retiradas do site www.doctorfungi.com.br.
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Nosso objetivo inicial foi coletar material em decomposicdo numa area de
reflorestamento e, partindo da prospeccdo do material coletado, objetivou-se isolar
fungos filamentosos para a producdo de xilanases. O screening de linhagens
produtoras de xilanases foi realizado com os fungos coletados e outros
microrganismos ja presentes em nossa micoteca. Para estudos foram selecionados os
fungos Aspergillus niveus e Aspergillus fumigatus. Objetivou-se também otimizar as
condicdes de cultivo para a producdo de xilanase e ligninases pelos fungos
selecionados, além de caracterizar 0s extratos brutos, realizar estudos de purificacdo
com as xilanases de A. niveus e aplicar as enzimas brutas (xilanases e/ou ligninases)
em processos biotecnolégicos como o biobranqueamento da polpa de celulose e/ou

como aditivo em rac¢des para ruminantes.
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3.1 Coleta e isolamento de fungos filamentosos

Este trabalho fez parte de um projeto tematico junto a rede BIOTA-
Bioprospecta (FAPESP). A coleta foi realizada em 14/12/2004 numa area de
reflorestamento do Campus da USP de Ribeirdo Preto (figura 12). Esta foi realizada
em: (A) regido com vegetacdo de grande densidade (mata fechada — primeiro local a
ser reflorestado), (B) regido com densidade de vegetacdo intermediéria entre a
primeira e a ultima area e, por ultimo, (C) em um local mais recentemente
reflorestado onde a vegetagdo ainda era pouco densa. Os microrganismos foram
coletados a partir de substratos em decomposi¢édo e incubados em meio de farinha
de aveia Quaker® (Emerson, 1941) a 30°C ou a 40°C.

Para um rigoroso controle e identificacdo do local de coleta utilizou-se geo-
referenciamento por GPS - “Global Positioning Systems” para determinacdo da latitude,
longitude e altitude (tabela 4).

Outros dados como data, hora, temperatura ambiente do momento da coleta
foram sempre registrados de acordo com a ficha padrdo para coletas e registro

BIOTA/FAPESP, disponivel no site: http://sinbiota.cria.org.br.

3.2 Isolamento e selecdo dos microrganismos para producdo de
xilanase

Para isolar os fungos filamentos, inicialmente, o material em
decomposicao foi espalhado sobre placa de Petri contendo meio sélido de aveia. A
este indculo foram adicionados 5mL de pentabidtico veterinario (50 mg/mL) para
impedir crescimento bacteriano. Decorridos sete dias de incubacéo, diferentes fungos

se desenvolveram nas placas. Seguiu-se, entdo, o isolamento dos espécimes através
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de inéculo em estrias, utilizando-se alca de platina. Este procedimento foi realizado

até se obterem culturas homogéneas.

Figura 12. Fotos aéreas do reflorestamento do Campus da USP de Ribeirdo Preto —
local de coleta das amostras de material em decomposicdo. Vista aérea em

diferentes angulos (A, B e C).
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Tabela 4. Coleta realizada no Reflorestamento da USP - Campus de Ribeirdo Preto.

Ne Material T.(°C) Precisao GPS Alt. (m) Lat. (©) Long. (°)
(m)

1 Terra e 30 15 572 21° 09,190’ 45° 52,150’
hdmus

2 Terra e 28 9 572 21° 09,232’ 45° 51,507’
hdmus

3 Terra e 32 5 572 21° 09,179’ 45° 51,397’
hdmus

T. — temperatura do ambiente no momento da coleta; Alt. — altitude do local de coleta; Lat. —

latitude do local de coleta; Long. — longitude do local de coleta.

Para selecionar um microrganismo produtor de xilanase utilizaram-se
esses fungos isolados do reflorestamento, além de outras espécies pertencentes a
micoteca do nosso laboratério (Laboratério de Bioquimica de Microrganismos do
Departamento de Biologia da FFCLRP/USP).

Entre 43 fungos (18 coletados e 25 de nossa micoteca), dois foram
selecionados para dar inicio ao nosso trabalho, uma vez que se apresentaram como
bons produtores de xilanase. A identificacdo foi realizada na Faculdade Federal de
Pernambuco: um Aspergillus niveus e Aspergillus fumigatus (verde aveludado

reflorestamento — isolado do material coletado).

3.3 Manutencéao da cepa
As cepas foram mantidas, em laboratério, em meio complexo de aveia,
composto por 4% de farinha de aveia Quaker® e 2% de agar bacteriolgico

(Emerson, 1941). Os meios foram autoclavados (1,5 atm, 120°C, por 15 minutos) em
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tubos de ensaio e posteriormente inclinados. Os repiques foram realizados
periodicamente, com auxilio de uma alga de platina, e mantidos a 30°C durante 5 a 7
dias. Posteriormente, estes foram vedados e guardados em geladeira, a temperatura
de 4°C.

A manutencdo de todo o acervo de fungos utilizado foi também realizada
em silica gel, onde uma suspenséo de esporos foi preparada em 5mL de solucdo de
leite Molico® desnatado (20g/100mL de agua destilada). Desta suspensao,
aproximadamente 1,2 mL foram misturados a 6 g de silicagel branca 1-4 mm contida
em tubos de ensaio (16 x 100 mm) vedados com rosca. Foram armazenados trés

tubos para cada espécime. Todos os passos foram conduzidos de forma asséptica.

3.4 Condicgoes de cultivo

3.4.1 Fermentacdo submersa (FSbm)

Este tipo de fermentacdo foi utilizado para determinar o meio de cultivo
mais adequado para a producdo de xilanase por A. niveus e A. fumigatus. Os
esporos, obtidos a partir de culturas estoques, foram raspados com alca de platina e
suspensos em 10 mL de agua destilada estéril. Um volume de 1 mL da suspenséo de
esporos foi inoculado em frascos Erlenmeyer de 125 mL, contendo 25 mL de meio
liquido e incubados a 40°C, por 120 horas, em estufa bacterioldégica (ou conforme
especificado em cada experimento). Os meios testados e suas composicdes estdo

descritos a sequir:
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Meio CP (PEIXOTO et al., 2003)

EXtrato de [eVedUIa...... ..o 0,89
KH2PO A et ettt ettt ettt et et et et et et et e e e et e e e e eee e e eeeae e, 0,39
MOS0 TH2O .ottt ettt ettt ettt ee e 0,05 g
Xilana BIFCAWOO. .......iuieiiiii e e eeeenn 10¢9
Agua destilatda g.S.P. cuvvveeeeeeeeeiierieeee e e e e 100 mL

Meio Khanna (KHANNA et al/., 1995)

Solucéo de sais de Khanna [20X].......cuvvuieiiiiieiiiiieeeeeee e 5,0 mL
EXtrato de [evedura...........ccouiiniiiiiiicee e 0,19
Xilana BirChWOO .......ceuiieie e e e e 109
Agua destilatda g.S.P. covvvrrereeeeeieieeee e 100 mL

Solucéo de sais de Khanna [20X]

NHANOS <.ttt ettt 2,09
KH2POA +veeeeeeeeeeeeee e ettt ee et et e e et et e e e e e e e ener e e eeees 1,3 g
MOS0 TH20 -ttt ettt ettt ettt 0,362 g
Kl ettt ettt ettt 0,098 g
ZNS08H20 ettt 0,007 g
MNSOLH20. ettt ettt 0,0138 g
FE2(S0)3.6H20 .ottt 0,0066 g
CUSOLS HaO ettt 0,0062 g

Agua destilada 0.5.p. ..eeeieerieee e 100 mL
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Meio SR (RIZZATTI et al., 2001)

SOIUGEAOD de SaIS SR [20X] .uvuienieniiiiiiee e 5,0 mL
PP ONA .. et e 0,02 g
EXtrato de [eVedura...........ovuiieiiiii e 0,45¢
Xilana BIFCAWOO .......vieiiiiiii e e e aens 109
Agua destilatda g.5.P. «.eceeeeeeirrririeeeee e 100 mL

Solucéo de sais SR [20X]

MOSO4. THO . e 0,24 g
KH2PO& et eee e 0,3g
NHAH2P O, e e 1,09
AQUA dESTIAA .S.P. eevrrrreieiieee e e e e e e e e e e e e e e 100 mL

Meio Vogel (VOGEL, 1964)

Solucéo de sais de Vogel [50X] ..vvverieeieeiiieieie e 2,0 mL
SOIUGAO de DIOtING .....eeee e 20 uL
Xilana BirChWOOd ..........oiiiiie e 109
AQUA AESTIAA .S.P. +eveereeeiiierieie e e e e e e e e eeaee e 100 mL

Solucéo de sais de Vogel [50X]

Citrato de sédio pentaidratado ...........ccccveniiniiiiiiiiiieee e, 159
KHoPOA ettt ettt ettt et 25 g
NHANOS ..o ettt 10 g
MOSO4. THO . e 1,09
CACI2.2H20 .. e 0,59

Solucéo de tragos de elementosS........c.vvuvveieiiiiiiieeee e 0,5 mL
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(04 (0T 70 0] 11 1] o N 0,2 mL
Agua destilatda g.S.P. «.eeeeeeeerrririeeee e 100 mL

Solucao de tracos de elementos

ACIHO CItHICO.H2O ..o 59
ZNSO 4. THIO e e 59
FE(NH4)2.(SO4)2.6H20 .. .. e lg
CUSOL.5H20 . 0,259
HIBOR eeveveeeeeeeeee e eee e e et ee et ee et ee et e et erees 0,05 g
MNSO4.HO . e 0,05¢g
NazMOO 4 2H2O .. 0,05¢
(03 [o] o] {01 21 1o IR PP UPPPP 1mL
Agua destilatda g.S.P. «.eeeeeeeereririeeee e e 100 mL

Solucao de biotina

=T ] 4 - U 0,005 g

[ = 1 (0] 101 W 100 mL

Meio Czapek (WISEMAN, 1975)

NP2 11 2 0,3¢g
KHoPO4 .ot 0,1g
MOSO4.TH20 ettt et ettt ettt et ee e 0,05 g
K ettt 0,05 g
FES04.TH20 oo 0,001 g
Xilana BirChWOOd .......c.uiiiiiii e 109

AQUA dESTIAA .S.P. evrerrieiiieee e e e e e e e e e e e e e e e e 100 mL
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Meio M-5 (PERALTA et al., 1990)

EXtrato de [eVedUra...... ... 0,6 ¢
L= 0 (0] 1 - U PP 0,19
A 03wttt 0,19
1V = L 1,09
Xilana BirChWOOM .......oeiiiiiiie e 1,09
Acetato de AmMONIO .....cuee i 0,69
Agua destilada 0.5.p. ..eeeieeurieee e 100 mL

3.4.2 Fermentacdo submersa e pré-cultivo

Este tipo de fermentacéo foi utilizado para aumentar a indugdo dos niveis
de xilanase para propositos de purificacdo das isoformas produzidas por A. niveus. O
fungo foi pré-cultivado em meio SR (meio de crescimento) utilizando-se glicose 1%
como fonte de carbono, e incubados por 72 horas a 30°C, em estufa bacteriologica.
A seguir, as culturas foram transferidas para os meios de inducdo (meio minimo de
Czapek) suplementados com xilana 1% como fonte de carbono, e incubados durante
72 horas em condicdes estaticas.

Em alguns experimentos de pré-cultivo adicionou-se 50ug/mL de

cicloheximida ao meio de inducéo.

3.4.3 Fermentacéao substrato-sdlido (FSS)
Este tipo de fermentagdo foi utilizado para induzir a produgdo de
ligninases (Li-P, Mn-P e lacase) pelo fungo A. niveus. Um volume de 1mL de solucéo

de conidios foi inoculado em Erlenmeyer de 125 mL contendo 2 g de farelo de trigo e
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4 mL de agua ou farelo de trigo e 4 mL de solucdo de sais (as quais variaram de
acordo com o experimento). O farelo e os componentes liquidos foram autoclavados
separadamente e adicionados aos meios imediatamente antes do inéculo. Os frascos
foram incubados a 30°C por um periodo variavel, em estufa bacteriolégica com

aproximadamente 70% de umidade relativa, controlada por higrometro.

3.5 Obtencao das preparacdes enzimaticas

3.5.1 Fermentacdo Submersa / fermentacdo submersa com pré-
cultivo

As culturas, apos crescimento nas condicdes padronizadas, filtradas a
vacuo com auxilio de um funil de Blchner e papel de filtro. Para os ensaios
enzimaticos extracelulares foi utilizado o filtrado. O micélio foi lavado e seco em
papel de filtro, pesado para a obtencdo do peso Umido (g) e macerado com o auxilio
de um pistilo em gral de porcelana com areia lavada e pré-tratada com solucéo
sulfocromica, a 4°C. O macerado foi ressuspenso em 5 mL de tampé&o Mcllvine pH
55 e centrifugado a 10.000g por 10 minutos, na mesma temperatura. O
sobrenadante, contendo as enzimas intracelulares, foi utilizado para determinacdes

de proteinas e dosagens enzimaticas.

3.5.2 Fermentacao substrato-solido

ApoOs o periodo de incubacdo, adicionou-se aos frascos 25mL de agua
destilada fria. A mistura foi agitada por 15 minutos, a 4°C para a extracdo das
enzimas. As culturas foram filtradas a vacuo em funil de Buchner, com auxilio de

papel de filtro e gaze para a obtencdo de um filtrado do meio livre de células e de
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substrato. Este filtrado foi dialisado contra tampdo Mcllvine pH 5,5 “overnight” e,

posteriormente, utilizado para dosagens enzimatica e protéica.

3.6 Dosagens enzimaticas

3.6.1 Dosagem das enzimas do complexo xilanolitico

3.6.1.1 Xilanase

A atividade xilanolitica foi detectada pela formacdo de acucares redutores
(xilooligossacarideos) a partir da xilana Birchwood (Sigma) pelo método do &cido 37,5 -
dinitrosalicilico, DNS (MILLER, 1959). A mistura da reacdo foi composta de 0,2 mL de
solucdo de substrato 1% (p/v) em tampado Mcllvaine, pH 5,5 e 0,2 mL do extrato
enzimatico. A reacdo foi realizada a 65°C e aliquotas de 0,1 mL foram retiradas em
diferentes tempos e adicionadas a 0,1 mL de DNS. Para cada reacdo enzimatica foi
determinado um branco. Posteriormente, os tubos foram fervidos por 5 minutos e depois
de resfriados, 1 mL de agua destilada foi adicionado. As leituras espectrofotométricas
foram realizadas a 540nm, utilizando-se uma curva padréo de xilose (0 — 1 mg/mL). A
unidade de atividade xilanasica foi definida como sendo a quantidade de enzima capaz de
liberar 1umol de xilooligossacarideo por minuto. A atividade especifica foi expressa em
unidade de atividade total por mg de proteinas totais (U/mg prot.).

Para confirmar a auséncia de celulases nos extratos enzimaticos aplicados
no biobranqueamento da polpa de celulose, utilizou-se esta mesma metodologia para
se determinar a atividade celulasica das amostras. Para tanto, o substrato utilizado
foi CM-celulose ou avicel 1% (p/v) em tampao Mcllvaine, pH 5,5 e a curva padréo foi

determinada com glicose (0 — 1 mg/mL).
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3.6.1.2 B-xilosidase, acetil-xilanoesterase e arabinofuranosidase

As atividades das demais enzimas do complexo xilanolitico (B-xilosidase,
acetil-xilanoesterase e arabinofuranosidase) também foram determinadas. Para a
atividade B-xilosidasica utilizou-se o método descontinuo de KERSTERS-HILDERSON
et al (1982) sendo o p-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo (PNP-xil) o substrato desta
reacdo composta de 0,05 mL de substrato 0,25% (p/v) em agua destilada, 0,2 mL de
tampéo Mcllvaine pH 4,0 e 0,15 mL do extrato enzimatico. A reacéo foi realizada a
60°C e aliquotas de 0,1 mL foram retiradas em diferentes tempos e adicionadas a 1
mL de solucdo saturada de tetraborato de sodio. Para cada reagdo enzimatica foi
determinado um branco. As leituras espectrofotométricas foram realizadas a 405 nm,
utilizando-se uma curva padréo de p-nitrofenol de 0 a 0,6 umol/mL. A unidade de
atividade foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar um umol de p-
nitrofenol por minuto.

Outras enzimas do complexo xilanolitico também foram determinadas por
metodologia semelhante, entretanto, o ensaio foi continuo, realizado em
espectrofotdbmetro com banho termostatizado. Os substratos sintéticos utilizados
também foram diferentes (p-nitrofenil-acetato (PNP-acetato) para acetil-
xilanoesterase e p-nitrofenil-B-p-arabinopiranosideo (PNP-ara) para
arabinofuranosidase). As reacbes foram compostas de 0,1 mL de substrato 0,25%
(p/v) em agua destilada, 0,45 mL de tampdao Mcllvaine pH 4,0 e 0,45 mL do extrato
enzimatico e incubada a 60°C. Vale ressaltar que a mistura de reacdo nado se

adicionou tetraborato de sédio, uma vez que os ensaios eram continuos.
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3.6.2 Dosagem do complexo ligninolitico

3.6.2.1 Manganés peroxidase (Mn-P)

A atividade manganés peroxidéasica foi realizada a 50°C segundo metodologia
de AITKEN & IRVINE (1990). A mistura da reacédo foi composta de 0,8mL de tampéao
lactato de sodio 0,05 M, pH 4,5, 0,1 mL de solu¢cdo de MnSO4, 0,4 M e 0,1 mL de
extrato enzimatico. A reacdo foi iniciada com a adicdo de 10uL de H,O, (40 uM) e as
leituras espectrofotométricas foram realizadas a 270 nm em cubetas de quartzo. O
branco foi adicionado de 0,1 mL de agua destilada ao invés de substrato.

A unidade de atividade enzimatica foi determinada como sendo a
quantidade de enzima capaz de liberar 1 umol de Mn®*" por minuto. A atividade
especifica foi expressa em unidade de atividade total por mg de proteinas totais

(U/mg prot.) e o coeficiente de extingdo molar correspondeu a 8,1.10° mol/cm.

3.6.2.2 Lignina peroxidase (Li-P)

A atividade lignina peroxidasica foi realizada a 55°C segundo metodologia
de TIEN & KIRK (1988). A mistura da reacdo foi composta de 0,8 mL de tampéo
tartarato de sddio 0,05 M, pH 3,0, 0,1 mL de alcool veratrilico 0,4 M e 0,1 mL de
extrato enzimdtico. A reacdo foi iniciada com a adi¢cdo de 20 uL de H,O; (40 uM) e as
leituras espectrofotométricas foram realizadas a 310 nm em cubeta de quartzo. O
branco foi adicionado de 0,1 mL de agua destilada ao invés de substrato.

A unidade de atividade enzimatica foi determinada como sendo a
quantidade de enzima capaz de liberar 1 umol de veratraldeido por minuto. A
atividade especifica foi expressa em unidade de atividade total por mg de proteinas

totais (U/mg prot.) e o coeficiente de extingdo molar correspondeu a 9,3.10% mol/cm.
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3.6.2.3 Lacase

A atividade lacésica foi realizada a 65°C segundo metodologia de BUSWELL
et al. (1995). A mistura da reacado foi composta de 0,9 mL de tampéo acetato de sodio
0,05 M, pH 5,0 + ABTS 0,1 M (2,2”-azino-bis-etilbentiazolina) e 0,1 mL de extrato
enzimatico. A reacdo foi interrompida com a adicdo de 10 uL de azida (20 uM) e as
leituras espectrofotométricas foram realizadas a 420nm em cubeta de plastico. O branco
foi adicionado de 0,9mL de tampdao acetato de sodio ao invés de substrato.

A unidade de atividade enzimatica foi determinada como sendo a
quantidade de enzima capaz de liberar 1 umol de ABTS por minuto. A atividade
especifica foi expressa em unidade de atividade total por mg de proteinas totais
(U/mg prot.) e o coeficiente de extincdo molar para ABTS oxidado correspondeu a

3,6.10% mol/cm.

3.7 Dosagem protéica
A quantificacdo de proteinas foi estimada pelo método de LOWRY et al.,
(1951) que utiliza albumina de soro bovino (BSA) como padrdo na concentracdo de

200 pg/mL. A unidade foi definida como mg de proteina por mL.

3.8 Biomassa umida
Apoés a obtencgdo do micélio, este foi prensado em folhas de papel de filtro
para retirar a maior quantidade possivel de agua e, posteriormente, este foi pesado

para a determinacdo da massa micelial umida.
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3.9 Procedimentos de purificacdo enzimatica

Os experimentos de purificacdo foram realizados a partir de extrato bruto
produzido pelo fungo Aspergillus niveus incubado nas condicdes padronizadas
durante o estudo.

O protocolo de purificacdo utilizado foi todo conduzido a 4°C e
correspondeu a: 1) tratamento do extrato bruto com caulim - Synth® (20 mg/mL de
amostra), essa mistura (caulin + extrato) foi mantida em repouso durante 30
minutos e em seguida a 15 minutos de centrifugacdo a 10000g, 4°C, para posterior
aplicacdo em 2) DEAE-celulose (5 x 0,5 cm), equilibrada e eluida em tampao fosfato
de sodio monobasico 10 mM, pH 7,5 mais gradiente de NaCl 0-0,5M (volume total de
100 mL), 3) aplicacdo em CM-celulose (5 x 0,5 cm), equilibrada e eluida em tampao
acetato de sé6dio 10 mM, pH 4,0 mais gradiente de NaCl 0-0,5M (volume total de 100
mL) e 4) aplicacdo em Biogel P-60 (64 x 0,8 cm), equilibrada e eluida em tampéo
acetato de sodio 100mM, pH 4,0. A quantidade de tamp&o utilizada para equilibrar as
colunas correspondeu a 7 vezes 0 seus respectivos volumes, assim como os lavados.
Nas colunas de troca i6nica foram coletados 10 mL por tubo enquanto que na coluna

de filtracdo o volume coletado correspondeu a 1 mL por tubo.

3.10 Caracterizacao bioquimica

Para caracterizacdo bioquimica, na primeira etapa do trabalho, foram
avaliados alguns parametros dos extratos brutos produzidos por Aspergillus niveus e
Aspergillus fumigatus, como: pH e temperatura de reacdo; estabilidade a
temperatura, bem como estabilidade frente a diferentes condi¢cdes de pH. Os estudos

de purificacdo enzimatica foram realizados apenas com o extrato bruto de Aspergillus
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niveus e a caracterizacdo bioquimica também compreendeu a determinacédo de pH e
temperatura de reagdo; estabilidade a temperatura (com e sem adi¢cdo de agentes
protetores como trealose, glicerol, sorbitol e PEG), bem como estabilidade frente a
diferentes condicdes de pH, influéncia de ions, determinacédo dos produtos formados
a partir da hidrélise da xilana, determinacdo do conteudo de carboidratos, dicroismo

e sequenciamento de aminoacidos.

3.10.1 Influéncia de compostos na atividade xilanasica

Para analisar quais os ions que influenciam a atividade xilanasica, a
amostra contendo a enzima pura foi dialisada durante 2 horas contra agua destilada
e, posteriormente, determinou-se a atividade xilanasica. Neste experimento a
amostra controle foi aquela dosada na auséncia dos compostos testados, enquanto
que as amostras experimentais foram realizadas na presenca de diferentes
compostos em concentragbes finais de 0,25mM; 0,5mM; 1mM; 2,5mM e 5mM no

ensaio enzimatico.

3.10.2 Determinacdo dos produtos de hidrdlise por analise

cromatografica em camada delgada de silica (TLC)

Para verificar se as xilanases purificadas a partir do extrato bruto
produzido por Aspergillus niveus realmente eram endo-xilanases, os produtos de
hidrolise foram analisados em camada delgada de silica seguindo a metodologia

descrita por FONTANA et al., (1988).
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Como padrdes foram usados 5 pL de xilose e xilobiose 1%. As misturas de
reacdo foram incubadas em banho a 65°C durante periodos que variara de 0 — 24
horas. Apos o término das reacdes, as amostras foram fervidas por 5 minutos e 5 ul
foram aplicados na placa de silica.

A placa foi desenvolvida duas vezes com uma mistura de acetato de etila,
acido acético, acido formico e agua destilada (9:3:1:4 — v/v/v/v) e a mistura de
revelacdo, composta por orcinol 0,2% (p/v) em acido sulfarico-metanol (1:1:9 —
v/v/v). Essa mistura foi pulverizada na placa que, depois de seca, foi colocada em
estufa a 100°C até o aparecimento das bandas correspondentes aos produtos da

hidrdlise da xilana.

3.10.3 Determinacéao do conteudo de carboidratos

O conteudo de carboidrato das xilanases purificadas a partir do extrato
bruto produzido por Aspergillus niveus foi determinado através do método do fenol-
sulfarico (DUBOIS et al., 1956). O método foi padronizado através de uma curva de

concentracdo de manose 0 a 1,0 mg/mL.

3.10.4 Dicroismo circular

A andlise da estrutura secundaria das xilanases purificadas a partir do
extrato bruto produzido por A. niveus foi realizada através de dicroismo circular em
espectropolarimetro Jasco 810 (JASCO Inc., Tokyo, Japan), num comprimento de
onda entre 250 e 180 nm (UV distante), utilizando-se uma cubeta de quartzo de

caminho optico de 0,1 mm, com uma concentracdo protéica de 0,40 mg/mL para a
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xilanase CMC 2 e 0,53 mg/mL para a xilanase biogel 2. Todas as medidas foram
realizadas com uma média de nove repeticdes coletadas e subtraidas do branco
(tampéo acetato de sédio 10mM, pH 5,0).

Em relagcdo as o-hélices e as folhas [, estas estruturas secundarias
apresentam um espectro de DC caracteristico na regido do UV distante (250 —
180nm). Assim, em proteinas com suas formas estruturais nativas, a composicao dos
elementos de estrutura secundaria é altamente definida, resultando em espectros de

DC com sinais caracteristicos.

3.10.5 Sequenciamento de aminoacidos

O sequenciamento N-terminal da xilanases purificadas (CMC 2 e Biogel 1)
foram realizados em colaboracdo com a Dra. lzaura Y. Hirata do Departamento de
Biofisica da Universidade Federal de Sdo Paulo, em um sequenciador PPSQ/23 da
Shimadzu Corporation (Tokyo-Japan), com sistema de HPLC isocratico, utilizando a
metodologia da Degradacdo de Edman.

As informagbes obtidas por este método serviram como base para a
comparacdo com outras proteinas. Esse processo foi feito confrontando a sequiéncia
de amino&cidos com informagdes contidas em bancos de dados, atraves da utilizacdo
de programas encontrados em sites especializados, tal como o BLAST

(http://www.ncbi.ncbi.nih.gov/BLAST).

3.11 Estudos eletroforéticos
Estudos de caracterizagdo enzimatica também foram realizados através de

analises eletroforéticas.
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3.11.1 Analises em SDS-PAGE

As analises em SDS-PAGE foram realizadas para comprovar a pureza das
xilanases purificadas a partir de extrato bruto produzidos por A. niveus. A
eletroforese foi realizada em pH alcalino (8,9) e presenca de SDS (dodecil sulfato de
sodio), procedimento previamente descrito por LAEMMLI (1970).

Foi utilizado gel de poliacrilamida 11% (p/v) e polimerizado em placas de
vidro (8 x 12 cm). A corrida eletroforética foi realizada a temperatura ambiente, em
tampéo constituido de 3,025 g de Tris, 14,4 g de glicina, 1 g de SDS dissolvido em
agua destilada g.s.p. 1000 mL e pH corrigido com HCI para 8,9. A corrente aplicada
foi de 20 mA.

ApOs o término da corrida os geéis foram retirados das placas e submersos
em solucdo fixadora composta por metanol 50% (v/v), acido acético 12% (v/v/) e
formol 0,5% (v/v), durante 1 hora. Posteriormente, seguiram-se processos de

impregnacao por prata e revelacdo, descritos no item 3.12.

3.11.2 Analises em PAGE 4,5

Foi utilizada metodologia previamente descrita por REISFIELD (1962). A
eletroforese foi realizada em pH 4,5 num gel de poliacrilamida 6% (p/v),
polimerizado em placas de vidro (8 x 12 cm). A corrida eletroforética foi feita a
temperatura ambiente, em tampé&o constituido de 31,2 g de B-alanina, 8 mL de acido
acético glacial, agua destilada g.s.p. 1000 mL e pH corrigido com HCI para 4,5. A
corrente aplicada foi de 20 mA.

ApoOs o término da corrida, os géis foram retirados das placas e submersos

em solucdo fixadora composta por metanol 50% (v/v), acido acético 12% (v/v) e
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formol 0,5% (v/v), durante 1 hora. Posteriormente, seguiram-se processos de
impregnacdo por prata e revelacdo, até o aparecimento das bandas correspondentes

as proteinas.

3.11.3 Anéalises em PAGE 8,9

Foi utilizada metodologia previamente descrita por DAVIS (1964). A
eletroforese foi realizada em pH 8,9 num gel de poliacrilamida 6% (p/v),
polimerizado em placas de vidro (8 x 12 cm). A corrida eletroforética foi feita a
temperatura ambiente, em tampéo constituido de Tris-HCI 50 mM e glicina 36 mM,
sob uma corrente elétrica de 20 mA.

ApOs o término da corrida, os géis foram retirados das placas e submersos
em solucdo fixadora composta por metanol 50% (v/v), acido acético 12% (v/v) e
formol 0,5% (v/v), durante 1 hora. Posteriormente, seguiram-se processos de
impregnacao por prata e revelacdo, até o aparecimento das bandas correspondentes

as proteinas.

3.12 Impregnacéo e revelacdo por prata

Os processos realizados para a coloracdo e revelagdo dos géis de
eletroforese realizados em condicdes desnaturantes (SDS-Page) ou néo
desnaturantes (PAGE), seguiram as etapas descritas abaixo (BLUM et al., 1987):

Aplicados dois banhos de 20 minutos em etanol 50% (v/v);

Aplicado banho de 20 minutos em etanol 30% (v/v);

Deixa-lo 1 minuto em solucdo de pré-tratamento (item 3.12.1);

Lava-lo 3 vezes em agua destilada (20 segundos cada lavada);
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Deixa-lo 20 minutos em solucdo de impregnacao (item 3.12.2);

Lava-lo 3 vezes em agua destilada (20 segundos cada lavada);

Coloca-lo em solucdo de revelagéo até aparecer a banda (item 3.12.3);
Lava-lo com agua destilada;

Deixa-lo 10 minutos em solucdo de inibicdo da revelacdo (item 3.12.4);
Mantido em metanol 50% (v/v) por no minimo 20 minutos;

Em seguida, o gel foi prensado em papel celofane umedecido com solucéo

dessecante composta de glicerol 0,5% (v/v) e metanol 65% (v/v).
3.12.1 Solucéao de pré-Tratamento
Tiossulfato de SOAI0.......c.ueeniieiiiei e 0,02 g

Agua destilatda g.S.P....vverreeeeeeeeeiiieeee e e eeeeee e 100 mL

3.12.2 Solucao de impregnacéao

NItrato 0 Pratal.........oeeuiieeiiiiei et a e e 0,29
FOrMOI 3790, ... e 75 uL
AQUA AESTIAA .S.Pvveeeeeeeeieiieie e et e e e e eeeee e 100 mL

3.12.3 Solucéao de revelacdo

(0= 1 oo F= 1 (0 0 L= T8 <To o [T TR0 6,09
TIOSSUIFATO 08 SOTIO. .. ..viieieieiee e e e e aes 0,02 g
FOrMOI 3790, . 50 uL

AQUA AESTIAA .S, Puvvveeeeeeiieiiriie et e e e e e e e e e 100mL
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3.12.4 Solucao inibitéria do processo de revelacao

1<) = U g (o] PR 50 mL
ACIHO ACETICO. ..ee e eeeeee ettt 12 mL
AQUA AESTIAA .S.Pvveeeeeeeeieitiie e e e e e e eeeeee e 100 mL

3.13 Determinacdo da massa molecular por FPLC

A massa molecular das xilanases puras foi determinada por analise em
FPLC ("Fast protein liquid column™) utilizando-se a coluna Bio-Sil Sec-400 (300 x 7.8
mm), BIO-RAD, devidamente equilibrada em tampado acetato de sédio 100 mM +
NaCl 150 mM + azida sodica 10 mM. pH 6,8. A velocidade da corrida foi de 1,0
mL/minuto a 25°C. Foram coletados 0,5 mL por tubo e a proteina da amostra
foi detectada a 280 nm enquanto que a atividade enzimatica foi analisada pela
liberacdo de acucares redutores, segundo o método de MILLER (1959). Para
padronizar a coluna, utilizou-se como padréo as proteinas B-amilase (20 kDa), BSA

(66 kDa), ovoalbumina (45 kDa) e migolobina eqUina (17 kDa).

3.14 Estudos do potencial de aplicacdo biotecnolégica do
complexo xilanolitico

3.14.1 Biobranqueamento da polpa de celulose

Para a realizacdo dos testes de biobranqueamento utilizou-se polpa de
celulose proveniente da Votorantim Celulose e Papel — VCP e as xilanases testadas
foram produzidas por A. fumigatus e A. niveus. As ligninases foram obtidas apenas de A.
niveus. Assim, os microrganismos foram cultivados em suas respectivas condicdes

Otimas previamente padronizadas para producéo das enzimas a serem testadas.
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3.14.1.1 Consisténcia das polpas (%0)

A consisténcia foi determinada pela relagdo massa seca/massa Umida,
sendo expressa em porcentagem. A polpa foi pesada determinando-se a massa
umida (m.u.). Aproximadamente 10 g de massa umida foram colocados em estufa de
secagem de material a 45°C por uma noite e, no dia seguinte, aferiu-se a massa
seca do material. Quando o peso da polpa estabilizou, foi determinada a massa seca

(m.s.) e a consisténcia foi calculada.

3.14.1.2 O tratamento enzimatico das polpas

Utilizaram-se 10 g de polpa seca tipo kraft para o biobranqueamento.
Inicialmente, aferiu-se o pH da polpa (que correspondeu a 5,0) e se determinou sua
consisténcia (14%). Para a realizacdo do tratamento enzimatico, adicionou-se a
polpa 10U/g de polpa seca e uma quantidade adequada de tampédo Mcllvine (pH 5,0
a 55 - A fumigatus, pH 4,5 a 5,5 - A. niveus) até que as polpas atingissem

consisténcia de 10%. Este ajuste foi realizado segundo a equacéao:

massa seca (g) - massa umida - vol. de enzima = vol. maximo de agua adicionado
consisténcia

Apoés a preparacdo, as misturas foram colocadas em sacos de polietileno,
vedados com seladora e incubados durante 1 hora a 70°C para A. fumigatus ou a
65°C para A. niveus. Aos controles foram adicionados apenas de tampao até
atingirem a mesma consisténcia. Além de testes de biobranqueamento com
xilanases, testou-se também um mix de xilanase + ligninases produzidas por A.

niveus.
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ApoOs este tratamento as polpas foram filtradas em funil de Blchner e
lavadas com 200mL de agua destilada. A eficiéncia do biobranqueamento da polpa
de celulose foi determinada através de parametros como reducdo do n° kappa,

manutencado da viscosidade e aumento da alvura da polpa.

3.14.1.3 Determinacdo do numero kappa

O numero kappa € uma grandeza empirica que permite avaliar o teor de
lignina de uma pasta de madeira. Foi determinado para cada amostra utilizando-se o
método do permanganato de potassio baseado no protocolo T236 os — 76 da
“Tecnical Association of the Pulp and Paper Industry” (TAPPI, Atlanta, GA, USA),
sendo determinado como o nimero em cm® de solugdo de permanganato de
potassio 0,1 N consumido por grama de polpa livre de umidade. Os resultados séo
corrigidos para 50% do permanganato adicionado.

Para cada tratamento, separou-se 0 equivalente a 2 g de polpa seca de
cada amostra que foi desintegrada com a mdo em 10 mL de agua destilada. Apds
este processo, as polpas foram transferidas para um Erlenmeyer de 500 mL e a ele
adicionou-se 140 mL de agua destilada. A temperatura ambiente foi controlada para
25°C e a suspensdo foi agitada continuamente com o auxilio de uma barra
magneética e um agitador.

Separadamente preparou-se uma solucdo composta de 25 mL de
permanganato de potassio (KmNO4) 0,1 N mais 25mL de acido sulfurico 4 N. Esta
solucdo foi adicionada a polpa e o frasco contendo a solugdo foi lavado com 50 mL
de agua destilada que também foi adicionado a mistura de reacdo que prosseguiu

por 10 minutos. O permanganato oxida a lignina residual, portanto, fez-se a titulacédo
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para determinar o quanto de permanganato foi consumido.

Decorrido os 10 minutos, a reagdo foi interrompida com a adi¢cdo de 5 mL
de iodeto de potassio (KI) 1,0 M. O iodo livre na solucédo foi titulado com tiossulfato
de sddio (NazS;03) 0,1 N até a solucdo (sempre em agitacdo) ficar com uma
coloragdo amarelo claro. Adicionou-se 0,5 mL de uma solu¢gdo de amido 1% e
titulou-se até a viragem da cor azul para branco.

Foi realizada uma determinacdo do branco sem polpa, utilizando-se agua
destilada e seguindo-se 0 mesmo procedimento descrito anteriormente. Assim,
guanto maior o conteudo de lignina na polpa, maior o volume de permanganato de
potassio consumido e, consequentemente, menor o volume de tiossulfato de sédio
utilizado para titular o iodo formado. Para calcular o valor de kappa foram utilizadas

as seguintes equacodes:

=>Numero kappa = P.FP.FT = W = _Wu. Consisténcia
2.W 100

> P=(Vb-Va).2

Onde:

Wu = peso da amostra Gmida (g);

W = peso da amostra absolutamente seca;

P = volume de permanganato de potéassio 0,1 N;

FP = fator de correcdo para um consumo de 50% de permanganato de
potassio (Anexo A);

FT = Fator de correcdo da temperatura (Anexo B);

Va = volume gasto na titulacdo da amostra (mL);
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Vb = volume de tiossulfato de sodio gasto na titulacdo do branco (mL).

3.14.1.4 Determinacao da viscosidade

Utilizou-se 0 método baseado no protocolo T-230 om-94 da “Technical
Association of the Pulp and paper Industry” (TAPPI, Atlanta, Ga, USA). Exatamente
0,125 g da polpa seca foi colocada em um frasco ambar, com tampa, e, em seguida,
adicionaram-se 12,5 mL de etilenodiaminacuprica 1,0 M, acrescentando-se 12,5 mL
de agua destilada. A mistura foi agitada por 15 minutos com o auxilio barra
magnética e agitador e, posteriormente, transferida para o viscosimetro de Fenske-
Oswald, previamente com Oleo “standard” e utilizada dentro dos limites de
viscosidade apropriados. O tempo de escoamento foi cronometrado e o calculo da

viscosidade da celulose em centipoises foi determinado pela equagédo:

Onde:
F = fator do viscosimetro;
t = tempo de escoamento (S);

V = viscosidade da celulose (cp);

3.14.1.5 Determinacao da alvura
Utilizou-se um espectrofotdmetro para medidas de reflectancia a 457 nm
segundo metodologia T414-ts da “Technical Association of the Pulp and paper

Industry” (TAPPI, Atlanta, Ga, USA). O objetivo deste método é especificar as
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condicdes exigiveis para determinacédo do fator de reflectancia no azul difuso (alvura
ISO) da celulose, nos aparelhos Datacolor Elrepho 2000, 3000 e Elrepho SE 070R
(Norma ISSO 2469-1980). Esta etapa foi realizada na VCP, unidade Luis Antdnio.

Outros calculos realizados durante este procedimento foram:

=>» Eficiéncia do n° kappa (%) = _n° kappa inicial — n° kappa final . 100
n° kappa inicial

=» Reducéo viscosidade da polpa (%) = _viscosidade inicial — viscosidade final . 100
viscosidade inicial

3.14.2 Utilizagao de xilanases em alimentos para ruminantes

Para avaliar o efeito de enzimas fibroliticas na digestibilidade de alimentos
volumosos para ruminantes foi testado o extrato bruto contendo xilanases
produzidas por Aspergillus niveus. Para tanto foram realizados trés testes, sendo o
primeiro uma avaliagcdo dos efeitos da concentracdo da enzima na digestibilidade /n
vitro do alimento, enquanto que o segundo correspondeu a uma avaliacdo do
comportamento da enzima no ambiente ruminal de cabras. Ja no terceiro teste,
realizou-se novamente uma digestibilidade /n vitro, entretanto avaliou-se também a

guantidade de gases liberada durante essa digestao.

3.14.2.1 Avaliagcdao da digestibilidade /n vitro de diferentes
volumosos na presenca de xilanase

Para a avaliacdo da melhor concentracdo de enzima, empregou-se 0
método da digestibilidade /7 witro que simula a digestdo dos nutrientes em

ruminantes. As quantidades do extrato de xilanases avaliadas foram: 4, 8 e 16 mL.
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Este procedimento foi realizado em duas etapas segundo metodologia descrita por
TILLEY & TERRY (1963).

O processo de digestao consistiu em duas etapas. Primeiramente, ha uma
fermentacdo anaerdbia do liquido ruminal onde se adicionaram 5 mL desse liquido
ruminal, as diferentes quantidades de enzima testadas, 40 mL solugdo tampéo
(saliva artificial McDougall) e 0,5 g dos volumosos analisados. O volume final de
mistura em cada unidade foi o mesmo, portanto, onde se utilizaram 4 mL de enzima
adicionaram-se 12 mL de &gua destilada. Onde se utilizaram 8 mL de enzima, se
adicionaram 8 mL de agua. As misturas foram incubadas a 39°C, pH 6,9, por 48
horas. Posteriormente, promoveu-se a digestdo com 2 mL de HCI 40% e de 5 mL de
solucdo aquosa de pepsina a 4,0% (atividade de 1:10.000), por 24 horas em BOD,
simulando a digestdo acida que ocorre no estdbmago verdadeiro do ruminante. A
quantidade de matéria seca ou matéria organica dos alimentos foi medida
inicialmente, possibilitando a determinacdo da quantidade de forragem que
desapareceu ap0ds os dois estagios, que foi considerada como tendo sido digerida.

O liquido ruminal utilizado foi obtido de um bovino da raga Nelore, macho,
castrado, de aproximadamente 450 kg, cirurgicamente fistulado no rimen e mantido
em pasto. Assim que coletado, este liquido foi transportado ao laboratério em
garrafa térmica e filtrado em quatro camadas de gaze sendo, a fracdo obtida por
esta filtracdo, usada para os experimentos de digestibilidade.

A solugdo tampdo de McDougall foi preparada em um litro de agua
destilada contendo 9,8 g de NaHCOg3, 7 g de Na,HPO,4.7H,0, 0,57 g de KCI, 0,47 g de

NacCl, 0,12 g de MgS04.7H,0, 0,04 g de CaCl, e 0,2 a 0,8 g de uréia.
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Os volumosos testados foram feno de alfafa (Medicago sativa), feno de
capim-jaragua (Hyparrhenia rufa), capim-Marandu (Brachiaria brizantha cv.
Marandu) e silagem de milho. As forragens foram previamente secas em estufa de
circulacdo forcada de ar a 55 ©C e passadas em moinho Willey dotado de peneira

com abertura de malha de 1 mm.

3.14.2.2 Avaliacao da atividade da xilanase no ambiente ruminal

Testes foram realizados em seis cabras, da raca Saanen, fémeas fistuladas
no riumen e dieta a base de silagem de milho. Adicionou, diretamente no rimen dos
animais, um volume de 15mL de xilanase contendo 5,63 umols/min./mL de atividade
enzimatica.

Neste experimento foram colhidas amostras de liquido ruminal, de hora
em hora, no periodo total de 8 horas, para observacdo dos niveis de atividade

xilanasica presentes no liquido ruminal.

3.14.2.3 Avaliacdo da atividade das xilanases na degradacéo in
vitro da matéria seca e fibra de volumosos através do uso da producéo de
gas

Os volumosos analisados corresponderam a amostras de feno de capim-
jaragua (Hyparrhenia rufa), capim-Marandu (Brachiaria brizantha cv. Marandu),
silagem de milho e cana-de-agUcar, empregando a técnica de producdo de géas
descrita por THEODOROU et a/. (1994).

Os tratamentos avaliados foram: 4 tipos de amostras de volumosos

incubadas sem enzima, amostras adicionadas de enzima no momento da incubacéo,
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amostras tratadas com enzima trés horas antes da incubacdo. O experimento foi
conduzido e avaliado segundo o desenho experimental de blocos casualizados, em
esquema de parcelas subdivididas, considerando nas parcelas os tratamentos e nas
sub parcelas os tempos de incubacdo, com trés repeticoes.

Para o processo de incubacdo e determinacdo da producédo de gas foram
usados frascos de vidro com capacidade para 115 mL, com 80 mL de solugéo de
incubacdo com 10% de liquido ruminal e 800 mg de amostra. As amostras de liquido
ruminal foram retiradas de bovinos canulados na regido do ramen, mantidos com a
dieta a base de silagem de milho, milho e farelo de soja.

Foi preparada solucdo de incubacdo como descrito por MENKE &
STEINGASS (1988), adicionada de liquido ruminal e adicionada manualmente a cada
frasco mediante a utilizacdo de uma seringa graduada. Os frascos foram vedados
com rolhas de borracha (14 mm), lacradas com lacre de aluminio e mantidos em
banho a 39° C. No dia da incubacdo foi adicionado o agente redutor ao meio
tamponado (solucdo de cor azul) que foi gazeado com CO, até que a solucdo
saturasse (solucdo de cor rosa). Em seguida, foram adicionados 990 mL de liquido
ruminal. Em cada frasco, ja contendo amostra, foi adicionado 30 mL de solucdo
completa, ou seja, composta de meio tamponado e liquido ruminal.

O periodo de incubacédo foi de 96 horas. As medidas de pressdo de gés
foram feitas em periodos de 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 16, 24, 28, 32, 36, 40, 48, 52,
56, 60, 72 e 96 horas de incubacéo, registrando-se a pressao no interior do frasco,
com mandémetro e, considerando o valor médio de trés frascos como unidade

experimental. Apos 24, 48 e 96 horas de incubacdo, o conteudo dos frascos foi



Material e Métodos 67

filtrado em cadinho tipo Goosh previamente pesados determinar a degradacdo da
MS.

A transformacéo dos dados das leituras de pressao (psi) para volume (mL)
foi feita através da equacdo padronizada, obtida com leituras de pressdo de
diferentes quantidades conhecidas de volume de gas nas garrafas, mantendo as

mesmas condi¢des de temperatura da incubacéao.

3.14.3 Citotoxicidade

Para que um produto de origem fangica seja de fato aplicado na industria
€ necessario que este ndo cause nenhum tipo de dano ao animal que vai ingeri-lo,
nem tampouco ao humano (consumidor final). Assim, para complementar ainda mais
este estudo sobre aplicacdo biotecnolégica das enzimas produzidas por essas
espécies de Aspergillus, determinou-se o potencial citotoxico dos extratos brutos
produzidos pelas enzimas de ambos 0s microrganismos em estudo.

Embora apenas as enzimas de A. niveus tenham sido aplicadas em ragdes
para ruminantes, investigou-se também a citotoxicidade do extrato bruto de A.
fumigatus para, assim, determinar se, futuramente, o extrato enzimatico produzido
por este microrganismo poderia também ser utilizados em experimentos com racdes.

Os estudos de citotoxicidade foram realizados tratando-se linhagens de
linfécitos humanos com os extratos brutos produzidos por A. niveus e A. fumigatus.
Esses extratos continham as enzimas utilizadas para o aumento da digestibilidade em
ruminantes. A etapa do trabalho foi realizada em colaboragdo com a Profa. Dra. Elza
Tiemy Sakamoto Hojo e a mestranda Giovana da Silva Leandro no Laboratério de

Citogenética e Mutagénese da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto.
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Para a realizacdo deste experimento +10° células foram semeadas e
tratadas com o extrato bruto dos fungos A. niveus ou de A. fumigatus durante 24
horas. ApG6s o tratamento, as células tratadas foram soltas por tripsinizacao,
contadas em Camara de Neubauer. 300 dessas células foram semeadas em frasco de
cultivo (25cm?), sendo que esses cultivos foram realizados em triplicata. Como
controle positivo (+) foram semeadas células que ndo passaram pelo tratamento
com os extratos fangicos e, como controle negativo (-), foram semeadas células
previamente tratadas com cisplatina (um quimioterapico). Os experimentos duraram
em média 10-15 dias, sendo os frascos observados diariamente com o auxilio de um
microscopio de luz com objetiva invertida.

Decorrido o periodo de cultivo, realizou-se a contagem das colonias
formadas nos controles (+), (-) e nas culturas tratadas com os extratos fangicos.
Para a realizacdo das contagens, todas as solucdes utilizadas (agua destilada, PBS
descrito no item 3.15.2 e tampao fosfato monobasico de sodio 0,005%) foram
previamente aquecidas a 37°C. O meio de cultura foi desprezado e as células lavadas
com 5 mL de tampéo PBS que, posteriormente, foi descartado e as células fixadas
com metanol/acido acético/agua (1:1:8 — v/v/v), respectivamente, durante 30
minutos. As coldnias foram coradas com 5mL de corante Giemsa diluido em tampao
fosfato (1:20 — v/v), respectivamente, durante 30 minutos. Apds a coloracdo os
frascos foram lavados com &gua para a retirada do excesso de corante. Foram
consideradas na contagem aquelas colénias com mais de 50 células (aumento 16X).

Para o calculo de determinacdo das fracdes de sobrevivéncia (FS),
considerou-se 100% o numero de colbnias contadas no grupo controle (+). O

controle (-) ndo deveria ter células. Portanto:
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FS=(n° de colbnias contadas em cada tratamento/n® de colbnias observadas no controle (+))x100

3.15 Estudos de microscopia

3.15.1 Microscopia 6ptica de luz

O meio SR suplementado glicose 1% foi inoculado com esporos dos
fungos em estudo e, ainda dentro do ambiente estéril do fluxo laminar. O meio
recém-inoculado foi colocado sobre laminas, recoberto com laminula e guardado em
camara umida. Esta camara umida foi constituida de um par de placas de Petri
contendo varias camadas de papel de filtro umedecidos com agua destilada. Todo
esse material (cAmara Uumida, laminas e laminulas) foi previamente autoclavado e,
apos o indéculo dos distintos fungos em suas respectivas laminas, o material foi
incubado a 35°C durante 16 horas. Apos o periodo de incubacdo, o material foi

fotografado em microscopio Optico.

3.15.2 Microscopia eletrénica de varredura

Este estudo foi realizado no Laboratério de Microscopia Eletrdnica no
Departamento de Biologia Celular e Bioagentes Patogénicos.

As polpas de celulose foram colocadas sobre as laminulas circulares que
foram secas durante uma noite em estufa a 40°C. Decorrido este periodo as

laminulas foram submetidas as etapas abaixo:

- Duas lavagens (com o auxilio de uma ping¢a), em tampao PBS (NaCl 8,0g;

KCl 0,2g; KH,PO4 0,2g; Na,PO,4 2,169 e H,O Milli-Q g.s.p. 1000ml), adicionado de CaCl,
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(0,9mM)/MgCl, (0,5mM) a 37°C (esta etapa foi realizada utilizando-se dois recipientes
pequenos, mantidos a 37°C, onde as laminulas foram mergulhadas por 10 vezes);

- As laminulas foram colocadas em uma placa de 24 pogos com 500ul da
solucdo Py, (glutaraldeido 2% (v/v) em PBS adicionado de Ca®" e Mg®"), a 37°C e
incubadas por duas horas;

- O Tampéo Py foi retirado com o auxilio de uma pipeta Pasteur e as
laminulas colocadas em outro poco contendo tampéo C.4 (cacodilato 0,1M, pH 7,4), a
4°C;

- Seguiram-se duas lavagens em Cq e de fixacdo em 0OsO, (tetroxido de
osmio) 1,0% feito com cacodilato 0,2M, por aproximadamente duas horas
(temperatura ambiente);

- Cinco lavagens, de trés minutos cada, em agua Milli-Q, pH 7,0;

- A laminula foi lavada durante 5 minutos em 25ml de TCH
(tiocarbohidrazida) 10% (v/v) feito com &gua Milli-Q pré-aquecida até 60°C. O
material foi resfriado em temperatura ambiente por 1 hora até o TCH dessa solucdo
saturada precipitar (em consequéncia do resfriamento);

- Incubacdo das laminulas por 10 minutos em solucdo de TCH 10% (v/v)
previamente filtrada em filtro Millipore® de 0,22um ou 0,45um (temperatura
ambiente);

- Mais cinco lavagens, de 3 minutos cada, em agua Milli-Q, pH 7,0;

- Desidratacdo do material fixado nas laminulas, em recipientes contendo

etanol P.A. (Merck®):

30% (v/v) 50% (v/v) 70%(v/v) 90%(v/v) 95%(v/v) 100%(v/v) 100%(v/V)
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5min. 5min. 5min. 5min. 5min. 10min. 10min.

- O etanol foi colocado no reservatério do ponto critico (BAL-TEC CPD
030), cobrindo o material. O tanque de CO, foi aberto e o material resfriado até 4°C
(15 minutos);

- ApGs o fechamento do tanque de CO,, a camara foi aquecida até 39°C e
deixada nesta temperatura por 5 minutos para que o sistema atinja o ponto critico (0
gue ocorreu a 31°C e pressao de 73,80 bar). Entretanto, para garantir a eficiéncia do
processo, o material foi submetido a 39°C e 95bar de pressao;

Os espécimes foram secos a vacuo em temperatura ambiente durante 4
horas e, posteriormente, cobertos com vapor de ouro em BALTEC® SCD 050 Sputter
Coater (= 40 minutos). ApOos o procedimento, o material estava pronto para

fotografar.

3.16 Reprodutibilidade
Todos os experimentos foram realizados de duas a trés vezes para a

confirmacéo dos resultados obtidos.




IV, Resultados



Parte I: Reflorestamento USP, Campus Ribeirao

Preto: prospeccao de fungos filamentosos
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4.1.1 Prospeccéao de fungos filamentosos

As amostras de humus e terra coletadas no Reflorestamento do Campus
da USP de Ribeirdo Preto foram levadas ao laboratorio para que os microrganismos
presentes neste material pudessem ser cultivados. Conforme descrito em Material e
Métodos, o isolamento foi realizado em duas temperaturas diferentes (30 e 40°C),
com o objetivo de selecionar fungos termofilicos e/ou termotolerantes.

Conforme tabela 5, do material em decomposicdo coletado, isolaram-se
18 fungos filamentosos. Os numeros 1, 2 e 3 referem-se, respectivamente, as trés
regides do reflorestamento, onde foi realizada a coleta. Dentre os 18 fungos isolados,
alguns apresentaram as mesmas caracteristicas morfologicas, quando cultivados em
placa de Petri ou observados ao microscopio oOptico de luz. Portanto, podem ser
pertencentes a mesma espécie e, por isso, receberam a mesma “denominacao”,
mesmo antes de sua identificacdo. A figura 13 mostra 0s microrganismos coletados
no reflorestamento e foram submetidos a “screening”, visando a producdo de

xilanases.

4.1.2 Screening de fungos filamentosos produtores de xilanase

A selecdo de microrganismos que produzissem altos niveis de enzimas
xilanoliticas constituiu-se uma etapa importante deste trabalho. Foi considerada uma
producdo de xilanase significativa quando esta correspondeu a 300 U totais ou

valores superiores.
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Tabela 5. Fungos filamentosos coletados em uma éarea de reflorestamento do

Campus da USP de Ribeirédo Preto.

Regido ne°... Fungos isolados a 30°C Fungos isolados a 40°C
1 1.1. preto 1.1 preto
1.2 branco 1.3 verde aveludado
1.3 verde aveludado 1.5 filamentoso

1.4 amarelinho
1.5 filamentoso

2 2.1 preto 2.4 verde aveludado
2.2 verde acobreado
2.3 branco

3 3.1. filamentoso 3.1. filamentoso
3.2. amarelinho 3.5. verde aveludado
3.3. verde acobreado
3.4. branco

A selecdo de bons produtores de xilanase foi realizada com 43 fungos
filamentosos, 18 coletados no reflorestamento, mais outras 25 espécies ja presentes
em nossa micoteca. Para realizacdo deste experimento, os fungos foram inoculados
em meio SR, utilizando xilana birchwood 1% como fonte de carbono. A incubacéo foi
feita a 40°C, durante 72 horas, em estufa bacterioldgica.

Os resultados deste experimento estdo demonstrados na tabela 6 onde
se observa uma producéo xilanolitica (intracelular + extracelular) elevada por varias
linhagens testadas. Destacaram-se os fungos Aspergillus. A. niger, A. phoenicis, A.
caespitosus, preto, verde aveludado (as 3 linhagens testadas) e A. niveus. As
linhagens até entdo ndo identificadas correspondiam as espécies Aspergillus

fumigatus (verde aveludado) e Aspergillus niger (preto).
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A

Figura 13. Fungos filamentosos coletados no reflorestamento da USP - Campus de Ribeirdo Preto. (A) preto; (B) verde aveludado;

(C) amarelinho; (D) filamentoso; (E) branco; (F) verde acobreado.
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Tabela 6. Sele¢do do microrganismo para producdo de xilanases.

20

21
22
23
24
25

26

27

28
29

Fungos

Verde aveludado 3
(A. fumigatus)

Verde aveludado 4
(A. fumigatus)

Verde aveludado 5
(A. fumigatus)

Amarelinho

Preto (A. niger)

A. niveus

A. caespitosus

A. phoenicis

A. niger
Paecilomyces variotil
Trichoderma reesei
Trichoderma aureovidae
Triparis 2

Al

Bege médio (A. flavus)
P&o escuro

Batata

C9A

Cinza

J1-2

JII-1

JIv

Inga ferradura 2
Desconhecido

Chaetomium
thermophilum var.
coprophilum
Rhizopus microsporus
var. rhizopodiformis

Neur ospora crassa
(0S1)

N. crassa (selvagem)
N. crassa (Exo)

Massa

(9
0,4
0,3
0,5

0,2
0,3
0,4
0,3
0,3
0,3
0,2
0,1
0,1
0,5
0,5
0,1
0,4
0,5
0,2
0,4

0,4
0,3
0,4
0,2
0,5
0,1
0,2

0,3

0,2
0,2

Prot.
(mg tot)

3,0
3,2
3,1

1,2
3,6
3,5
3,1
4,3
3,5
3,9
3,1
1,9
2,3
2,6
6,3
4,3
3,9
2,5
2,3

3,8
5,5
3,5
2,1
4,4
8,7
2,6

2,6

2,2
4,8

Ativ. Tot.

(U total)
Intra Extra
16,2 587,0
16,7 588,1
16,5 586,3
0,5 87,1
166,6 476,7
24,5 553,2
39,3 645,7
208,8 534,2
29,1 942,2
18,4 125,0
51 337,1
10,5 169,0
16,9 83,7
3,9 57,5
10,3 136,4
12,3 84,7

7,7 296,2
5,8 64,0
31,0 263,5
19,1 102,2
28,7 132,5
4.7 111,0
7,4 92,5
42,6 249,5
7,3 167,4
27,8 100,3
1,8 67,2
15,3 127,2
8,8 36,9

X Ativ. Tot.
In + Ex

603,2

604,8

602,8

87,6
643,3
577.,8
742,0
743,0
971,3
143,4
342,2
179,5
90,6
61,4
146,7
97,0
303,9
69,8
294,5

121,3

116,2
125,7
99,9
292,1
174,7

128,1

69,0

142,5
45,7
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Ativ. Esp.
(U/mg prot)

In Ex
54 195,6
5,2 183,8
5,3 189,2
0,4 72,6
46,3 178,7
7.9 165,1
12,7 208,3
48,5 124,2
8,3 269,2
4,7 32,1
1,6 108,7
5,5 89,0
3,0 36,4
1,5 22,1
1,6 5,7
2,8 19,7
1,9 76,0
2,3 25,6
13,5 128,1
5,0 26,9
5,2 24,1
4,2 86,2
3,5 44,1
9,6 56,7
0,8 19,2
10,7 38,6
0,7 25,8
7,0 57,8
1,8 7,7

Foram testados mais 14 microrganismos (C9-C, C9-B, brancos 1, 2 e 3, acobreados 1, 2 e 3,
filamentosos 1, 2, e 3, Mucor rouxil, Talaromyces flavus MT 2.5 e A. versicollor). Em nenhum se
detectou producdo significativa de xilanase.
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E importante ressaltar que A. phoenicis e A. caespitosus destacaram-
se consideravelmente como bons produtores de xilanase. Entretanto, ja foram
estudados em nosso laboratério por RIZZATTI et al. (2001, 2004 e 2008) e
SANDRIM et al. (2005), respectivamente. Essas cepas foram incluidas como
controles visando comparacdo dos niveis de xilanase com o0s demais
microrganismos isolados. As linhagens de A. niger (uma de nossa micoteca e
outra — preto - coletada no reflorestamento) também se destacaram como bons
produtores. Entretanto, ha uma literatura vasta sobre esta espécie de fungo
para a producdo de xilanase (XU et al, 2008). Assim, foram selecionados para
nosso trabalho, a espécie coletada no reflorestamento denominada de verde
aveludado (posteriormente identificada como A. fumigatus) e o fungo A. niveus
(J& presente em nossa micoteca).

Seguiram-se os trabalhos de otimizacdo das condicdes de cultivo de
ambos os fungos selecionados, nesta etapa do trabalho, para melhorar a
producdo de xilanase e, posteriormente, também de enzimas ligninoliticas por

Aspergillus niveus.
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Parte I1: Padronizacédo das condicdes de cultivo para producao

enzimatica
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Apos a selecao dos fungos A. niveus e A. fumigatus foram iniciados os
trabalhos de padronizacao das condicOes de cultivo para a producao das enzimas de
interesse. Estudaram-se as xilanases produzidas por ambos os fungos, enquanto o

estudo das ligninases foi realizado apenas com A. niveus.

4.2.1 Xilanases

4.2.1.1 Padronizacdo das condi¢cdes de -cultivo dos fungos
Aspergillus niveus e Aspergillus fumigatus

Para padronizar as condigdes de cultivo de ambos os fungos, testaram-se
diferentes composicoes de meios liquidos de cultivo: SR, CP, Khanna, Czapeck, Vogel
e M-5. Os fungos foram incubados em estufa bacterioldgica, a 40°C, por 96 horas
em meio suplementado com xilana birchwood 1%.

Segundo a tabela 7, a melhor producdao enzimatica foi obtida nos meios
Vogel e Czapeck para A. fumigatus e A. niveus, respectivamente. Comparando-se 0s
niveis enzimaticos com os demais meios de cultura, estes foram em média 20%
maiores em meio Czapeck para A. niveus e 26% para A. fumigatus quando cultivado
em meio Vogel.

Os meios de cultura selecionados apresentam composicao minima (apenas
solucdo de sais e fonte de carbono) minimizando a sintese de outras proteinas
contaminantes que poderiam dificultar os estudos de purificacao. Vale ressaltar
também que, quanto mais simples a composicao de um meio de cultivo, menor o
custo de producdo da xilanase em estudo e, conseqlientemente, menor sera o custo

do produto final.
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Tabela 7. Selecao do melhor meio de cultura para producao de xilanases pelos

fungos Aspergillus niveus e Aspergillus fumigatus.

Fungo

Aspergillus
fumigatus

Aspergillus
niveus

A fumigatus e A. niveus foram cultivados em condigGes estaticas, a 40°C durante 96 horas.

Meio

SR

CP
Khanna
Czapeck
Vogel
M-5

SR

CP
Khanna
Czapeck
Vogel
M-5

Proteina
(mg totais)

3,9
2,2
2,7
3,6
3,2
1,3

1,5
1,4
1,4
2,5
1,4
1,3

Atividade
(U totais)

140,7
62,0
116,3
93,0

348,0
46,5

24,6
20,8
28,7

105,0
26,8
11,8

Atividade
(U/mg prot)

36,1
28,2
43,1
25,8
108,7
35,7

16,4
14,8
20,5
42,0
19,2
9,1

Visando aumentar ainda mais a producao xilanasica pelos fungos em

estudo, o crescimento e a producao enzimatica foram acompanhados durante 196

horas em meio Czapeck e Vogel para A. niveus e A. fumigatus, respectivamente.

Ambos os meios foram suplementados com xilana birchwood 1%.

Durante todo o periodo experimental, A. fumigatus desenvolveu-se

consideravelmente (figura 14A) e o maximo da producdo xilanolitica foi detectada

com 96 horas de cultivo (figura 14C). Ao final do experimento, observou-se uma

reducdo nos niveis de atividade xilanasica, provavelmente devido a uma inibicdo das

enzimas pelo seu produto final. Para A. niveus o pico de crescimento foi observado

com 72 horas (figura 14A), mas o maximo de producdao enzimatica ocorreu com

120 horas de cultivo, sugerindo a ocorréncia de uma autdlise parcial do micélio ao

final do periodo de cultivo.
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Figura 14. Tempo e temperatura de cultivo dos fungos Aspergillus fumigatus e

Aspergillus niveus para producao de xilanase. Proteina total (A;B) e atividade total

(C; D) durante diferentes tempos de cultivo a 40°C (A; C) e em diferentes

temperaturas durante 96h para A. fumigatus ou 120h for A. niveus (B; D). Os

microrganismos foram cultivados em suas respectivas condigdes de cultivo em meio

suplementado com xilana. Simbolos: -e- Aspergillus fumigatus, -o- Aspergillus

niveus.
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Comparando-se a producao xilanasica total de ambos os fungos, em seus
respectivos tempos étimos de cultivo (figura 14C), observou-se que A. fumigatus
produziu 2,1 vezes mais xilanase que A. niveus. Ja em relacdo aos valores de
atividade especifica (U/mg proteina) os de A. niveus foram 25,5 vezes maiores que
de A. fumigatus (figura 14A; 14C).

Observou-se também a influéncia da temperatura de cultivo no
desenvolvimento e na producdo enzimatica dos microrganismos em estudo (figuras
14B; 14D). Embora a maxima producdo de xilanolitica tenha ocorrido a 40°C
(figura 14D), a temperatura que mais favoreceu o desenvolvimento foi de 30 e
40°C para A. niveus e A. fumigatus, respectivamente (figura 14B). Esses resultados
sugerem um carater termotolerante para os fungos em estudo.

Com o objetivo de analisar o efeito de condicOes fisicas de incubacao
sobre o crescimento e a produgdo xilanolitica, ambos os fungos foram cultivados em
condicOes estaticas ou sob agitagdo (100rpm). Os fungos desenvolveram-se 2,6
vezes mais sob agitacao (figura 15A), mas, em contraste, quando cultivado em
condicOes estaticas (figura 15B), os niveis de producao xilanasica foram 2,3 vezes
maiores para A. fumigatus e 1,46 vezes maior para A. niveus, em comparacao com
as culturas incubadas sob agitacdo. A. fumigatus produziu aproximadamente 2,3

vezes mais xilanase que A. niveus (figura 15B).
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Figura 15. Influéncia da agitagdo no cultivo de Aspergillus fumigatus e Aspergillus
niveus para a producdo de xilanase. Proteina total (A) e atividade total (B) sob
agitacao (100rpm) ou em condicOes estaticas. Os microrganismos foram cultivados
nas condigdes padronizadas. Colunas brancas - Aspergillus fumigatus; colunas cinzas

— Aspergillus niveus.
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Sabendo da importancia da fonte de carbono no meio de cultura, para que
um organismo possa se desenvolver e produzir compostos de interesse, varias fontes
de carbono foram testadas com o intuito de maximizar a producao xilanolitica. Foram
testadas: xilanas (birchwood, oat spelt e de eucalipto — Eucalyptus grandis), glicose,
xilose, B-metilxilosideo, arabinose, avicel, celobiose, xilitol, flocos de arroz, farelo de
trigo, flocos de aveia, flocos de cevada, flocos de soja, flocos de milho, sabugo de
milho moido, milho moido (sabugo + palha + grao), palha de arroz e bagago de
cana-de-acucar (tabela 8).

A. fumigatus produziu 5 a 7% mais xilanase em milho moido, farelo de
trigo e sabugo de milho moido, quando comparado com xilana birchwood. Em palha
e flocos de arroz, registraram-se niveis semelhantes de xilanase, assim como a xilana
birchwood e, por isso, também podem ser utilizadas como fonte de carbono
alternativa para a produgao de enzimas xilanoliticas. Ja a xilanase de A. niveus foi
produzida preferencialmente em farelo de trigo e milho moido, mas xilana
birchwood, xilose, xilana de Eucalyptus grandis e xilana oat spelt também foram
bons substratos para a producao desta enzima.

Embora alguns residuos agroindustriais tenham induzido bons niveis de
xilanase para ambos microrganismos, nos estudos de purificacao optou-se por utilizar
xilana, uma vez que esta fonte de carbono nao apresentaria composicao complexa
como os residuos e, portanto, ndo levaria a inducao de proteinas contaminantes que
dificultam os estudos de purificacdo enzimatica. Entretanto, no intuito de melhor
conhecer o "potencial xilanolitico” dos Aspergillus em estudo (tabela 8), foi utilizado

meio suplementado com farelo de trigo (tabela 8) para determinar a atividade de
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outras enzimas do sistema xilanolitico como acetil-xilana-esterase (AXE) e L-

arabinofuranosidase (ARF).

Tabela 8. Selecao da melhor fonte de carbono para a producao de xilanase e

extracelular.

Fonte de carbono A. fumigatus A. niveus
Atividade (U totais)
Sem fonte de carbono 28,9 6,9
Glicose 78,9 43,9
Xilose 161,4 99,5
Xilana birchwood 347,0 100,3
Xilana oat spelt 223,2 93,5
Xilana Eucalyptus grandis 136,8 97,8
B-metilxilosideo 155,3 9,2
Arabinose 60,3 64,8
Avicel 44,7 0,0
Celobiose 17,2 6,9
Xilitol 91,2 25,4
Flocos de arroz 343,1 60,2
Farelo de trigo 368,8 114,3
Flocos de aveia 103,8 37,1
Flocos de cevada 121,7 69,4
Flocos de soja 170,5 37,1
Flocos de milho 142,8 11,6
Sabugo de milho moido 366,8 55,6
Milho moido 371,1 111,8
(sabugo + palha + grao)
Palha de arroz 349,1 32,4
Bagaco de cana-de-agucar 164,1 20,8

A. fumigatus e A. niveus foram cultivados em MLV (96h) e Czapeck (120h), respectivamente. Culturas incubadas
a 40°C, condigOes estaticas. Xilanas: Sigma®. Xilana eucalipto: cedia pela Profa. Dra. Marta Regina Teixeira,
UNICAMP — extraida por metodologia de TIMELL, 1965.

Para a realizacao deste experimento, foram utilizados meios

suplementados com farelo de trigo, pois, por se tratar de uma fonte de carbono



Resultados 87

altamente complexa, é possivel que induza uma maior variedade de enzimas
xilanoliticas.

A determinacdo das atividades acetil-xilanaesterasica e L-
arabinofuranosidasica foram realizadas através de cinética continua em
espectrofotometro termostatizado. Observando-se os resultados expressos na figura
16, vé-se que os microrganismos em estudo realmente produziram outras enzimas
do sistema xilanolitico (AXE e ARF - item 3.6.1.2) além das endoxilanases (item
3.6.1.1). Os maiores niveis de AXE foram detectados no extrato bruto de A. niveus,
enquanto a ARF foi produzida em maior quantidade por A. fumigatus. Nas condicoes
de cultivo até aqui padronizadas para a producdo de xilanases, verificou-se inducao
de elevados niveis de AXE e AFR. Este dado abriu possibilidades para a realizacao de
futuros estudos em nosso laboratério acerca da padronizacao das condicdes de
cultivo para inducdao AXE e AFR, bem como de suas propriedades bioquimicas e
funcionais. Além de AXE e da ARF também se determinou a atividade B-xilosidasica,

entretanto esta enzima nao foi detectada no extrato extracelular.

4.2.1.2 Caracterizacdo dos extratos brutos produzidos pelos
fungos Aspergillus niveus e Aspergillus fumigatus

Foi realizada a caracterizacao do extrato bruto. Tais conhecimentos foram
fundamentais as etapas subsequentes de desenvolvimento desse trabalho. Sabendo-
se das condicOes de temperatura e pH, nas quais as xilanases em estudo agem
melhor, pode-se determinar em qual (ou quais) bioprocesso(s) € possivel aplicar
essas enzimas. Além disso, os catalisadores utilizados na maioria dos bioprocessos

deverao ser resistentes tanto a desnaturacao térmica como quimica.
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Figura 16. Determinacdo das atividades acetil-xilanoesterasica (A) e L-
arabinofuranosidasica (B) presentes nos extratos brutos de A. fumigatus e A. niveus
suplementados com farelo de trigo 1% como fonte de carbono. Simbolos: linha

vermelha — Aspergillus niveus; linha verde — Aspergillus fumigatus.

Para determinar a temperatura de reagdo, as dosagens enzimaticas foram

realizadas de 25-80°C e, para as xilanases de A. niveus, a maior atividade foi
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registrada numa faixa de 60-65°C, enquanto para A. fumigatus correspondeu a 70°C
(figura 17A). Para A. fumigatus, o pH 6timo de reacao foi de 5 a 5,5 enquanto para
A. niveus foi de 4,5 a 5 (figura 17B).

Mesmo que A. fumigatus tenha produzido aproximadamente de 3 a 4
vezes mais xilanase que A. niveus, a termoestabilidade das enzimas foi semelhante a
65°C durante 30 minutos. Apos este periodo, a atividade xilanolitica residual de A.
fumigatus reduziu consideravelmente e, apds 120 minutos, apresentava apenas 10%
de atividade residual, enquanto a xilanase de A. niveus ainda mantinha 30% de sua
atividade inicial (figura 17C). Embora a xilanase de A. fumigatus reaja melhor a
70°C (e de A. niveus ao redor de 60°C), sua xilanase foi menos termoestavel em
comparacao com a enzima de A. niveus sugerindo que o substrato (xilana)
provavelmente protegeu a enzima.

A estabilidade das xilanases, em diferentes pHs de 2,5-8,0, também foi
testada (figura 17D) e os resultados foram diferentes para ambos os fungos em
estudo. A. fumigatus apresentou a xilanase mais estavel em pHs de 6,0 a 8,0,
enquanto a xilanase de A. niveus foi mais estavel em pHs de 4,5 a 6,5, embora, os
pHs de reacdo das xilanases tenham sido proximos a 5,0-5,5 para A. fumigatus e

4,5-5,5 para A. niveus figura 17C).
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Figura 17. Efeito da temperatura (A) e do pH (B) na reacdao enzimatica;
termoestabilidade a 65°C (C) e estabilidade ao pH (D) da xilanase extracelular
produzida por A. fumigatus e A. niveus. Os microrganismos foram cultivados em suas

respectivas condicdes previamente padronizadas e as reacdes foram realizadas

conforme descrito em Material e Métodos. Simbolos: -e- Aspergillus fumigatus, -o-

Aspergiflus niveus.
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4.2.2 Ligninases

4.2.2.1 Otimizagao das condi¢cOes de cultivo de Aspergillus niveus

Nosso objetivo inicial foi otimizar a produgao de xilanase para aplicagao
biotecnoldgica na industria de papel e celulose em processos denominados de
biobranqueamento. Outras enzimas importantes para aplicacdo neste processo sao
as ligninases (lacase, Mn-peroxidase e lignina-peroxidase).

Assim, resolveu-se investigar se A. niveus e A. fumigatus eram capazes de
expressar, ao menos, alguns niveis dessas enzimas para, entdo, investir na otimizacdo
das condicOes de cultivo para a producao de ligninases pelos mesmos fungos.

Inicialmente, os fungos foram cultivados nas condicdes previamente
padronizadas para xilanase (40°C, condicOes estaticas, meio Czapeck/120 horas - A.
niveus ou meio Vogel/96 horas - A. fumigatus). Neste experimento a fonte de
carbono utilizada foi o farelo de trigo pois, por ser mais complexa, poderia induzir
outras enzimas além da xilanase como, por exemplo, as ligninases.

Nos cultivos com A. fumigatus, nenhuma atividade ligninolitica foi
detectada. J& em A. niveus, os niveis enzimaticos ndao foram significativos como os
niveis de xilanase (todos menores que 300 U totais — tabela 9), mas foram maiores
que 100U para Mn-P e Li-P e, por isso, estudos sobre a otimizacao das condicdes de
cultivo para a produgao das ligninases foi prosseguido em fermentacao substrato
sdlido (FSS), uma vez que na literatura ha uma maior quantidade de artigos que
descrevem este tipo de meio como sendo mais adequado a producao de enzimas
lignoliticas (CARVALHO, 2004). Vale ressaltar também que os cultivos em FSS s3o
Menos onerosos, uma vez que se utilizam de residuos agroindustriais e, portanto sao

mais viaveis (PEIXOTO-NOGUEIRA et a/., 2008b).
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Tabela 9. Determinacdao da atividade ligninolitica do fungo Aspergillus niveus em

meio liquido.
Ligninases — Aspergillus niveus Atividade (U totais)
Lacase 67,5
Mn-peroxidase 217,5
Lignina-peroxidase 182,7

A. niveus foi cultivado em meio liquido Czapeck (120h). As culturas foram suplementadas com farelo
de trigo e incubadas em condicbes estaticas e a 40°C.

Inicialmente, foram testados tempos de cultivos (72 a 144h) com
dosagens a cada 24 horas, conforme vinha sendo feito para xilanase, bem como
tempos mais longos (1, 2, 3, 4 e 5 semanas), com dosagens semanais, conforme
CARVALHO (2004). Para este cultivo em FSS, foi utilizado farelo de trigo umedecido
com meio Czapeck (1:2 — m/v), incubado a 40°C em estufa bacterioldgica, com
umidade relativa ao redor de 70%.

Observando-se os resultados (tabela 10), verificou-se que os maiores
niveis enzimaticos foram detectados com 2, 3 e 5 semanas para lacase, Mn-P e Li-P,
respectivamente.

No intuito de aumentar ainda mais a produgao das enzimas do sistema
ligninolitico, o fungo A. niveus foi cultivado em diferentes solugdes de sais para definir
qual era a mais adequada. As solucdes foram sais de Khanna, sais de Vogel, sais de SR
e em meio Czapeck. A composicao dessas solucOes esta descrita em Material e Métodos.
Foram testadas também outras trés solugdes: solucdo N1 composta por (NH4),SO4 -
0,05M; N2 por (NH4);HPO4 - 0,5M e solucao N3 composta por uma mistura de ambas
((NH4)2S04 + (NH4)2HPO4 - 0,025M cada um). O tempo de cultivo variou entre 2 e 5

semanas, conforme padronizado no experimento anterior (tabela 10).
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Tabela 10. Determinacao do tempo de cultivo para a producao de ligninases pelo

fungo Aspergillus niveus em FSS. Atividade (%) de lacase, Mn-P e Li-P.

Tempo de cultivo (D) Lacase (%0) Mn-P (26) Li-P (20)
3 6,4 3,9 9,3
4 7,7 6,3 33,5
5 14,5 36,6 39,1
6 38,7 48,1 40,3
7 55,3 71,0 60,4
14 100,0 1,2 66,9
21 97,7 100,0 72,7
28 92,4 0,6 86,5
35 85,7 0,0 100,0
42 - - 42,0

A. niveus foi cultivado em FSS composto de farelo de trigo e solugao de sais de meio Czapeck (1:2 —
m/v), a 40°C e com umidade relativa ao redor de 70%. D = dias de incubacao.

Os resultados expressos na tabela 11 mostram que, nas culturas
umedecidas com solucao de sais de Khanna, o crescimento do fungo foi sempre
elevado (mais de 10mg totais de proteina) sendo que, nas culturas para producao de
Mn-P e lacase, umedecidas com solucdao de sais de Khanna, este crescimento foi
maximo apos 3 e 2 semanas, respectivamente. Ja nas culturas para a producao de
Li-P, embora tenha havido grande crescimento de massa micelial na presenca de
solucao de sais de Khanna, o maximo desenvolvimento do fungo ocorreu nas
culturas umedecidas de solugao de sais de Czapeck.

Vale ressaltar que o farelo de trigo € um residuo agroindustrial que possui
um alto teor de proteinas que poderiam interferir nos resultados Entretanto, em
todas as culturas, este valor de proteinas provenientes do residuo deverdo ser muito
proximos, uma vez que em todos os meios utilizou-se a mesma quantidade de farelo
de trigo e das respectivas solugdes salinas (a Unica variagao foi o tempo de cultivo).

Assim, a diferenca nos valores de proteina foi atribuida ao crescimento microbiano.
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Tabela 11. Determinacao da melhor solucao de sais para induzir a producao de

enzimas ligninoliticas pelo fungo A. niveus.

Mn-P Atividade (20) Proteina (mg totais)

N1 41,8 8,0

N2 20,1 8,0

N3 100,0 7,9
Khanna 0,0 18,3
Vogel 0,0 0,0

SR 7,5 8,0
Czapeck 29,9 8,0

Lacase

N1 0,0 8,7

N2 100,0 9,8

N3 82,0 10,0
Khanna 8,4 23,0
Vogel 0,0 6,3

SR 34,2 9,7
Czapeck 49,7 8,9

Li-P

N1 47,9 5,8

N2 42,7 15,1

N3 77,7 7,3
Khanna 58,5 12,0
Vogel 51,8 5,0

SR 100,0 6,3
Czapeck 67,4 27,8

A. niveus foi cultivado em FSS composto de farelo de trigo e umedecido com diferentes solucdes de
sais (1:2 — m/v), 30°C e com umidade relativa ao redor de 70%. Cultivo para Mn-P — 3 semanas;
lacase — 2 semanas e Li-P — 5 semanas. N1 = (NH,),S0,, 0,05M; N2 - (NH,),HPO4, 0,05M e N3 —
combinacdo de N1 e N2 a 0,025M.

Quanto a producdo enzimatica, esta foi maior em meio umedecido com solucao
N3 e N2 para Mn-P e lacase, respectivamente. E possivel que esta maior producdo seja
resultado da presenca de nitrogénio de origem inorganica, que é mais rapidamente
assimilado, e da presenca do ion fosfato na solucdo N2, que funciona como um importante

cofator de uma infinidade de enzimas. Ja a producdo de Li-P foi em média 1,7 vezes mais
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elevada em meio umedecido com solugdo de sais de SR, também, provavelmente, devido a
suplementacdo com nitrogénio de origem inorganica, fosfato (presente em quantidade

maior na solugao SR — item 3.4.1) e magnésio.

4.2.2.2 Caracterizagcdo do extrato bruto produzido por
Aspergillus niveus

Assim como para as xilanases, o extrato bruto, contendo as ligninases de
A. niveus, foi devidamente caracterizado, determinando-se temperatura e pH das
reacOes enzimaticas e suas respectivas termoestabilidade e estabilidade ao pH.

A temperatura de reacao para as ligninases correspondeu a 60°C para lacase
e Mn-P e 70°C para Li-P (figura 18A). Ja os valores de pH de reacdo corresponderam a
7,0, 6,0 e 4,0-5,0 para lacase, Mn-P e Li-P, respectivamente (figura 18B). Esses
valores sao interessantes, uma vez que nao sao tao diferentes daqueles obtidos para o
extrato bruto contendo xilanase (65°C, pH 4,5 — 5,5) e, portanto, favoreceu a utilizagao
de um mix de xilanases com ligninases no biobranqueamento da polpa de celulose de
modo que, as Xxilanases atuariam degradando a xilana e deixando os polimeros de
lignina mais expostos a acao das ligninases.

Para determinar a termoestabilidade das enzimas, aliquotas foram incubadas
em diferentes temperaturas (25-80°C) por 1 hora e as trés enzimas apresentaram
consideravel termoestabilidade. As enzimas Mn-P e Li-P ndo chegaram nem mesmo a
perder 50% de sua atividade nas temperaturas testadas. Apenas lacase chegou a
perder 50% de atividade, mas precisou ficar incubada por uma hora em

temperaturas de 75-80°C (figura 18C).
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A estabilidade das ligninases em diferentes pHs também foi testada (figura
18D) e as enzimas Mn-P a Li-P apresentaram-se menos estaveis a extremos de pH
acido ou alcalino e ficaram mais estaveis em pHs 3,0-7,0. Ja a lacase manteve quase

100% da atividade inicial em pHs 4,5-8,0.
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Figura 18. Efeito da temperatura (A) e do pH (B) na reacdao enzimatica;
termoestabilidade (C) e estabilidade ao pH (D) das ligninases extracelulares (lacase
Mn-P e Li-P) produzidas por A. niveus. Os microrganismos foram cultivados em suas
respectivas condicdes padronizadas e as reagdes foram realizadas conforme descrito

em Material e Métodos. Simbolos: -e- lacase, -m- Mn-P e - A - Li-P.
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As xilanases produzidas por Aspergillus niveus e Aspergillus
fumigatus, bem como as ligninases de Aspergillus niveus, apresentaram
caracteristicas como, por exemplo, resisténcia ao pH e consideravel
termoestabilidade. Assim, as enzimas presentes neste extrato bruto sao,
aparentemente, interessantes para aplicacdo biotecnoldgica.

Para saber se as enzimas em estudo eram realmente viaveis para
uma possivel aplicagdo industrial, elas foram testadas: (1) no
biobranqueamento da polpa de celulose (realizado com xilanases e/ou
ligninases); (2) adicdao em ragdes para ruminantes (realizado apenas com

xilanases).

4.3.1 Biobranqueamento da polpa de celulose para a
fabricacdo de papel

4.3.1.1 Utilizacdo de xilanases de Aspergillus niveus ou
Aspergillus fumigatus no tratamento da polpa de celulose

O trabalho publicado sobre o estudo de padronizagao das condigbes de
cultivo dos fungos A. fumigatus e A. niveus, caracterizacao dos respectivos extratos
brutos e aplicacado no biobranqueamento da polpa de celulose encontra-se no
apéndice 1.

Para a realizagao deste trabalho, a quantidade de xilanase utilizada
correspondeu a 10U/g de polpa seca, durante uma hora, na temperatura de reacao
adequada a cada xilanase.

Os melhores resultados foram obtidos com as xilanases de Aspergillus

niveus (tabela 12), que resultou em uma diminuicdao de 4,6 pontos do numero
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kappa em comparacao ao controle (eficiéncia de 39,6%). Quando a polpa de
celulose foi tratada com xilanases de A. fumigatus, observou-se uma reducao de
apenas 0,9 pontos (eficiéncia de 11,7%). Com a xilanase de A. niveus, a alvura
aumentou 3,4 pontos contra apenas 2 pontos, utilizando-se xilanase de A. fumigatus.
A viscosidade decresceu 9,2%, quando as xilanases de A. fumigatus foram utilizadas,
entretanto, com as xilanases de A. niveus, nenhuma reducao de viscosidade da polpa
foi detectada, indicando que este extrato bruto encontrava-se livre de celulases. A
auséncia de celulases no extrato bruto dos fungos A. niveus e A. fumigatus, foi
confirmada por andlises segundo o método de MILLER (1959), o qual ndo detectou a

formacao de acucares redutores (dados nao mostrados).

Tabela 12. Biobranqueamento da polpa de celulose por xilanases produzidas por

Aspergillus fumigatus e Aspergillus niveus.

A. fumigatus A. niveus
Controle Tratada Controle Tratada
Numero kappa 7,7 6,8 11,7 7,1
Eficiéncia do kappa (20) - 11,7 - 39,6
Viscosidade (cm3/g) 942 855 901 901
Alvura (1SO) 56,7 58,7 54,7 58,1

Os microrganismos foram cultivados nas respectivas condicdes padronizadas. Os controles
corresponderam as amostras ndo tratadas. Os tratamentos foram realizados com as xilanases
extracelulares (10U/g de polpa seca de celulose), durante 1h a 70°C para A. fumigatus ou 65°C para
A. niveus.

Os resultados obtidos com Aspergillus niveus foram melhores e,
aparentemente, mais promissores em comparacao aqueles de Aspergillus fumigatus,

entretanto as xilanases deste segundo fungo também foram interessantes.
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4.3.1.2 Utilizacao de ligninases de Aspergillus niveus e/ou MIX de
xilanases e ligninases de Aspergillus niveus

Conforme ja mostrado, além da otimizacao das condicdes de cultivo dos
fungos A. niveus e A. fumigatus para a producao de xilanases, padronizou-se
também a producao dos trés tipos de ligninases. A quantidade de enzima utilizada foi
igual a 5U de Mn-P por grama de polpa seca + 3U de Li-P por grama de polpa seca
+ 2U de lacase por grama de polpa seca, durante uma hora na temperatura de
reacao adequada. Outro tratamento realizado foi com um mix das enzimas xilanase -
5U/g de polpa seca + ligninases (Mn-P - 2,5U/g de polpa + Li-P - 1,5U/g de polpa
seca + lacase - 1U/g de polpa seca).

Comparando-se as tabelas 12 e 13, observaram-se os bons resultados
obtidos com o biobranqueamento, utilizando-se xilanases de A. niveus (tabela 12).
Esses foram ainda melhores ja que o numero kappa diminuiu 3 pontos comparacao
ao controle. Quando a polpa de celulose foi tratada com o mix, observou-se uma
reducdao de 6,5 pontos do numero kappa. Esses valores corresponderam a uma
eficiéncia do kappa de 26% para ligninases contra 56% para o /mix enzimatico.
Utilizando-se apenas ligninases de A. niveus, a alvura aumentou 2,1 pontos contra
17,2 pontos utilizando-se o mix. A viscosidade decresceu 1% quando somente
ligninases de A. niveus foram utilizadas, mas com o mix praticamente nao houve
alteragao. A manutencao da viscosidade confirmou que o extrato bruto encontrava-
se livre de niveis significativos de celulases, conforme se observou nos resultados das
dosagens de atividade celuldsica (dados nao mostrados); mesmo tendo sido a
producdo de ligninases realizada em farelo de trigo, um residuo agroindustrial que

apresenta entre seus carboidratos os componentes xilana, lignina e celulose.
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Tabela 13. Biobranqueamento da polpa de celulose com ligninases ou ligninases +

xilanase produzida por Aspergillus niveus.

Ligninases — A. niveus MIX - A. niveus

Controle Tratada Controle Tratada
Numero kappa 11,5 8,5 11,5 5,0
Eficiéncia do kappa (20) - 26,0 - 56,0
Viscosidade (cm?/g) 896 886 890 889
Alvura (1SO) 54,2 56,3 54,2 71,4

Microrganismo cultivado nas respectivas condicdes padronizadas. Os controles corresponderam a
amostras ndo tratadas. Os tratamentos foram realizados com a xilanase extracelular (10U/g de polpa
seca de celulose), durante 1h a 65°C para ambos os tratamentos enzimaticos.

4.3.1.3 Analise das polpas de celulose em microscopia eletronica
de varredura

As polpas de celulose utilizadas nos experimentos de biobranqueamento
foram submetidas a analise por microscopia eletronica de varredura (MEV). Foram
analisadas as polpas antes do tratamento (controle) e apds o tratamento com
xilanase de A. niveus ou A. fumigatus, com apenas as ligninases de A. niveus ou
ainda com o mix enzimatico (xilanases + ligninase) de A. niveus. Para realizacao
dessas andlises em MEV as amostras foram preparadas conforme descrito em
Métodos.

Na figura 19A vé-se que, na polpa de celulose controle a fibra encontra-
se intacta, com estrutura integra, enquanto apds o tratamento enzimatico ha
dissociacdo das fibras e exposicdo das camadas polissacaridicas mais intimas
(figuras 19B, C, D e E). Vale ressaltar que, visualmente, a quantidade de
carboidratos extraidos da fibra de celulose deveria ser maior quanto mais eficiente
fosse o tratamento enzimatico. De fato, os resultados observados através de MEV

vao ao encontro daqueles expressos nas tabelas 12 e 13.
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4.3.2 Adicao de enzimas xilanoliticas em ragdes para ruminantes

O segundo teste de aplicabilidade biotecnoldgica das enzimas foi realizado
em ragOes para ruminantes. Visto que o tempo de producdo das ligninases é
bastante elevado (mais de uma semana) e lembrando que a quantidade de enzima
requerida para esses experimentos € bastante elevada, este estudo foi realizado
apenas com xilanases. Vale ressaltar também que o fungo A. fumigatus é conhecido
como um potente patdgeno causador de algumas importantes e conhecidas
aspergiloses e, portanto, apenas A. niveus foi utilizado nos testes subsequentes com
racdes para ruminantes. Assim, as enzimas xilanoliticas produzidas por Aspergillus
niveus foram utilizadas como aditivos em diferentes volumosos para observar se
propiciava (ou nao) um aumento na digestibilidade do alimento.

Assim, A. niveus foi cultivado nas condicdes otimas (Métodos) e a
quantidade de xilanase utilizada para os testes de digestibilidade variaram de 4 a 16
mL em diferentes tipos de volumosos (feno alfafa, capim brachiaria, feno jaragua e
silagem de milho). Nesses resultados (tabela 14), os valores estdo em porcentagem
(%) e correspondem a quantidade de matéria organica seca que foi consumida
durante a digestibilidade /n vitro.

Observou-se um maior consumo da matéria organica, quando os
volumosos receberam a xilanase de A. niveus, em comparacdo as amostras nao
tratadas com xilanase. Em feno alfafa, o melhor resultado foi com a adicao de 16mL
de enzima onde a digestibilidade foi 10,8% maior em relacdo ao seu controle. Ja
para capim brachiaria, o resultado mais satisfatério correspondeu a uma

digestibilidade 6,0% maior com a adicao de apenas 4mL de xilanase, em comparagao
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Figura 19. Andlise através de microscopia de varredura da polpa de celulose antes e
apos o tratamento enzimatico para a retirada de xilana e/ou lignina presente na fibra
de celulose. (A) controle; (B) polpa tratada com xilanase de Aspergillus fumigatus;,
(C) polpa tratada com xilanase de Aspergillus niveus, (D) polpa tratada com
ligninase de Aspergillus niveus e (E) polpa tratada com mix de xilanase + ligninase

de Aspergillus niveus.
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Tabela 14. Digestibilidade /n vitro (%) de diferentes volumosos na presenca de

xilanases produzidas por Aspergillus niveus.

Volumoso Sem enzima 4mL 8mL 16mL
Feno alfafa 53,0 61,0 61,8 63,8
Capim brachiaria 51,6 57,3 55,4 54,5
Feno Jaraguéa 20,8 27,8 27,8 27,8
Silagem de milho 56,8 60,3 60,3 59,9

O fungo Aspergillus niveus foi cultivado em meio Czapeck suplementado com xilana oat spelt 0,75%,
a 400°C, durante 96 horas e em condigOes estacionarias.

ao seu controle. Para feno Jaragud, o aumento da digestibilidade foi de 33,6% em
todos os pontos, independente da quantidade de xilanase adicionada. No ultimo
volumoso testado, o aumento na digestibilidade foi de 6,2% com a adicao de 4 ou 8
mL de xilanase em comparagao ao controle. Assim, observou-se que o tratamento foi
satisfatorio apos a adicdao de xilanase em todos os volumosos. A diferenca entre os
resultados obtidos em cada um dos alimentos deveu-se, provavelmente, a diferenga
na composicao entre os diferentes alimentos testados.

A adicao de xilanase no alimento de ruminantes provocou um aumento da
digestibilidade dos volumosos porque, ao atuarem na xilana presente na parede das
células vegetais, houve a liberacdo de xilooligossacarideos, aclicares menores e,
portanto, mais facilmente assimilaveis. Esses acUcares foram mais rapidamente
assimilados pela microbiota presente no rimen bovino. Quanto maior a proliferacao
desses microrganismos, maior a quantidade de enzimas (como as celulases)
produzidas por eles e, por isso, ocorreu aumento na velocidade da digestao (melhor
digestibilidade).

Os resultados obtidos nos testes /n vitro foram bastante promissores.

Entretanto, no rimen ha um fluxo constante de matéria em transito. Assim, foi
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verificado se a atividade xilanasica persistia a essas condi¢des “adversas” dentro do
animal e, portanto, foi muito importante determinar se a xilanase mantinha (ou nao)
sua atividade /n vivo. Para tal, 6 cabras foram tratadas com 15 mL de enzima
contendo 5,93 U/mL (ou com 11 mL de agua destilada nos controles). Apds a adigao
da xilanase no rimen os animais foram alimentados e, meia hora apds a adigdo da
enzima, uma amostra de liquido ruminal foi retirada para analise. O experimento
prosseguiu com a retirada de amostras ruminais a cada uma hora. Este
procedimento foi realizado por até 8 horas apds o tratamento.

Observando-se a figura 20A, vé-se que a quantidade de xilanase nos
animais tratados com a enzima foi maior do que nos animais nao tratados durante a
maior parte do tempo experimental. Somente apds sete horas de tratamento, as
quantidades de xilanase daqueles que ndao receberam a enzima atingiram niveis
semelhantes aos dos animais tratados. Passadas 8 horas de tratamento, os niveis
enzimaticos dos animais tratados comecaram a decair, enquanto dos nao tratados
comegaram a aumentar. O mesmo quadro pode ser observado, quando se fez uma
relagdo entre os niveis de xilanase presentes nos animais tratados e ndo tratados
com xilanase (figura 20B) ou quando se faz a diferenga entre os niveis da enzima

presentes nos animais tratados e ndo tratados (figura 20C).
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Figura 20. Desempenho das xilanases em rimen de caprinos. Extrato enzimatico

produzido por Aspergillus niveus. (A) atividade xilanasica total em rimen de caprinos

tratados e ndo tratados com a enzima; (B) relacdo entre a atividade xilanasica total

em rumen de caprinos tratados e ndo tratados; (C) diferenca entre a atividade

xilanasica total em rumen de caprinos tratados e ndo tratados.
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No inicio do experimento, a quantidade de xilanase presente nos animais
tratados era maior porque eles acabaram de receber o extrato enzimatico contendo a
xilanase de Aspergillus niveus. Apés meia hora de experimento, a quantidade de
xilanase ainda permaneceu maior nos animais tratados, entretanto se observou uma
grande redugao da atividade nestes e no controle, uma vez que as cabras receberam
a alimentacdo e a enzima acabou sendo diluida dentro do rimen.

Visando aprofundar ainda mais os conhecimentos sobre o efeito das
xilanases de Aspergillus niveus na digestibilidade de alimentos volumosos utilizados
na nutricdo de ruminantes, novamente foi realizado um experimento de
digestibilidade in vitro. Neste experimento, diferentes volumosos (capim marandu,
feno de jaragua, silagem de milho e cana-de-aglcar) cuja composicao bromatoldgica

havia sido determinada (tabela 15) foram avaliados.

Tabela 15. Composicao bromatoldgica dos volumosos avaliados nos ensaios de

digestibilidade.

Volumosos MS FDN FDA Lignina Hemicelulose Celulose

(% MS)  (%MS) (% MS) (% MS) (% MS)
Capim mandacaru 90,12 69,50 30,22 3,69 39,28 26,53
Feno de jaragua 90,38 73,58 49,11 8,41 24,47 40,70
Silagem de milho 89,30 56,22 31,55 4,49 24,67 27,06
Cana-de-acgucar 89,68 39,97 17,57 3,86 22,40 13,71

MS- Matéria seca, FDN- Fibra em detergente neutro, FDA- Fibra em detergente acido

As condicOes para a digestdo dos volumosos corresponderam as mesmas
utilizadas no experimento /n vitro descrito anteriormente, entretanto a concentragao
de enzima foi fixa e correspondeu a 16 mL. Foram analisadas a digestao da fibra em

detergente acido e neutro, da celulose e da hemicelulose em trés tipos de
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tratamento (T1= tratamento 1 — controle (sem adicao de enzima); T2= tratamento 2
— com adicdo de enzima no inicio do processo de digestao; T3= tratamento 3 — com
adicdo de enzima 3h antes do inicio do processo de digestdao) durante os tempos de
24, 48 e 72 horas. Analisaram-se também as quantidades totais de gases produzidas
em conseqiiéncia da digestdo dos alimentos. Os dados referentes a producao de
gases foram determinados com 1, 2, 3, 4, 10, 12, 14, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 40, 48,
52, 56, 60 e 72 horas apds a incubacao.

No capim marandu a digestibilidade aumentou no decorrer do tempo em
resposta a todos os tratamentos, entretanto, os niveis de digestdo foram maiores na
condicdo T2 com 24 ou 48 horas de digestdao. Contudo, observou-se que apds 72
horas os valores foram praticamente os mesmos nos trés tratamentos (figura 21).

Na figura 22 observamos que no feno de jaragua ocorreu um aumento
linear em todas as digestibilidades, nos trés tratamentos e no decorrer de todo o
processo. Os valores maximos de digestibilidade corresponderam ao tempo de 72
horas. Novamente se observou que T2 propiciou maior producdao de gas,
principalmente nos tempos correspondentes a 72 horas. Embora T3 nao tenha sido o
melhor tratamento esperava-se que, assim como no marandu, T3 fosse melhor que o
controle (T1). Entretanto o que se observou foi justamente o contrario,
provavelmente porque durante as 3 horas de tratamento deste volumoso com a
enzima ocorreu degradacao da porcao potencialmente digerivel do alimento antes do
fornecimento ao animal. Entretanto, para a digestibilidade da FDN e FDA, T3 foi
melhor que T1 no tempo de 48 horas.

De acordo com os valores de digestibilidade para silagem de milho, T3 foi

o melhor tratamento (figura 23), principalmente no tempo de 72 horas. Ja para
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cana-de-acucar (figura 24) T2 foi o melhor tratamento para a digestibilidade da

celulose em todos os tempos (figura 24C), entretanto, as demais digestibilidades

foram melhores em T3, com 48 horas de digestao.
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Figura 21. Digestibilidade “in vitro” dos componentes da fracao fibrosa do capim

Marandu apds diferentes tempos de incubagao. (A) fibra em detergente neutro; (B)

fibora em detergente acido; (C) celulose; (D) hemicelulose. T1= tratamento 1 -

controle (sem adicao de enzima); T2= tratamento 2 — com adicao de enzima no

inicio do processo de digestdao; T3= tratamento 3 — com adicao de enzima 3 horas

antes do inicio do processo de digestao.
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jaragua. (A) detergente neutro; (B) detergente acido; (C) celulose;

(D)
hemicelulose. T1= tratamento 1 — controle (sem adigao de enzima); T2= tratamento
2 — com adicdo de enzima no inicio do processo de digestao; T3= tratamento 3 —

com adicao de enzima 3 horas antes do inicio do processo de digestao.
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Figura 23. Digestibilidade “in vitro” dos componentes da fracao fibrosa da silagem

de milho. (A) detergente neutro; (B) detergente acido;

(C) celulose;

(D)

hemicelulose. T1= tratamento 1 — controle (sem adi¢cao de enzima); T2= tratamento

2 — com adicdo de enzima no inicio do processo de digestdo; T3= tratamento 3 —

com adicao de enzima 3 horas antes do inicio do processo de digestao.
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de enzima 3 horas antes do inicio do processo de digestao.



Resultados 113

Comparando-se os valores de digestibilidade de todos os parametros
verificou-se que estes foram maiores em capim marandu e feno jaragua, sendo
menores em silagem de milho e cana-de-agUcar (figuras 21 - 24). Este resultado
deve-se, provavelmente, a diferenca na composicao desses volumosos (tabela 15).
No caso de capim Jaragud, o qual possui os maiores valores de fragao fibrosa, na
presenca de enzimas exdgenas deve ter sofrido uma maior digestao de seus
componentes fibrosos, 0 que propciou um crescimento microbiano mais significativo
da flora ruminal.

A producdo de gases também foi avaliada durante a digestao /in vitro e, o
que se verificou foi um aumento na quantidade de gases liberados no decorrer do
tempo em todos os tratamentos, nos quatro volumosos testados (tabelas 16 - 19).
Ao se analisar a média dos tempos verificou-se que em média, T2 foi o melhor
tratamento em todos os volumosos testados, uma vez que nesta condicao foi
registrada a liberacao de uma quantidade de gas bem maior, provavelmente, em

decorréncia da maior digestdo dos carboidratos da parede celular.

4.3.3 Estudo da citotoxicidade dos extratos brutos produzidos por
Aspergillus niveus e Aspergillus fumigatus

Os extratos enzimaticos de ambos os fungos foram testados quanto a sua
citotoxicidade.

Nao houve desenvolvimento de col6nias apenas nos controles (-) onde os
linfocitos foram previamente tratados com cisplatina (droga quimioterapica). Ja no
controle (+) onde as células ndao foram tratadas com nenhuma droga ou extrato

fungico e nas amostras tratadas com 25, 50 e 100uM de extrato bruto dos fungos
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Tabela 16. Producao de gases (mL/g MS) durante a digestao /n vitro do capim

marandu em diferentes tempos de fermentacao.

Capim marandu

tempo (h) T1 T2 T3 média dos tratamentos
1 2,0a 10,2a 12,8a 8,3P
2 3,1a 13,5a 13,7a 10,1P
3 4,9a 18,4a 14,7a 12,7P
4 5,2a 21,1a 16,5a 14,3P
10 10,8a 27,9a 20,2a 19,7P
12 21,4a 36,7a 28,9a 29,00
14 26,3b 45,9a 36,6ab 36,3M
16 35,7b 61,9a 47,4ab 48,3M
20 58,5b 78,9a 69,4ab 68,9L
24 118,3b] 143,3a] 124,2b] 128,6J
28 156,2bI 183,9al 158,4bl 166,21
32 201,9pH  232,9aH 201,3bH 212,0H
36 239,5bG  282,2aG 249,5bG 257,1G
40 273,2bF 320,8aF 283,5bF 292,5F
48 328,3bE 379,0aE 342,3bE 349,9E
52 359,8bD  409,9aD 376,5bD 382,1D
56 392,6bC  442,0aC 407,6bC 414,1C
60 421,0bB  469,7aB 428,2bB 439,6B
72 449,2bA  509,7aA 456,8bA 471,92

média tempos 163,6b 194,1a 173,1b
Médias seguidas de mesmas letras, minlsculas nas linhas e maiusculas nas colunas, ndo diferem (P >
0,050 pelo teste de Tukey.
T1 — tratamento 1 — controle, sem enzima; T2 — tratamento 2, com enzima adicionada no inicio da
digestdo; T3 — tratamento 3, com enzima adicionada 3h antes do processo de digestao. DMS-a:
15,01; DMS — b: 11,05. Unidade de producao de gases: mL/g de massa seca.

em estudo, o nimero de colonias formadas foi semelhante (figura 21), o que
significa que os extratos brutos produzidos nao apresentaram um carater citotdxico
para células humanas.

Outro dado importante deste experimento é que o extrato bruto de
Aspergillus fumigatus também ndo apresentou citotoxicidade. Este fungo ndo
foi aplicado em testes com ragao, justamente por ser causador de importantes

aspergiloses. Entretanto seu extrato enzimatico ndao causou nenhum dano
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celular aos linfocitos humanos. Assim, testes futuros poderao ser realizados

com o extrato enzimatico deste fungo também.

Tabela 17. Producao de gases (mL/ g MS) durante a digestao /in vitro do capim

Jaragua em diferentes tempos de fermentagao.

Capim Jaragua

tempos (h) T1 T2 T3 médias dos tratamentos
1 4,3a 7,8a 12,9a 8,40
2 4,3a 9,8a 15,4a 9,80
3 4,5b 12,34ab 18,7a 11,80
4 4,7b 14,1ab 18,8a 12,6 O
10 7,5b 20,0ab 20,8a 16,20
12 15,3b 39,0a 30,9a 28,4 N
14 25,0b 46,8a 36,7ab 36,2 N
16 30,2b 59,6a 41,3b 43,7 M
20 44,3b 70,45a 58,1a 57,6 L
24 71,5b] 102,5a] 81,6bJ 85,2J
28 94,2bl 129,7al 102,1bI 108,68 1
32 120,9bH 156,2aH 128,8bH 135,3 H
36 150,5bG 188,4aG 161,5bG 166,8 G
40 182,2cF 220,3aF 196,6bF 199,7 F
48 237,0cE 277,1aE 261,2bE 258,4 E
52 266,6bD 316,0aD 312,3aD 298,3C
56 296,1bC 353,6aC 351,8aC 333,8C
60 239,37bB  389,1aB 382,8aB 367,1B
72 377,9bA 439,8aA 437,1aA 418,3 A

média tempos 119,3c 150,2a 140,5b
Médias seguidas de mesmas letras, minlsculas nas linhas e mailsculas nas colunas, nao
diferem (P > 0,050 pelo teste de Tukey.
T1 - tratamento 1 — controle, sem enzima; T2 — tratamento 2, com enzima adicionada no inicio
da digestdo; T3 — tratamento 3, com enzima adicionada 3h antes do processo de digestdo.
DMS-a: 9,56; DMS — b: 9,1. Unidade de producdo de gases: mL/g de massa seca.
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Tabela 18. Producao de gases (mL/g MS) durante a digestao /in vitro da silagem de

milhos em diferentes tempos de fermentacao.

Silagem de milho

Tempos (h) T1 T2 T3 médias dos tratamentos
1 8,76a 15,3a 21,6a 15,2P
2 15,3a 26,1a 25,5a 22,3P
3 24,2a 38,5a 29,9a 30,9P
4 35,0a 54,0a 40,3a 43,1P
10 50,8b 75,9a 51,4b 59,4P
12 67,8a 99,7a 67,6b 78,4 0
14 89,2b 121,50a 84,1b 98,2 N
16 113,7b 147,6a 107,8b 123,1M
20 151,2b] 187,3al 144,0b] 160,8L
24 215,9b1 251,4al 209,9bI 225,7J
28 254,8bH 293,8aH 254,2bH 267,61
32 292,4aG 325,4aG 290,5bG 302,7H
36 331,1abF  348,9aF 322,4bF 334,2G
40 362,4bE 400,8aE 356,2bE 373,2F
48 400,6bD 441,8aD 391,9bD 411,5E
52 424,12bC ~ 464,6aC 416,3bC 435,0D
56 445,3bB 485,7aB 437,9bB 456,3C
60 461,8bB 501,2aB 454,7bB 472,5B
72 486,6bA 522,2aA 483,5bA 497,4A

média tempos 222,7b 252,7a 220,5b
Médias seguidas de mesmas letras, minusculas nas linhas e mailsculas nas colunas, ndo diferem (P >

0,050 pelo teste de Tukey.

T1 - tratamento 1 — controle, sem enzima; T2 — tratamento 2, com enzima adicionada no inicio
da digestdo; T3 — tratamento 3, com enzima adicionada 3h antes do processo de digestdo.
DMS-a: 16,00; DMS - b: 11,0. Unidade de producdo de gases: mL/g de massa seca.
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Tabela 19. Produgao de gases (mL/ g MS) durante a digestao /in vitro da cana-de-

acucar em diferentes tempos de fermentacao.

Cana-de- acucar

Tempos (h) T1 T2 T3 médias dos
tratamentos

1 8,76a 15,3a 21,6a 20,6P
2 15,3a 26,1a 25,5a 35,6P
3 24,2a 38,5a 29,9a 51,2P
4 35,0a 54,0a 40,3a 74,9P
10 50,8b 75,9a 51,4b 126,20
12 67,8a 99,7a 67,6b 191,8N
14 89,2b 121,50a 84,1b 231,7M
16 113,7b 147,6a 107,8b 268,6L
20 151,2b] 187,3al 144,0b] 310,8J
24 215,9bl 251,4al 209,9bl 363,51
28 254,8bH 293,8aH 254,2bH 396,0H
32 292,4aG 325,4aG 290,5bG 420,6G
36 331,1abF 348,9aF 322,4bF 449,4F
40 362,4bE 400,8aE 356,2bE 467,3E
48 400,6bD 441,8aD 391,9bD 493,5D
52 424,12bC ~ 464,6aC 416,3bC 507,2C
56 445,3bB 485,7aB 437,9bB 518,5B
60 461,8bB 501,2aB 454,7bB 528,1B
72 486,6bA 522,2aA 483,5bA 542,33A

média tempos 317,6b 357,3a 272,1c
Médias seguidas de mesmas letras, minUsculas nas linhas e maiusculas nas colunas, ndo diferem (P >

0,050 pelo teste de Tukey.
T1 — tratamento 1 — controle, sem enzima; T2 — tratamento 2, com enzima adicionada no inicio da
digestao; T3 — tratamento 3, com enzima adicionada 3h antes do processo de digestao. DMS-a: 9,8;

DMS - b: 9,78. Unidade de producao de gases: mL/g de massa seca.
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Figura 25. Determinacao da citotoxicidade dos extratos brutos dos fungos
Aspergillus niveus e Aspergillus fumigatus. Simbolos: -o- Aspergillus niveus, -e-

Aspergillus fumigatus.



Parte 1V: Purificacdo e caracterizacdo bioquimica de

duas xilanases produzidas por Aspergillus niveus
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Para os propositos de purificagdo das xilanases produzidas por A. niveus,
foi testado um sistema de cultivo em dois estagios onde, inicialmente, o fungo foi
pré-cultivado em meio SR suplementado com glicose, por 72 horas, em condicoes
estaticas e, a seguir, a massa micelial foi transferida para meio Czapeck
suplementado com xilana oat spelt, por 96 horas, em condicOes estaticas.
Inicialmente, testaram-se varios tipos de xilana como indutores por diferentes
periodos de cultivo (tabela 20).

Observando-se os resultados, vé-se que, em sistema de pré-cultivo, xilana
oat spelt foi a melhor a ser utilizada, uma vez que os maiores enzimaticos foram
detectados com 96 horas de cultivo em condigdes estaticas. Nestas condigOes,
também se verificou a maior atividade especifica. Para entender melhor o
comportamento do fungo A. niveus durante seu desenvolvimento, um cultivo
semelhante foi realizado (tabela 21) nas mesmas condigdes padronizadas na
tabela 20. Entretanto, foram analisados varios outros parametros tais como:
biomassa Umida e seca e pH final do meio. Verificou-se que o maior valor de
atividade total extracelular ocorreu com 96 horas de cultivo. Neste ponto, também se
observou a maior atividade especifica extracelular durante todo o periodo de
incubagao. Quanto aos valores de atividade total intracelular, observou-se que foram
maximos no inicio do cultivo, demonstrando haver sintese de xilanase ja nas
primeiras 24 horas de cultivo em meio de inducdo. Ja o pico de secregdo xilanasica
ocorreu com 96 horas. Os niveis de proteina intracelular também foram maximos
com 24 horas de cultivo indicando que o microrganismo atingiu , provavelmente, seu

apice de crescimento nas primeiras 24 horas de indugdo; os valores de biomassa
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Umida e seca confirmam esta hipdtese. Quanto aos valores de pH, esses sofreram

pouca alteragao durante o cultivo (pH inicial era 6,0).

Tabela 20. Determinagao do tempo de cultivo para o fungo Aspergillus niveus em
sistema de pré-cultivo em meio com glicose.

XILANASE Aspergillus niveus

Tempo/Substrato/Condicéo Atividade Proteina Atividade Especifica
(U/mL) (mg/mL) (U/mg de prot.)
24h — xil birchwood - estético 18,9 0,25 77,3
48h — xil birchwood — estatico 22,3 0,19 116,5
72h — xil birchwood — estatico 17,5 0,53 33,1
96h — xil birchwood — estatico 11,0 0,39 28,4
120h — xil birchwood — estatico 17,5 0,47 37,3
144h — xil birchwood — estatico 10,6 0,54 19,5
24h — xil birchwood — agitacao 18,9 0,27 70,5
48h — xil birchwood — agitacao 17,7 0,40 44,5
72h — xil birchwood — agitacédo 15,8 0,46 34,8
96h — xil birchwood — agitacao 15,1 0,34 44,3
120h — xil birchwood — agitacao 12,3 0,36 34,4
144h — xil birchwood — agitacao 8,6 0,45 19,3
24h — xil oat spelt - estatico 17,2 0,31 54,8
48h — xil oat spelt — estatico 14,9 0,45 33,4
72h — xil oat spelt — estatico 21,2 0,45 47,3
96h — xil oat spelt — estatico 47,3 0,44 107,5
120h — xil oat spelt — estatico 13,5 0,45 30,1
144h — xil oat spelt — estatico 9,1 0,52 17,6
24h — xil oat spelt — agitacao 15,9 0,28 56,3
48h — xil oat spelt — agitacéo 19,7 0,58 33,8
72h — xil oat spelt — agitacao 17,8 0,54 33,1
96h — xil oat spelt — agitacao 14,9 1,45 10,3
120h — xil oat spelt — agitacao 14,5 0,49 29,8
144h — xil oat spelt — agitacao 9,8 0,58 17,1

A. niveus foi pré-cultivado em meio liguido SR (72h) e transferido para meio Czapeck, suplementado
com xilana birchwood ou oat spelt, sob agitacao ou condicOes estaticas, a 40°C.
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Tabela 21. Determinacdo de parametros extra e intracelulares (proteina total, atividades total e especifica), determinacdo da biomassa Umida e seca, além

de determinacdo pH final do meio apds o cultivo de Aspergillus niveus em sistema de pré-cultivo.

Inducéo (h) Proteina (mg totais) Atividade (U totais) Atividade Especifica Biomassa (Q) pH
(U totais)
Intra Extra Intra Extra Intra Extra Umida Seca

0 1,2 0,2 0,8 7,1 0,7 34,0 0,21 0,033 6,0

24 4,2 4,2 43,3 123,7 10,3 29,4 0,73 0,150 7,0

48 1,7 7,3 19,3 170,2 11,4 23,3 0,37 0,030 6,0

72 1,8 6,1 28,7 173,3 16,0 28,4 0,32 0,060 6,3

96 0,8 5,7 4,0 218,4 5,0 38,3 0,30 0,030 6,3

120 1,6 5,3 18,9 192,1 11,8 36,2 0,05 0,004 7,6

A. niveus foi pré-cultivado em meio liquido SR, suplementado com glicose 1% por 72 horas (meio de crescimento) e transferido para meio Czapeck,
suplementado com xilana oat spelt 1% por 96 horas (meio de inducdo). Tanto o meio de crescimento como o meio de inducao foram incubados em condicOes
estaticas e a 40°C. Tempo 0: micélio recém retirado do meio de crescimento.
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A maior sintese enzimatica em sistema de pré-cultivo provavelmente ocorreu
porque o fungo ja germinado e desenvolvido foi colocado em meio de indugao contendo
xilana.

Para observar os efeitos da fonte de carbono indutora da xilanase (xilana oat
spelt) e diferenciar seu efeito indutor de possiveis efeitos de estabilizagao enzimatica e/ou
ativacdo de prd-enzimas, experimentos utilizando cicloheximida foram realizados. Para
tanto, o fungo foi pré-crescido em meio SR suplementado com glicose 1%, durante 72
horas, a 40°C. Apds este periodo os micélios foram transferidos para (1) meio de inducdo
contendo xilana oat spelt 1% como controle; (2) meio de indugao contendo xilana na
presenca de cicloheximida 50 pg/mL; (3) apds duas horas de cultivo adicionou-se
cicloheximida 50 pug/mL. Apos 2, 4 6, 8, 24, 48, 72 96 e 104 horas as culturas foram
filtradas e procedimentos convencionais de dosagem enzimatica foram realizados.

As figuras 26A e B ilustram que a cicloheximida inibiu a sintese de xilanases
por A. niveus, sendo, inclusive, possivel observar a sintese “de novo” dessas enzimas.

Assim, podemos dizer que xilana foi um verdadeiro indutor da sintese enzimatica.

4.4.1 Purificacdo enzimatica

Os resultados de aplicacdao biotecnoldgica, desenvolvidos neste trabalho,
justificam os procedimentos de purificacao, visando estudos estruturais e cinéticos. O
extrato bruto produzido por A. niveus foi tratado com caulin e aplicado em coluna
cromatografica com DEAE-celulose. Conforme figura 27A, dois pools de atividade
foram obtidos (DEAE 1 e DEAE 2), sendo que o primeiro nao interagiu com a resina
enquanto o segundo interagiu e foi eluido em uma faixa de 0,06-0,35M de NaCl.

O poo/ DEAE 1 foi reunido e equilibrado em tampdo acetato de sédio
10mM, pH 4,0 e eluido em resina CM-celulose equilibrada nas mesmas condigdes.

Dois outros pools de xilanase (figura 27B) foram obtidos (CMC 1 e CMC 2), sendo
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que o primeiro ndo interagiu com a resina, enquanto o segundo interagiu e foi eluido

em uma faixa de 0,1-0,3M de NaCl. Através da leitura de absorvancia a 280 nm, nao

atividade EXTRACELULAR (U/mL)

20

atividade INTRACELULAR (U/mL)
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20
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15
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Figura 26. Efeito da adicao de cicloheximida (50 pug/mL) na incubacao e secrecao

de xilanase (A) extracelular e (B). As culturas foram pré-crescidas por 72 horas a

40°C, meio SR, suplementado com glicose 1%. Posteriormente foram transferidas

para o meio de inducdo suplementado com (e) xilana oat spelt 1%; (°) xilana oat

spelt 1% + cicloheximida (50 ug/mL ) e (€) xilana oat spelt 1% + cicloheximida (50

ug/mL ) adicionada apds duas horas de crescimento.



Resultados

absorvancia (280nm)

absorvancia (280nm)

absorvancia (280nm)

1,4

1,2

1,0

0,8

0,6

0,4

0,2

0,0

1,0

o
©

o
o

o
~

o
N

0,0

2,0

15

NaCl [0,5M]

NacCl [0,5M]

OOOoOOOOOOOOOOOOOOOOOOO ﬁ ‘.\.\
l 08 o.o'."...........\oo
de® CMC 1 \\
|
%\ ~ O\s.ooo
Q
. I I L O
10 20 30 40 50
biogel 3 -
B biogel 1

o)
I
O

20 40 60 80 100 120 140 160

fracéo n°...

24

20

16

12

o

(w/N) spepiAne

(wy/n) spepiane

(lw/N) apepiAne

125

Figura 27. Perfil de eluicdo de xilanase de A. niveus em DEAE-celulose (A)

equilibrada e eluida em tampao fosfato de sédio monobasico 10mM, pH 7,5; CM-

celulose (B) equilibrada e eluida em tampao acetato de sédio 10mM, pH 4,0 e Biogel

P-60 (C) equilibrada e eluida em tampao acetato de sddio 100mM, pH 4,0. Simbolos:

- o - xilanase; - 0 - absorvancia (280 nm).
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se detectaram significativos tracos de proteinas no pico CMC 2, indicativo de um
possivel sucesso neste processo de purificacao, fato comprovado pelo fator de
purificacdo de 4407,0 vezes (tabela 22) e pela homogeneidade eletroforética em
condicoes desnaturantes (SDS-PAGE — 11%) e nao desnaturantes (PAGE — 6%, pH
4,5) - figuras 28A1 e 29A. Por SDS-PAGE também foi possivel determinar a massa

molecular da xilanase CMC 2 que correspondeu a 52,5 kDa.

Tabela 22. Purificacdo das xilanases produzidas por Aspergillus niveus.

Amostra Volume Proteina Atividade Atividade Recuperacdo Purificacdo
(mL) (mg totais) (U totais) (U/mg prot) (%0) x)
Extrato
Bruto 375 138 18037,5 130,7 100 1
Tratamento
com
375 127,5 18997,5 149,0 105,3 1,14
Caulin
DEAE-
cellose 300 0,12 6600,0 55000 36,6 420,8
P2 70 0,0035 15,4 4400 0,8 33,6

CM-celulose

P1 300 0,012 609 50750 3,4 388,3
P2 90 0,002 1152 576000 6,4 4407,0
CM-celulose
P1 1 0,012 600 50000 3,3 382,5
Liofilizada
Biogel P-60
P1 30 0,002 250 125000 1,4 956,4
P2 30 0,001 80 80000 0,4 612,1
P3 20 0,007 260 37142 1,4 284,2

O fungo Aspergillus niveus foi pré-cultivado em meio SR suplementado com glicose 1%, a 40°C,
durante 72 horas e em condigOes estaticas. Decorrido este periodo os micélios foram lavados com
agua destilada estéril e devidamente transferidos para o meio indutor que correspondeu ao meio
Czapeck suplementado com xilana oat spelt 0,75%, a 40°C, durante 96 horas e em condigOes
estaticas.
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Figura 28. Perfil eletroforético das xilanases puras produzidas por Aspergillus niveus
em SDS-PAGE - 11% pH 8,9 (A) e determinacao da massa molecular (B).
Marcadores: BSA (66kDa), ovalbumina (45kDa), gliceraldeido (36kDa), anidrase
carbonica (29kDa) tripsinogénio (24kDa) e inibidor de tripsinogénio (20kDa). Raias 1

e 2 correspondem, respectivamente, a xilanase CMC 2 e Biogel 2.

Ja o pico CMC 1, embora tenha apresentado um fator de purificacdo igual
a 388,3 vezes, nao apresentou homogeneidade eletroforética, sendo posteriormente
reunido e eluido em Biogel P-60 (figura 28C) onde trés outros pools de xilanases
foram obtidos (biogel 1, biogel 2 e biogel 3) sendo que apenas o segundo (biogel 2)
apresentou homogeneidade eletroforética em SDS-PAGE e PAGE (figuras 29A1 e
30B), com um fator de purificacao igual a 612,1 vezes e uma recuperacao de 0,4%.
Sua massa molecular também foi calculada e correspondeu a cerca de 21,8 kDa.

A massa molecular das amostras puras também foi determinada por

analise em FPLC (“Fast protein liquid column”) e, para ambas as xilanases puras, o
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tempo de retengao correspondeu a 11,5 minutos (figura 30), o que corresponde a
uma massa molecular de cerca de 19,5kDa, proximo ao valor calculado para a
xilanase biogel 2 em SDS. Ja para a xilanase CMC 2, os valores calculados em SDS-
PAGE ndo foram confirmados por FPLC, provavelmente, porque carboidratos

presentes nesta proteina comprometeram sua migragao em SDS.

Figura 29. Perfil eletroforético das xilanases purificadas a partir do extrato bruto
produzido por Aspergillus niveus em condigdes nao-desnaturantes. PAGE - 6%, pH

4,5 para xilanase CMC 2 (A) e PAGE - 6%, pH 8,9 para xilanase biogel 2 (B).
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Figura 30. Determinacao por FPLC da massa molecular das xilanases puras
produzidas por Aspergillus niveus. Coluna Bio-Sil Sec-400, devidamente equilibrada

em tampao acetato de sédio 100mM + NaCl 150mM + azida sédica 10mM. pH 6,8.
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4.4.2 Caracterizacao das isoformas purificadas

A andlise dos perfis cromatograficos das xilanases produzidas por
Aspergillus niveus (figura 27) indicou que o microrganismo produziu diferentes
formas de xilanase, das quais duas (CMC 2 e Biogel 2) foram purificadas. Ambas
foram caracterizadas tendo sido determinados parametros como temperatura e pH
de reacado, termoestabilidade e estabilidade ao pH, influéncia de ions, determinacao
do conteldo de carboidratos, analise dos produtos de hidrdlise em TLC,
determinacdo da estrutura secundaria por dicroismo circular e sequenciamento de

aminoacidos e determinacdo da Km.

4.4.2.1 Determinacdo da temperatura e pH otimos de reacéo,
termoestabilidade e estabilidade ao pH

As temperaturas de reagao testadas variaram de 25 a 80°C enquanto os
pHs de reacao foram de 2,0-8,0. A temperatura de reacao correspondeu a 65°C para
ambas as xilanases puras (figura 31A e B), enquanto a faixa de pH em que as
xilanases apresentaram maior atividade foi de 5,5-6,5 para CMC 2 (figura 31A) ou
3,5-5,0 com valores ligeiramente maiores para biogel 2 (figura 31B).

Para a determinacao da estabilidade ao pH, as xilanases puras foram
incubadas na presenca de tampao Mcllvaine na proporcao de 1:1 em diferentes pHs
(2,0-8,0), durante 1 hora. Transcorrido este tempo, aliquotas deste extrato foram
retiradas, e, entdo, foi realizado o ensaio enzimatico. Neste experimento, foi feito um
controle, que correspondeu a 100% da atividade, onde os extratos enzimaticos,

diluidos 1:1 em agua destilada, ndo foram pré-incubados nos pHs testados.
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Figura 31. Determinacao da temperatura e do pH de reacao da xilanase CMC 2 (A)
e da xilanase biogel 2 (B) produzidas por Aspergillus niveus. Simbolos: -o-

temperatura; -e- pH.
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Verificou-se que a xilanase pura CMC 2 manteve-se 100% estavel em pHs
de 2,5-4,5, durante uma hora. Nos demais pHs, a atividade foi mantida elevada
(98,5%-83%) durante o mesmo periodo (figura 32A). Ja a xilanase pura biogel 2
manteve-se estavel em pHs de 3,5-8,0 mantendo ao redor de 100% de sua atividade
(figura 32B).

Para a determinagdo da estabilidade térmica, inicialmente, as xilanases
puras foram incubadas em temperaturas de 25 a 80°C, por 1 hora. Transcorrido este
periodo, aliquotas foram retiradas e colocadas em gelo para posterior ensaio
enzimatico utilizando como substrato xilana birchwood 1% em tampao Mcllvaine pH
5,5 para xil CMC 2 ou 3,5 para biogel 2, ambas a 65°C. Neste experimento, foi feito
um controle, que correspondeu a 100% da atividade, onde a xilanase em estudo
néo foi pré-incubada nas temperaturas testadas.

Verificou-se que de 25-45°C, durante uma hora, a xilanase CMC 2
produzida por A. niveus foi bastante estavel, mantendo quase que 100% de sua
atividade inicial. Quando incubada a 50°C durante o mesmo periodo, ainda manteve
em média 88% de sua atividade inicial, mas, em temperaturas maiores (55-80°C),
a reducao da atividade foi significativa (figura 33A). Para determinar o tsp da
xilanase em estudo, a mesma foi incubada a 50°C e aliquotas foram sendo retiradas
em diferentes tempos (5-120 minutos) e se verificou que a 50°C o tso desta xilanase
correspondeu a cerca de 20 minutos (figura 33C).

No intuito de proteger esta enzima e, portanto, aumentar sua estabilidade
a 50°C, diferentes substancias, que poderiam atuar como agentes protetores, foram
testadas. Assim, para a realizagao deste teste, a xilanase em estudo foi incubada a

500C na presenca de 10% de trealose, sorbitol, polietilenoglicol (PEG) ou glicerol e
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aliquotas foram sendo retiradas em diferentes tempos (5-120 minutos). Quando
comparada ao controle (sem agentes protetores), observou-se que a xilanase
manteve uma atividade residual maior quando protegida por sorbitol, glicerol e
trealose, por até 20 minutos de incubacdao. Apds este periodo, sob protecdo de
glicerol e de sorbitol, a atividade residual foi maior em comparacao ao controle por
até 120 minutos. A adicdo de PEG ndo resultou em aumento da estabilidade da

xilanase CMC 2 (figura 33C).

A xilanase biogel 2, apdés uma hora de incubacdo de 25-60°C, manteve
100% de sua atividade inicial. Quando incubada a 65°C, durante o mesmo periodo,
manteve em média 85% de sua atividade inicial, mas, em temperaturas maiores (70-
80°C), a reducao da atividade foi significativa (figura 33C). Para A determinacao do
tso da xilanase biogel 2, esta foi incubada a 65°C e aliquotas foram sendo retiradas
em diferentes tempos (5-120 minutos) e se verificou que a 65°C o tsp desta
xilanase correspondeu a cerca de 15 minutos (figura 33D). Também, no intuito de
proteger esta enzima, e, portanto, aumentar sua estabilidade a 65°C, testou-se o

efeito dos mesmos reagentes utilizados para CMC.

Comparando-se com o controle, a xilanase biogel 2 manteve uma
atividade residual maior quando protegida por sorbitol, glicerol e trealose, durante

todo o periodo experimental de 120 minutos (figura 33D).



Resultados

atividade residual (%)

atividade residual (%)

120

100 |-

80 I-

60 -

40 |

20 -

o—eo—0o—0—0—_q_ o
o—©O0
~

[ J
~—eo—o

120

100 -

80 -

60

40

20

°
/o——o—o—-o/
e —e—eo—e

134

Figura 32. Determinacao da estabilidade ao pH das xilanases purificadas e

produzidas por Aspergillus niveus. Xilanase CMC 2 (A) e xilanase Biogel 2 (B). As

condicOes de temperatura e pH utilizadas para as reagoes foram as condicdes 6timas

de cada enzima.
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Figura 33. Determinacdao da termoestabilidade das xilanases produzidas por

Aspergiflus niveus. Termoestabilidade em diferentes temperaturas durante uma hora

(A e B) para as xilanases CMC 2 (A) e biogel 2 (B); termoestabilidade em diferentes

tempos com e sem a utilizacao de agentes protetores (C e D). A temperatura de

incubacao foi de 50°C para xil CMC 2 (C) e 65°C para xil biogel 2 (D). Simbolos (B e

D): -e- controle; -o- trealose; -0O- sorbitol; -A- PEG e - V- glicerol.
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4.4.2.2 Influéncia de compostos sobre as atividades xilanasicas

No intuito de observar se algum ion poderia atuar como co-fator das xilanases
puras (CMC 2 e biogel 2) e, assim, aumentar suas respectivas atividades enzimaticas,
diferentes compostos foram testados: NH4Cl, Pb(CHsCOO),, NaBr, KCl, CoCl,.6H,0,
MnCl,.4H,0, NH4F, KH,PO; e NaH,PO4H,O, além dos agentes redutores B-
mercaptoetanol (3-mercapto), ditiotreitol (DTT) e o aminoacido cisteina (tabelas 23
e 24). Como controle foi utilizada a xilanase pura sem adicdo de nenhuma
substancia ou na presenca de EDTA (agente quelante). As concentracdes utilizadas
no ensaio foram de 0,25 mM, 1 mM, 2,5 mM e 5 mM. Para analise dos resultados, foi
considerado um aumento significativo aqueles, no minimo, 50% maiores que o
controle.

Observa-se na tabela 23 que, dentre os compostos testados, o
manganés aumentou em 59% a atividade xilanasica quando utilizado na
concentracao de 1 mM e mais de 90% quando utilizado na concentragao final de 2,5
mM. B-mercaptoetanol e cisteina foram ainda melhores aumentando,
respectivamente, 64% e 78%, quando utilizados numa concentracao final de 2,5
mM ou 89% e 57% na concentracao de 5 mM. O mesmo experimento foi realizado
com a outra isoforma pura de xilanase (Biogel 2) e nenhum aumento da atividade

enzimatica foi observado (tabela 24).

4.4.2.3 Determinacado do conteudo de carboidratos
Através do método fenol-sulfurico (Dubois et al, 1956), verificou-se a
natureza glicoprotéica das xilanases purificadas, a partir do extrato bruto produzido

por Aspergillus niveus. O conteudo de carboidratos correspondeu a 33,8% e 11,56%,
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respectivamente, para as xilanases CMC 2 e biogel 2.

Tabela 23. Efeito da adicdao de ions no ensaio enzimatico da xilanase pura (CMC 2)

produzida por Aspergillus niveus.

0,25mM 1mM 2,5mM 5mM
CONTROLES
Sem ions 100
COMPOSTOS
EDTA 124 137 122 105
NH,4Cl 99 112 128 123
Pb(CH;CO0), 110 124 124 107
NaBr 114 117 126 132
KCl 105 110 117 130
CoCl,.6H,0 112 118 123 112
MnCl,.4H,0 131 159 198 6
NH.F 103 104 131 117
KH,PO, 102 108 131 141
NaH,P0O,.H,0 109 117 127 118
-mercaptoetanol 100 120 164 189
DTT 116 120 120 138
Cisteina 106 122 178 157

O fungo Aspergiflus niveus foi pré-cultivado em meio SR suplementado com glicose 1%, a 40°C,
durante 72 horas e em condicOes estacionarias. Decorrido este periodo os micélios foram lavados com
agua destilada estéril e devidamente transferidos para o meio indutor que correspondeu ao meio
Czapeck suplementado com xilana oat spelt 0,75%, a 40°C, durante 96 horas, em condicGes estaticas.
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Tabela 24. Efeito da adicao de ions no ensaio enzimatico da xilanase pura biogel 2

produzida por Aspergillus niveus.

0,25mM 1mM 2,5mM 5mM
CONTROLES
Sem ions 100
COMPOSTOS
EDTA 114 127 122 105
NH4CI 99 98 88 83
Pb(CHsCOO0), 90 94 94 87
NaBr 84 77 76 72
KCl 95 90 87 70
CoCl,.6H,0 92 88 73 62
MnCl,.4H,0 71 69 61 6
NH4F 83 74 61 57
KH,PO4 52 48 41 41
NaH,PO4.H,0 89 67 47 38
B-mercaptoetanol 90 90 64 59
DTT 56 50 42 38
cisteina 56 52 48 47

O fungo Aspergillus niveus foi pré-cultivado em meio SR suplementado com glicose 1%, a 40°C,
durante 72 horas e em condicOes estacionarias. Decorrido este periodo os micélios foram lavados com
agua destilada estéril e devidamente transferidos para o meio indutor que correspondeu ao meio
Czapeck suplementado com xilana oat spelt 0,75%, a 40°C, durante 96 horas, em condicGes estaticas.
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4.4.2.4 Analise dos produtos de hidrolise em TLC

Neste experimento, foram analisados os produtos de hidrélise formados
apos a degradagao da xilana pelas enzimas CMC 2 ou biogel 2 em diferentes tempos
de reacao (0, 5, 10 e 30 minutos, 1 e 24 horas). Como padroes foram utilizados
xilose e xilobiose.

Observou-se a formacao de xilobiose e outros xilooligossacarideos maiores
(figura 34), sendo que a quantidade de xilobiose formada foi crescente. Nao se
observou a formagdo de xilose durante todo o periodo experimental. Este perfil de
produtos (formacao de xilooligossacarideos) foi compativel com a atuacdo de

endoxilanases, conforme se esperava.

4.4.2.5 Sequenciamento de aminoacidos e determinacdo da
estrutura secundaria por dicroismo circular (DC)

Proteinas possuem uma estrutura primaria que é definida pela seqiiéncia
linear de aminodacidos que as compdem. Esses aminoacidos estdo unidos entre si por
ligacdes peptidicas. Cada proteina pode ainda dobrar-se, formando sua estrutura
secundaria em B-folha ou a-hélice.

Para aprofundar ainda mais nossos conhecimentos sobre duas das
multiplas xilanases produzidas por Aspergillus niveus, sequenciou-se um fragmento
das xilanases purificadas (CMC 2 e Biogel 2) e foi analisada sua estrutura secundaria

por meio da metodologia do dicroismo circular.
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Figura 34. Cromatografia em camada delgada de silica mostrando os produtos de
hidrélise da xilana. Padroes: xilose (x) e xilobiose (xb). Produtos de hidrdlise
formados por hidrodlise de xilana em diferentes tempos: 0, 5, 10 e 30 minutos, 1 e 24
horas. As enzimas utilizadas foram as xilanases puras CMC 1 (a-f) e biogel 2 (g-m)

produzidas por Aspergillus niveus e purificadas a partir de seu extrato bruto.
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O sequenciamento N-terminal da xilanases purificadas foi realizado e os
fragmentos sequenciados corresponderam a D-P-1-P-V-S(1)-V(Y) (para CMC 2) e
V(F)-E-T-A-V-X(A)-X(Q)-G-X(Y) (para biogel 2). Essas sequéncias foram
comparadas com um banco de dados, nos quais se verificou que a xilanase CMC 2
apresentou identidade apenas com proteinas hipotéticas de bactérias e com o fungo
Penicillium chrysogenum (figura 35). Ja a sequéncia da xilanase biogel 2
apresentou identidade com xilanases de bactérias como, por exemplo, Bacillus
subtilis e Kineococcus (figura 36).

As andlises da estrutura secundaria foram realizadas através da
metodologia de dicroismo circular, a qual detecta mudancas conformacionais na
molécula. Espectros de DC foram feitos para ambas as xilanases puras de seus
respectivos componentes estruturais secundarios. Os espectros obtidos para as
proteinas puras sdao comparados ao espectro de DC de uma proteina padrao (figura
37A) com estrutura secundaria definida. Assim, o perfil obtido para a xilanase CMC 2
(figura 37B) foi compativel ao de uma proteina rica em estruturas tipo B-folha, uma
vez que ha um minimo em 210 nm. Estrutura tipo B-folha é compativel com xilanase.

Ja4 a xilanase denominada de biogel 2 (figura 37C) mostrou-se
compativel a uma proteina com estrutura mista em B-folha e o-hélice, uma vez que

ha dois minimos, um em 210 e outro em 220 nm.
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D-P-1-P-V-S(1)-V(Y) — xilanase CMC 2

1 MRRREFLISLAMSASGLRTSRAEAAGVIRVGVLNTGQESAGRRARAAALRQGIAEQSLASDRQIALDFIW 70

71 AGAEPEATRLAARALVEARTEVLVGAGTSATAALMRETRTLPIVFVSVSDPIGEGFAASYSKPGGNATGL 140
141 SNFEPSMTAKWLELLEEIAPGTTRPALLFHPKTAAGQGQFFWRPFSAAAASLNLDPIPVSVDRMEDVEAA 210
211 TVELARQPGTALAIAPSSFTSLHGLEIASSANRRGLPTVFPFSEFARGGGLISYGAHVLDLFRRAGSFVI 280
281 RIANGEHPADLPVEAPTHFELVVNARTAKMLGLAVPPLLLARADEVIE 328

1 MLENLKPERVFYYFEELTKIPRESGNEKAVSDYLYSVGKSLGLETIQDESNNIVIRKPAYKGYENHEPIV 70

71 IQGHMDMVAEKADGVEHNFLVDPIPVIVDGDWVKTKGTTLGADDGIAVAMGLAILEDKEAKHPALELLVT 140
141 TDEERTMAGARAVKRELLNGRKLLNIDAEEEGVLLSGCSGGHNIVGTLKVKYEKSDMKNTFVLFVNNMLG 210
211 GHSGMETIHQQRGNSLKFALRAMDMIKEIADYRLVSIEGGTKHNAIPRDAKVIFTSNADEFNIDFSRLISE 280
281 YPLDKDMRVSIEKVENVKEVLCKGCQEKIENVVRNIPHGVYSMMEEYPSIVECSDNFAIIKFDGNFVKFT 351
352 VSLRSSNPKTFEEYTDMVKKVYEENGVRYTLEDYYKPWEFAKVSQLRDTALEVYKKLTGKEMKVEVVHAA 421
422 LEPAVFVDTFPDMEMISIGPTMKDVHSPAERLNILSTQRTFEFVKELLKSL 472

Cc
1 MIEDAGPNGDNGVFPRELDQRNAHHAEAASGSAKASGIVGEKEGVCNLKASTYISVPKEPTSSRSRDFND 70
71 EMSSEVAAQCHCSIEE c.e. 2940
2941 TFTSGRMIPIPHLDEEVGQFSNMSICRIRLASQLTLDQIALSLQONYSEVLSYQTFPLADIATAAGVTME 3010
3011 DLASTAVNVQYATPTVPSNQDKRPLLNLTPLHGLDPIPVSYPIPYIMMYAEFQEDGQIQVAMTYRPSRVS 3080
3081 .ATIELFSSCPSSSLAALG 4217

Figura 35. Alinhamentos da sequéncia de aminoacidos de um fragmento da xilanase
CMC 2 produzida por Aspergillus niveus e purificada a partir de seu extrato bruto. A
sequéncia apresentou identidade com proteinas hipotéticas de Methylobacterium sp.

(A), Peptostreptococcus sp. (B) e com Penicillium chrysogenum (C).
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Figura 36. Alinhamentos da sequéncia de aminoacidos de um fragmento da xilanase
biogel 2 produzida por Aspergillus niveus e purificada a partir de seu extrato bruto. A
sequéncia apresentou identidade com xilanase de Kineococcus radiotolerans (A) e

Bacillus subtilis (B).
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Figura 37. Dicroismo circular (DC) das xilanases purificadas a partir do extrato bruto
de Aspergillus niveus. Padrdes de estrutura secundaria para o DC (A); xilanase pura

CMC 2 (B); xilanase pura biogel 2 (C).
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Estudos de coleta de organismos vivos e prospec¢cdo de metabdlitos tém
ocupado um papel de destaque dentro da biologia, uma vez que possibilitam
conhecer o patriménio bioldgico de determinado local, bem como obter retorno
econdmico através da exploracdo comercial e sustentavel deste mesmo patrimonio
(AZEVEDO, 2003).

Dentre os muitos metabdlitos de interesse comercial, as enzimas
apresentam um papel importante, uma vez que podem ser aplicadas nos mais
variados setores da industria biotecnologica (SAID & PIETRO, 2002; 2004). As
enzimas podem ter diferentes origens (vegetal, animal e microbiana), mas, segundo
SAID & PIETRO (2002), a grande maioria € obtida a partir de microrganismos, pois
sdo de mais facil manutencédo, além de capazes de utilizar residuos agroindustriais
como fonte de carbono para a produgdo de enzimas, o que torna o valor final do
produto bem menos oneroso e, portanto, mais viavel para aplicacdo industrial
(PEIXOTO et al., 2003; BETINI et al., 2008; PEIXOTO-NOGUEIRA et al., 2008a e b).

A coleta e selecdo de microrganismos produtores de xilanases constituiram
etapas importantes deste trabalho, uma vez que, para se utilizarem as enzimas
produzidas por uma determinada linhagem microbiana, esta devera expressar a
proteina de interesse em quantidades elevadas. Dai a importancia de um screening,
utilizando-se de varias espécies. Com o screening realizado foi possivel selecionar
varios organismos bons produtores de xilanases e, para este estudo, foram
selecionadas duas espécies de Aspergillus (Aspergillus fumigatus e Aspergillus
niveus).

O fato de duas espécies do género Aspergillus terem sido selecionadas

como bons produtores de xilanases, vai ao encontro de resultados prévios publicados
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por nosso grupo de pesquisa, uma vez que este género tem se destacado como bom
produtor de enzimas do complexo xilanolitico (RIZZATTI, 2000, 2004; Rizzati et al.,
2001, 2004; SANDRIM et al., 2005). H& também, na literatura, outros estudos sobre
as xilanases do género Aspergillus como A. niger (SARDAR et al., 2000; XU et al.,
2008) e Aspergillus fischeri (SENTHILKUMAR et al., 2005).

ApoOs a selegdo de bons produtores de xilanase, iniciaram-se os estudos de
padronizacdo das condi¢Ges de cultivo visando aumentar 0s niveis enzimaticos, uma
vez que a demanda do mercado exige a obtencdo de grandes quantidades de
enzima. Além da padronizacdo das condi¢cbes de cultivo para endoxilanases,
determinaram-se parametros como temperatura e pH 6timos, conhecimentos prévios
fundamentais as etapas subseqUentes. Nos estudos de padronizagcdo das condicdes
de cultivo para producdo xilanasica presentes na literatura, variaram parametros
como: tempo e temperatura de cultivo, composicao do meio, fonte de carbono e pH
(KADOWAKI et al., 1997; DAMASCO et al., 2000; SENTHILKUMAR et al., 2005; XU et
al., 2008). Ha4 até mesmo trabalhos para o escalonamento da producdo xilanolitica
(LU et al., 2003).

Os dados resultantes da padronizacdo das condicdes de cultivo pra
producdo de xilanases por A. fumigatus e A. niveus resultaram em publicacdo no
Journal Industrial Microbiology and Biotecnology (PEIXOTO-NOGUEIRA et al,
2008a), na qual se mostrou que, dentre as varias composi¢cdes de meios de cultura
testadas, as melhores corresponderam aos meios minimos de Vogel e Czapeck para
A. fumigatus e A. niveus, respectivamente. A maior producdo enzimética em meios
minimos constituiu num dado importante porque, quanto mais simples o meio,

menor o custo para a producdo enzimatica. Além disso, vale ressaltar que, em meios
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minimos, ha uma inducdo de quantidades menores de outras proteinas, facilitando
estudos de purificacdo. A utilizacdo de meios minimos para induzir xilanases também
foi descrita por outros autores (RIZZATTI et al., 2004; SAVITHA et al., 2007), mas ha
também estudos que relatam maior eficiéncia na producdo xilanolitica por fungos
filamentosos em meios complexos contendo compostos como extrato de levedura
e/ou peptona (RIZZATTI et al., 2001 e 2004; ANTHONY et al., 2003; SANDRIM et al.,
2005; XU et al., 2008).

Além da definicdo de um meio indutor de niveis satisfatérios de xilanase,
foi necessario que se determinasse por quanto tempo e em que temperatura havia
maior inducdo. O crescimento de A. fumigatus foi aumentando ao longo de todo o
periodo experimental, enquanto a maxima producao xilanasica foi detectada com 96
horas de incubacdo. Para A. niveus o pico de crescimento foi registrado com 72
horas de incubacgéo, enquanto os maiores niveis enzimaticos foram obtidos com 120
horas. Para ambos os fungos, a maxima producédo de xilanolitica ocorreu a 40°C,
entretanto a temperatura que mais favoreceu o desenvolvimento foi 30 e 40°C para
A. niveus e A. fumigatus, respectivamente. Esses resultados sugeriram um carater
termotolerante para os fungos em estudo, semelhante a A. phoenicis (RIZZATTI et
al., 2001, 2004 e 2008; RIZZATTI, 2000, 2004) e A. caespitosus (SANDRIM et al.,
2005). Para outras espécies de Aspergillus como A. awamori, A. niger, A. nidulans, A.
oryzae e A. tamari, a melhor producdo xilanolitica ocorreu quando o fungo se
desenvolveu em temperaturas menores (TECHAPUN et a/., 2003).

Comparando-se a producdo xilanasica de A. fumigatus e A. niveus em
seus respectivos tempos 6timos de cultivo, observou-se que o primeiro produziu 2,1

vezes mais Xilanase, entretanto a atividade especifica de A. niveus foi 25,5 vezes
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maior. O tempo requerido por A. fumigatus, para a sintese e secrecdo de xilanase
(96 horas) esta de acordo com dados reportados na literatura para A. awamori e A.
oryzae (TECHAPUN et al., 2003), jA A. tamarii requereu 120 horas (TECHAPUN et al.,
2003), assim como A. niveus. Para ambos os fungos, o maior crescimento ocorreu
sob 100 rpm de agitacdo. Em contraposicdo, a maior producdo e secre¢ao enzimatica
foi observada em condi¢cdes estaticas, sendo que esses niveis foram 2,3 vezes
maiores para A. fumigatus e 1,46 vezes para A. niveus, comparando suas respectivas
culturas mantidas sob agitacgao.

Verificou-se também que A. fumigatus produziu de 3-4 vezes mais
xilanases que A. niveus. Comparando-se com a literatura, A. fumigatus produziu de
16-55% mais xilanase que A. caespitosus (SANDRIM et al., 2005), A. nidulans e A.
awamori (TECHAPUN et al, 2003; POLIZELI et al, 2005), enquanto A. niveus
produziu 25% e 39% mais xilanase que A. awamori e A. nidulans, respectivamente
(TECHAPUN et al., 2003; POLIZELI et al., 2005) e 64% mais xilanase comparado a
outras linhagens de A. niveus reportadas (ANGAYARKNNI et al., 2006). Vale ressaltar
que uma maior producdo enzimética, em condigbes estaticas, resulta em menor
custo de producéo.

Nos estudos de analise de diferentes fontes de carbono indutoras de
xilanase observou-se que A. fumigatus produziu de 5-6% mais enzima em residuos
agroindustriais (milho moido, farelo de trigo e sabugo de milho) comparando-se com
a producdo em meio suplementado com xilana birchwood. Para A. niveus, residuos
como palha e flocos de arroz também favoreceram a sintese enzimética e, portanto,
podem ser utilizadas como fonte alternativa para a producdo dessas enzimas.

Entretanto, a maior producdo enzimatica de A. niveus ocorreu preferencialmente em



Discussao 150

farelo de trigo e sabugo de milho moido. Observou-se que xilana birchwood, xilose,
xilana de Eucalyptus grandis e xilana oat spelt também foram bons indutores desta
enzima.

A possibilidade de utilizar residuos agroindustriais como fonte de carbono
para produzir enzimas pode reduzir significativamente o custo de producéo,
resultando em uma mercadoria menos onerosa. Residuos sdo utilizados para a
producdo de xilanases por outros Aspergiflus (SANDRIM et al., 2005; AACHARY,
2008), inclusive Aspergillus niveus (BETINI, 2006; BETINI et a/,, 2008). E importante
considerar também que esses residuos sdo complexos e, quando utilizados como
fonte de carbono, podem induzir diferentes tipos de proteinas, entre elas celulases,
dificultando a aplicacéo deste extrato na industria de papel e celulose. Assim, foram
realizados ensaios para deteccdo de atividade celulasica nos extratos de A. fumigatus
e A. niveus produzidos em residuos, mas nada foi registrado.

Segundo BIELY (1985), com poucas excec¢des, organismos xilanoliticos séo
invariavelmente celuloliticos e, fregentemente, secretam misturas complexas de
celulases e xilanases simultaneamente. Neste contexto, pode-se destacar que 0s
Aspergillus em estudo fazem parte desta excecdo - embora bons xilanoliticos nao
produziram quantidades significativas de celulases - 0 que poderia inviabilizar uma
futura aplicacdo biotecnolégica em processos de biobranqueamento da polpa de
celulose. Entretanto, ha outros Aspergillus como A. terreus M11 que, diferentemente
das linhagens em estudo, quando cultivados na presenca de residuos secreta
celulases (GAO et al, 2008). Além dos Aspergillus, os fungos filamentosos, mais
frequentemente destacados na literatura como bons celuloliticos, pertencem

geralmente ao género 7richoderma e, frequentemente, produzem altos niveis de
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enzimas tanto xilanoliticas como celuloliticas, quando cultivados com substratos
nativos heterogéneos (COUGHLAN & HAZLEWOOD, 1993).

Desse modo, a maioria dos pesquisadores necessita utilizar xilana como
fonte de carbono para a producdo de xilanase quando se visa aplicar na industria
papeleira. Portanto, o fato de ndo se ter detectado producdo de celulases, mesmo
guando os fungos foram cultivados em meios suplementados com residuos, conferiu
significativa vantagem para futuras aplicacbes dos extratos de A. niveus e A.
fumigatus no clareamento da polpa de celulose para fabricacdo de papel.

Vale ressaltar que, embora ndo tenha sido detectada atividade celulésica,
verificou-se a existéncia de outras enzimas do sistema xilanolitico como alguns tracos
de ARF e significativa quantidade de AXE. Essas enzimas sdo comumente produzidas
pelo género Penicillium (CHAVEZ et al., 2006) e também pelo género Aspergillus: A.
carbonarius e A. focuum (AXE) (KISS & KISS, 2000; CHUNG et al., 2002), A. nidulans
(ARF) (FERNANDEZ-ESPINAR et al, 2006). Os niveis de AXE foram considerados
elevados uma vez que, ap6és 5 minutos de reacdo, os valores de absorvancia
atingiram valores maiores que 1,0. A atividade p-xilosiddsica também foi
determinada, mas nada foi detectado no extrato extracelular tanto de A. fumigatus
como de A. niveus, resultado esperado, uma vez que quantidades significativas desta
enzima geralmente encontram-se na porcao intracelular (RIZZATTI et al., 2001).

Quanto aos altos niveis de xilanases observados, estes eram esperados
quando A. fumigatus e A. niveus foram cultivados em xilana como fonte de carbono,
visto que este carboidrato forma uma matriz insollvel, muito grande para ser
transportada para o interior da célula, necessitando, assim, de um sinal extracelular

para desencadear a producdo de enzimas xilanoliticas. Inicialmente, endoxilanases
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expressas constitutivamente sdo secretadas para o meio extracelular e degradam a
xilana formando xilooligossacarideos, os quais entram na célula induzindo a sintese
de enzimas do sistema xilanolitico.

Segundo GHOSH & NANDA (1994) esta hipdtese pode ser confirmada
através da observacdo de niveis relativamente elevados de xilanases, mesmo nos
meios contendo fontes de carbono facilmente metabolizaveis como a xilose - quando
cultivado em xilose, 0s niveis enzimaticos produzidos por A. niveus foram apenas
0,8% menores comparando-se aos valores obtidos em xilana birchwood. A inducéo
por xilana e xilose foi observada em Aspergillus sydowii (GHOSH & NANDA, 1994), A.
terreus (HRMOVA et al., 1989) e A. tubigiensis (DE GRAFF et al., 1994). Entretanto,
alguns organismos sofrem represséo catabdlica na utilizacdo de agucares facilmente
metabolizaveis como xilose e arabinose, fato observado em T7richosporon cutaneum
(LIN et al., 1999) e Humicola grisea var thermoidea (MONTI et al., 1991). Quanto a
repressdo por glicose, esta parece ser um fenbmeno comum observado na
biossintese de xilanase (KULKARNI et al., 1999). Vale ressaltar que em A. nidulans a
xilose ndo induziu a secrecdo de xilanases (PINAGA et a/, 1994), indicando que,
provavelmente, existem mecanismos distintos de regulacdo da sintese de xilanases
no género Aspergillus.

Parametros bioquimicos como temperatura e pH de reacdo, bem como as
estabilidades quimica e térmica sdo importantes para a aplicacdo industrial de
qualquer enzima e, por isso, foram determinados neste estudo. Os resultados
corresponderam a 70°C e 60-65°C para A. fumigatus e A. niveus, respectivamente. A
temperatura de reacdo de A. fumigatus foi a mesma observada para o fungo

termofilico 7hermomyces lanuginosus (LIN et al., 1999; DAMASCO et al., 2000; LI et
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al., 2005; JURKOVICH et al., 2006), mas foi diferente do que se reportou para a
maioria dos Aspergillus (RIZZATTI et al., 2004; POLIZELI et al., 2005; SANDRIM et
al., 2005), incluindo outras linhagens de A. fumigatus (SAVITHA et al., 2007). Ja A.
niveus exibiu uma temperatura de reacao similar a A. fischeri, A. kawachii, A. oryzae,
A. sojae e A. sydowii (BEG et al., 2001; POLIZELI et al., 2005).

Para A. fumigatus, o pH de reagéo correspondeu a 5,0-5,5 e de A. niveus
a 4,5-5,0. Em comparacdo a outros fungos, esses valores de pH ficaram préximos
aos reportados para A. niger, A. fischeri, A. sojae and A. nidulans (BEG et al., 2001,
POLIZELI et al., 2005) e para uma das isoformas de xilanase (xyl 1) produzidas por
A. caespitosus (SANDRIM et al, 2005). HA também, na literatura, estudos que
descrevem xilanases com carater alcalofilico expressas por fungos do mesmo género
como A. nidulans KK-99, A. terreus (POLIZELI et al., 2005), xyl | de A. caespitosus
(SANDRIM et al., 2005) ou de outros géneros como Thermomyces lanuginosus (L1 et
al., 2005).

Mesmo que A. fumigatus tenha produzido cerca de 3-4 vezes mais
xilanase que A. niveus, a termoestabilidade da enzima foi similar a 60°C por 30
minutos. Apos este periodo, a atividade residual da enzima de A. fumigatus reduziu
consideravelmente e, apés 120 minutos, restaram apenas 10% de atividade,
enquanto a xilanase de A. niveus ainda manteve 30% da atividade inicial. Mesmo a
termostabilidade da xilanase de A. niveus tendo sido maior, a temperatura de reacao
para a xilanase de A. fumigatus foi 70°C, enquanto a xilanase de A. niveus
correspondeu a 60-65°C. Isso sugeriu que o substrato xilana provavelmente atuou
como protetor da enzima, conforme observado em outros estudos com

endoxilanases (GEORGE et a/., 2001).
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Frente a diferentes pHs, a xilanase de ambos os fungos apresentaram
grande estabilidade. A enzima de A. fumigatus foi mais estavel em pHs 6,0-8,0,
enquanto a xilanase de A. niveus foi mais estavel em pHs de 4,5-6,0. Aspergillus
oryzae (POLIZELI et al., 2005), A. fischeri (TECHAPUN et al., 2003; POLIZELI et al.,
2005) e Termomyces lanuginosus (LI et al, 2005) também apresentaram
consideravel estabilidade em uma faixa de pH 5,0-8,0.

Além de se padronizarem as condicdes de cultivo para a producédo de
xilanases e caracterizarem o0s extratos brutos de A. niveus, padronizaram-se,
também, as condi¢des de cultivo para producdo de ligninases, uma vez que ambas
podem ser aplicadas no tratamento da madeira para a fabricacdo de papel
(GUTIERREZ et al., 2006) e, a utilizacdo de um mix dessas enzimas, possivelmente,
seria mais eficiente nos processos de clareamento da polpa de celulose.

Embora seja descrito na literatura que os maiores produtores de ligninases
sejam 0s basidiomicetos, (LEVIT & SHKROB, 1992; CARVALHO, 2004;
RAGHUKUMAR et al., 2008), A. niveus produziu niveis satisfatorios das trés
ligninases (lacase — 67,5U; Mn-P — 217,5U; Li-P — 182,7U) em meio Czapeck, com
farelo de trigo como fonte de carbono, comparando-se aos resultados de CARVALHO
(2004) que produziu niveis semelhantes. Este autor também descreveu que a
utilizacdo de farelo de trigo 6tima para producdo dessas ligninases, assim como
DONINI et al. (2006). Embora haja mais dados sobre producdo de ligninases por
basidiomicetos, também se encontram alguns estudos sobre producdo de ligninases
por fungos filamentosos como Phanerochaete chrysosporium (DE BOER et al.,

1987). Em A. fumigatus nédo se detectou atividade ligninésica.
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Segundo alguns autores como TIEN et al. (1987) e CARVALHO (2004), a
producdo de ligninases ocorre apds semanas de cultivo. TIEN et a/. (1987) relata que
em geral, quando o microrganismo entra em metabolismo secundario que inicia a
expressao das proteinas do sistema ligninolitico. Entretanto, esses dados se referem
a basidiomicetos e ndo a fungos filamentosos como A. niveus. No intuito de melhor
investigar os mecanismos de expressdo dessas enzimas em fungos filamentosos,
foram realizados cultivos que variaram de 3-42 dias de crescimento e se verificou
que a maior producdo dessas enzimas ocorreu apés 14, 21 e 35 dias para lacase,
Mn-P e Li-P, respectivamente. Portanto, tempos longos de cultivo para producgéo de
ligninases também foram requeridos pelo fungo filamentoso A. niveus.

Além do tempo de cultivo, ha uma série de fatores nutricionais que
influenciam na sintese e secrecdo de qualquer enzima (OOIJKAAS et al., 2000) e,
segundo outros relatos, os niveis de sintese de enzimas ligninoliticas podem variar de
acordo com o tipo e a quantidade de suplementacdo de nitrogénio (TIEN et al/.,
1987; CARVALHO, 2004). Culturas suplementadas com farelo de trigo j& possuem
cerca de 2,4% de nitrogénio no meio (CARVALHO, 2004) , pois o farelo de trigo é
rico em proteinas, mas a producdo de lacase e Mn-P por A. niveus aumentou na
presenca de fonte de nitrogénio de origem inorganica. Uma combinagdo de
(NH4)2SO4 e (NH4)2HPO,4 ou apenas (NH4),HPO, elevou a secrecdo de lacase e Mn-P,
respectivamente. O efeito da mistura de (NH4)2.SO; e (NH;),HPO, também foi
estudado por CARVALHO (2004), que observou a sintese de Mn-P em farelo de trigo
aumentava na presenca dessa mistura. Ja a sintese de Li-P por A. niveus foi

favorecida ndo apenas pela suplementacdo de nitrogénio de origem inorgéanica
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presente na solucdo de sais SR, como provavelmente também pela alta concentragao
de fosfato presente nesta solucéo.

Nos estudos de caracterizacdo enzimatica do extrato bruto verificou-se
novamente que A. n/veus é um organismo que possui um carater termotolerante,
uma vez que as temperaturas de reacdo foram elevadas (acima de 40°C) - 60°C para
lacase e Mn-P e 70°C para Li-P. Esses dados estdo de acordo com a literatura uma
vez que as lacases de Coriolopsis byrsina e Lentinus sp. apresentaram temperatura
de reacdo entre 60-65°C (CARVALHO, 2004), esses valores também foram
semelhantes a temperatura de reacdo de uma lacase comercializada pela NOVO
NORDISK produzida através de fermentacdo submersa de Aspergillus geneticamente
modificado (SOARES et a/., 2001). Quanto a temperatura de reacdo da Mn-P de A.
niveus (60°C), esta também foi semelhante a registrada para a enzima de Lentillus
sp. Entretanto, a temperatura de reacdo da Li-P de A. niveus foi bem mais elevada
(70°C) em comparacdo a temperatura da Li-P de Lentinus sp. (35°C - CARVALHO,
2004) ou em comparacdo a Li-P de Phanerocheate chrysosporium (55°C — ALAM
et al., 2008).

Os valores de pH de reacdo das ligninases de A. niveus corresponderam a
7,0 para lacase, 6,0 para Mn-P e 4,0-5,0 para Li-P. No caso das lacases este valor de
pH foi bastante diferente de alguns dados da literatura para as enzimas de Lentinus
sp. e Coriolopsis byrsinia (3,0-4,0 - CARVALHO, 2004). MAKKAR et al. (2001)
também descreveram perfil semelhante para a lacase de Lentinula edodes. O pH da
Mn-P também foi bastante diferente para Lentinus sp. (3,0 - CARVALHO, 2004) em

comparacdo ao que se observou para A. niveus. Ja os dados de Li-P de A. niveus
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corresponderam aos dados dos fungos Gloeophyllum striatum e Lentinus sp.
(CARVALHO, 2004) e Phanerocheate chrysosporium (ALAM et al., 2008).

E importante destacar que os valores de pH e temperatura ndo foram
muito diferentes daqueles obtidos para o extrato bruto contendo xilanase de A.
niveus (65°C, pH 4,5-5,5), o que favoreceu a utilizacdo de um mix de xilanases com
ligninases no biobranqueamento da polpa de celulose de modo que as xilanases
hidrolisassem a xilana deixando os polimeros de lignina mais expostos a acdo das
ligninases.

Importantes também foram os dados das estabilidades térmica e quimica.
Verificou-se que Mn-P e Li-P ndo perderam nem mesmo 50% de sua atividade nas
temperaturas testadas. Lacase chegou a perder 50% de atividade, mas precisou ficar
incubada por uma hora em temperaturas de 75-80°C. Quanto as analises de
estabilidade a diferentes pHs, verificou-se que Mn-P e Li-P mantiveram 100% da
atividade inicial em uma faixa de pH de 3,5-7,0, ja a lacase manteve 100% de
atividade em pH de 4,5-7,0. Esses dados de estabilidade mostraram que as
ligninases de A. niveus foram mais estaveis tanto a desnaturacdo térmica como
quimica, comparando-se a outras descritas na literatura (MAKKAR et al., 2001;
CARVALHO, 2004; ALAM et al., 2008), apenas Mn-P do basidiomiceto Phanerochaete
chrysosporium apresentou tal estabilidade a diferentes valores de pH (WARIISHI et
al., 1989).

JA na terceira etapa deste estudo, a aplicacdo pratica das enzimas em
estudo foi realizada nos setores de branqueamento da polpa de celulose (xilanases e

ligninases) e em ragfes para ruminantes (apenas xilanases).
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A aplicacdo de xilanases comecou na década de 80, primeiramente em
ragbes animais, seguida pela adicdo em alimentos para humanos e, posteriormente,
em industria téxtil e de papel. Atualmente, as xilanases e celulases, juntamente com
as pectinases, sdo responsaveis por 20% do mercado mundial (revisto por BHAT,
2000). A demanda do mercado por enzimas mais estaveis, altamente ativas e
especificas, tem crescido rapidamente.

Nos processos de clareamento da polpa de celulose para a fabricacdo do
papel, o processo serd mais eficiente quanto maior for a diminuicdo do numero
kappa (grandeza empirica). Assim, foram testados os extratos brutos contendo as
xilanases produzidas por A. niveus e A. fumigatus. O melhor resultado foi obtido com
0 extrato bruto de Aspergillus niveus, o qual resultou em uma diminuicdo de 4,6
pontos do numero kappa, aumento de 3,4 pontos na alvura e manutencdo da
viscosidade. Ja A. fumigatus reduziu apenas 0,9 pontos do kappa, aumentou 2
pontos na alvura e resultou em um decréscimo de 9,2% na viscosidade. A
manutengdo da viscosidade, utilizando-se extrato bruto de A. niveus, bem como a
pouca reducdo com estrato de A. fumigatus, confirma a auséncia de celulases nesses
extratos, uma constante preocupacao de inumeros pesquisadores (TECHAPUN, et al.,
2003; SANDRIM et al., 2005; LI et al., 2005) que estudam a aplicacdo de enzimas no
brangueamento da polpa de celulose.

Comparando-se esses resultados com os dados da literatura e utilizando-
se outros microrganismos como 7ermomyces lanuginosus (LI et al., 2005) e A.
caespitosus (xyl I and I11) (SANDRIM et al., 2005), podemos observar que houve uma
diminuicdo do nimero kappa em apenas 1,0, 0,2 (xyl I) ou 1,5 (xyl Il) e 1,1 pontos,

respectivamente, em comparacdo aos seus controles, apdés pelo menos 1 hora de



Discussao 159

tratamento quando utilizanda uma quantidade de xilanase equivalente a pelo menos
10U/g de polpa seca. A reducgdo de 3,3 pontos no numero kappa (similar ao fungo A.
niveus) foi observada apenas quando se utilizou uma xilanase produzida por
Arthrobacter sp. MTCC 5214. Entretanto, para que esta performance fosse
alcancada, foi necesséaria a utilizacdo de uma quantidade de enzima duas vezes
maior durante o dobro de tempo (20U/g de polpa seca/2h) e, ainda, o extrato
enzimatico de Arthrobacter sp. MTCC 5214 reduz em 7,5% a viscosidade da polpa de
celulose (KHANDEPARKAR & BHOSLE, 2007).

Embora os resultados obtidos com a aplicagdo da xilanase de Aspergillus
niveus tenham sido bastante promissores, ainda foi possivel melhorar esses valores
utilizando-se um mix de xilanases e ligninases de A. niveus, o que resultou em uma
diminuicéo de 6,5 pontos do kappa. A eficiéncia do processo chegou a 56%, a alvura
aumentou 17,2 pontos e a viscosidade diminuiu apenas 1 ponto.

A eficiéncia desses tratamentos enzimaticos também foi observada através
de analises de microscopia eletronica de varredura. Percebeu claramente que a fibra
de celulose estava intacta nos controles apds o tratamento das xilanases ou
ligninases ou o0 mix enzimatico. Houve exposicdo de varias camadas de
polissacarideos. Resultados semelhantes foram relatados por SALLES et a/ (2005),
KAPOOR et al. (2007) e MEDEIROS et al, (2007a, b) que também realizaram
estudos de microscopia de varredura para observar a eficiéncia de diferentes
tratamentos na polpa de celulose.

A xilanase de Aspergillus niveus apresentou melhores resultados quando
aplicada ao biobranqueamento da polpa de celulose em comparacdo aos resultados

de Aspergillus fumigatus. Entretanto, os resultados obtidos com o segundo fungo
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também foram interessantes e, embora seja conhecido por seu carater patogénico
(TAUBITZ et al, 2007), os promissores resultados obtidos com a aplicacdo da
xilanase deste fungo no clareamento da polpa de celulose justificam a realizacdo de
futuros estudos de expressao heterdloga desta enzima (LIU et a/., 2006).

Outro setor em que se testou o potencial de aplicacdo das xilanases de
Aspergillus niveus foi o de ragbes para ruminantes, no intuito de aumentar a
digestibilidade do alimento volumoso avaliado /7 wvitro. A utilizacdo de enzimas
fibroliticas em racBes de ruminantes ja& tem sido comercialmente realizada,
entretanto, estudos como este, onde se padroniza a produgcdo dessas enzimas a
baixo custo (usando-se residuos agroindustriais), seguindo-se com testes de
aplicacdo biotecnolégica, sdo de suma importancia. Ademais, cumpre destacar que
as enzimas utilizadas em ragbes de ruminantes sao importadas e de custo elevado.

O uso de enzimas fibroliticas € uma maneira interessante de se melhorar o
aproveitamento nutricional de volumosos como a palha de arroz, bem como o das
gramineas forrageiras de clima tropical. Ademais, com o desenvolvimento de
pesquisas nesta area, espera-se que 0 preco dessas enzimas, em escala industrial,
seja acessivel devido aos recentes avancos na tecnologia de fermentacéo e sistemas
alternativos de producéo da enzima (BEAUCHEMIN et al/., 2002).

Neste estudo, foram testados diferentes volumosos (feno de alfafa, capim
brachiaria, feno de capim jaragua e silagem de milho). O que se observou foi um
significativo aumento na digestibilidade do alimento e o consumo de matéria seca
elevou-se (dependendo do volumoso) de 6-33,6% na presenca de enzima. Esses
resultados foram considerados muito bons, pois na literatura ha estudos semelhantes

(MARTINS, 2003) em que esse aumento foi de no maximo 4,0% (QUEIROZ et al.,
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2004). H4 também trabalhos cujos resultados para este tipo de teste /7 vitro foram
semelhantes ou até mais promissores (COLLOMBATTO et al., 2003a). Entretanto, a
enzima exogena utilizada foi um produto comercial, cujo custo é geralmente elevado
em comparacdo ao nosso produto, genuinamente nacional, e que pode ser obtido a
partir do cultivo de A. niveus em residuos agroindustriais.

Além do aumento da digestibilidade /in vitro (o que ja se verificou), para
que se utilize uma enzima no setor de racbes, esta também devera resistir as
condicBes adversas do rumen. Para investigar sua estabilidade enzimética as
condigdes ruminais, caprinos foram tratados com a xilanase de A. niveus e
alimentadas com silagem de milho. Neste estudo, verificou-se que a enzima estava
presente no rumen mesmo apdés 7 horas de sua administracdo. Assim, podemos
afirmar que o extrato bruto, contendo as xilanases produzidas por A. niveus, foi
estavel as condicdes ruminais e, provavelmente, se rotineiramente adicionado a
alimentacdo, ocasionard um aumento na digestibilidade da fracdo fibrosa dos
alimentos, e consequentemente no desempenho desses animais em relacdo ao
ganho de peso, producéao de leite, conforme observado por QUEIROZ et al. (2004).

Outro teste de digestibilidade /n witro foi realizado verificando a
digestibilidade das fibras em detergente neutro, detergente &cido, lignina,
hemicelulose e celulose. Além dos dados de digestibilidade analisou-se também a
quantidade de gas produzido durante o processo de digestao.

Nos ensaios de digestibilidade verificou-se que o tratamento 2 (que
correspondeu ao fornecimento da enzima no inicio do processo de digestédo) foi a
melhor condicdo para todos os volumosos testados (exceto para silagem de milho).

Este tipo de tratamento corresponderia ao fornecimento da enzima para o gado no
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momento da alimentacdo. Ja para silagem de milho, o tratamento 3 (que
correspondeu ao tratamento dos volumosos com enzima 3 horas antes do inicio do
processo de digestdo) foi o mais adequado, provavelmente porque durante este
tratamento foram degradadas enzimaticamente, porcdes fibrosas que impediriam um
melhor aproveitamento do alimento.

A adicdo de enzimas exdgenas a alimentacdo de ruminantes, além de
degradar o polimero de xilana e fornecer acucares menores a flora ruminal,
provocando aumento na proliferacdo desses microrganismos e conseqiente aumento
na digestibilidade (Hatfield, 1989), também atua degradando a por¢éo fibrosa do
alimento que impede o aproveitamento de sua por¢cdo potencialmente digerivel.
Assim, possivelmente a adicdo do extrato bruto de Aspergillus niveus contendo
principalmente xilanase (mas também tragcos de enzimas ligninoliticas e
pectinoliticas) promoveu uma eficiente degradacédo da porcao fibrosa dos volumosos
testados levando a um maior aproveitamento dos nutrientes.

Na silagem de milho, a necessidade de um tratamento prévio com o
extrato enzimatico 3 horas antes do processo de digestdo pode ser entendido ao se
observar que, entre os volumosos testados, possui o segundo maior teor de lignina
em sua composicao, ou seja, 4,5% MS e 8,0 % em relacdo ao FDN (tabela 15).
Assim, este tratamento realizado 3 horas antes da digestdo provavelmente provocou
a degradacédo da porcéao fibrosa e expds a porcao nutritiva deste volumoso.

E importante frisar que, quanto maior a quantidade de lignina presente
em um alimento, menor serd o aproveitamento dos seus nutrientes, entretanto ndo é
apenas a quantidade de lignina que influencia na digestibilidade de um alimento,

mas também seu arranjo (JUNG, 1989). Assim, nota-se que dentre 0s volumosos
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testados, feno jaragua, embora apresentasse o maior teor de lignina (8,4% - tabela
15), ndo precisou ser previamente tratado com o extrato enzimatico como silagem
de milho, provavelmente devido ao arranjo das fibras. Neste contexto, deve-se ter
em mente que em fungcdo das caracteristicas anatémicas dos caules das plantas de
milho e de cana-de-acgucar, € de se esperar que as mesmas apresentam fibras com
maior resisténcia a degradacdo comparada as dos capins braquiaria e feno de
Jaragua. Da analise dos dados da Tabela 15 se depreende que a FDN da silagem do
milho e da cana-de-agUcar apresentam respectivamente, 8,0 e 9,6% de lignina.

Observando-se os resultados sobre a producdo de gases nota-se que este
aumentou no decorrer do tempo em todos os volumosos e em todos o0s tratamentos,
entretanto foi no tratamento 2 que essa quantidade de gases foi mais elevada (para
todos os volumosos, inclusive silagem de milho), provavelmente em virtude de um
maior aproveitamento do alimento e maior liberacdo de propionato e butirato (EUN &
BEAUCHEMIN, 2007).

Os resultados obtidos com xilanases de A. rniveus foram bastante
promissores também no setor de rac¢des. Por isso, estes resultados merecem grande
atencdo e aprofundamento para que esta enzima seja, de fato, aplicada em larga
escala no setor de ragdo animal. Para viabilizar sua aplicacédo, foram realizados testes
de citotoxicidade com o extrato bruto de A. niveus e nenhum efeito foi detectado.
Isso favoreceu ainda mais a possibilidade de aplicacdo dessas xilanases em racoes.

Durante esses estudos sobre efeito citotoxico, testou-se também o extrato
bruto de A. fumigatus e, nas condicGes de cultivo utilizadas neste estudo, também
ndo se detectou nenhum efeito deletério, embora A. fumigatus seja comumente

conhecido como causador de importantes aspergiloses (TAUBITZ et al., 2007). Logo,
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também podera, em estudos futuros, ser testado como aditivo em racdes para
ruminantes assim como o extrato enzimatico de A. niveus.

Estudos semelhantes sobre a utilizacdo de enzimas exdgenas, como
aditivo em racdes de ruminantes para melhorar a digestibilidade do alimento,
também vem sendo realizados com enzimas proteoliticas (EUN & BEAUCHEMIN;
2005) ou com mix enziméticos (YU et al., 2005).

Os promissores resultados obtidos, principalmente com xilanase de
Aspergillus niveus, justificam a realizacdo de estudos mais aprofundados sobre a
purificacdo e caracterizagdo das xilanases deste microrganismo.

Para os propositos de purificacdo, utilizou-se um sistema de pré-cultivo
onde a quantidade de xilanase sintetizada e secretada foi cerca de 3,6 vezes maior.
Para os estudos de purificacéo, a fonte de carbono utilizada foi xilana oat spelt, pois,
em sistema de pré-cultivo, esta induziu mais eficientemente a sintese de xilanases,
sendo que a maxima inducéo e secrecado ocorreu apds 72 horas de crescimento, em
meio SR com glicose 1%, seguido de transferéncia para o meio de inducdo Czapeck,
suplementado com xilana oat spelt como fonte de carbono, durante 96 horas. Tanto
a incubacdo em meio de crescimento, como de inducdo, foram realizadas em
condicBes estaticas e a 40°C. Um sistema semelhante de cultivo foi utilizado para
outros Aspergillus como A. phoenicis (RIZZATTI et al., 2004).

A purificacdo de duas das isoformas de xilanase produzidas por A. niveus
foi realizada por meio de tratamento com caulin, colunas cromatogréaficas de troca
iOnica e de exclusdo de massa molecular. Novamente, tratamentos semelhantes
também foram reportados para a purificacdo de xilanases de A. phoenicis (RIZZATTI,

2004).
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Durante a purificacdo, verificou-se que o caulim foi bastante eficiente.
Aléem de apresentar uma porcentagem de recuperacdo elevada, adsorveu proteinas
presentes no extrato bruto. Com o caulin houve também uma retirada de compostos
provavelmente inibidores das xilanases, ja que o poo/ enzimatico recuperado estava
com a atividade mais elevada. Este aumento da atividade enzimética, apds
tratamento com caulim, foi também observado no estudo de purificagdo de enzimas
amiloliticas produzidas por Rhizopus microsporus var. rhizopodiformis (PEIXOTO,
2004).

O caulin é um material formado por grupos de silicatos hidratados de
aluminio, principalmente caulinita (Al,03.2Si0,.H,0) e haloisita. Esses minerais sdo
0s principais responsaveis pela adsorcdo inespecifica do caulin a certas proteinas
(MELCHIADES et a/., 2002).

Analisando-se os perfis cromatograficos, vé-se que A. niveus possui, pelo
menos, seis isoformas xilanoliticas e, muitas vezes, essas isoformas apresentam
distintas propriedades bioquimicas (COUGLAN et al, 1993). A producdo de um
sistema enzimatico pelo microrganismo, sendo cada enzima com funcdo
especializada, € uma estratégia usada para se obter uma hidrolise superior da xilana
(WONG et al., 1988), além de garantir uma vantagem adaptativa do organismo nas
condicbes ambientais, uma vez que na natureza existe grande variedade na
composicdo estrutural da xilana (COUGLAN et al., 1993; RIZZATTI et al., 2004). A
multiplicidade das xilanases pode ser atribuida por diversos fatores, entre eles:
processamento diferencial do RNAm, protedlise parcial e diferencas nos graus de
amidacdo e glicosilacdo (FERREIRA-FLHO, 1994; KULKARNI, 1999). Em alguns

fungos, a presenca de xilanases multiplas podem ser aloenzimas, ou produtos de
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diferentes alelos no mesmo gene. Ha evidéncias sugerindo que, pelo menos algumas
xilanases multiplas de um organismo sdo produtos de genes distintos, com
propriedades distintas (WONG et a/., 1988).

A producéo de xilanases multiplas foi relatada em diversos microrganismos
(BEG et al, 2001; RIZZATTI, 2004). Dentre eles, algumas espécies de Aspergillus
sdo produtoras de 2 a 3 formas de xilanase como, por exemplo, A. aculeatus
(FUJIMOTO et al., 1995), A. awamori (KORMELINK et al., 1993), A. kawachii (ITO et
al., 1992), A. nidulans (FERNANDEZ-SPINAR, 1994), A. sojae (KIMURA et al., 1995),
A. versicolor (CARMONA et al., 2005), A. fumigatus (LENARTOVICZ et al., 2002), A.
giganteus (FIALHO & CARMONA, 2004) e A. phoenicis (RIZZATTI, 2004). Neste
estudo, o fungo A. niveus também produziu uma multiplicidade de isoformas de
xilanases (pelo menos 6).

Complexos enzimaticos multifuncionais encontrados na superficie de
diversos microrganismos sdo chamados de xilanossomos (SUNNA & ANTRANIKIAN,
1997; BEG et al, 2001). Um xilanossomo de 669 kDa foi reportado em Butyvibrio
fibrisolvens H17c, consistindo em um agregado de subunidades protéicas das quais
11 eram xilanases com massa molecular variando de 45-180 kDa (LIN & THOMPSON,
1991).

Das seis possiveis isoformas de A. niveus, duas foram purificadas até a
observacdo de homogeneidade eletroforética em PAGE e SDS-PAGE com fatores de
purificacdo iguais a 4407,0 e 612,1 vezes para CMC 2 e biogel 2, respectivamente. As
massas moleculares foram determinadas por SDS-PAGE e FPLC e os valores obtidos
sdo condizentes aos dados da literatura para outros Aspergillus como A. phoenicis

(RIZZATTI, 2004) e A. caespitosus (SANDRIM et al., 2005). Entretanto, os valores de
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massa molecular da xilanase CMC 2 da A. niveus calculados em SDS-PAGE e por
FPLC ndo foram condizentes um ao outro porque, provavelmente, o teor de
carboidratos e o local de glicosilacdo dessa proteina provocaram uma migracao
andmala em SDS-PAGE, resultando em uma massa molecular maior do que
realmente é (HANES & RICKWOOD, 1981; SIMPSON, 2003).

Uma incoeréncia entre as massas moleculares, calculadas em SDS-PAGE e
filtracdo, também foi observada para uma das isoformas de xilanase (xyl I1)
estudada por SANDRIM et al. (2005). Neste caso, 0 que provavelmente ocorreu foi
uma interagdo inespecifica entre a resina e a proteina retardando sua saida durante
a filtracdo. Essa interacdo aconteceu, provavelmente, devido ao alto teor de
carboidratos presentes nesta molécula (41%) (SANDRIM et al., 2005). Ja para a
xilanase CMC 2 de A. niveus o artefato foi observado em SDS-PAGE e,
provavelmente, também resultou da presenca de -carboidratos (33,8%) que
interferiram na migracdo da molécula no gel. J4 para a xilanase biogel 2 0 menor
teor de carboidratos (11,56%) nao interferiu nos célculos de massa molecular por
nenhuma metodologia. Segundo os resultados obtidos por FPLC e SDS-PAGE para a
isoforma biogel 2, é possivel classifica-la como uma xilanase de baixa massa
molecular segundo WONG et al (1988). Entretanto, para coloca-la entre as
diferentes familias descritas por COLLINS et a/. (2005) outras caracteristicas teriam
que ser consideradas.

Quanto aos parametros relativos a temperatura e pH de reacdo, bem
como as estabilidades a altas temperaturas e ao pH, sofreram pouca alteracdo apés
a purificacdo dessas proteinas. No caso da termoestabilidade, verificou-se que

compostos como trealose, sorbitol e glicerol podem atuar como agentes protetores
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das xilanases puras aumentando, portanto, sua termoestabilidade. O aumento da
termoestabilidade de xilanases, devido ao efeito desses compostos, também foi
verificado por GEORGE et a/. (2001).

As enzimas purificadas apresentaram padrdes de atividade diferentes na
presenca de diversos compostos. A atividade da xilanase CMC 2 teve sua atividade
aumentada na presenca de MnCl,.4H,0, B-mercaptoetanol e cisteina, enquanto que
a isoforma biogel 2 ndo sofreu influéncia de nenhum dos compostos testados. Ha na
literatura outras xilanases que, assim como a biogel 2 de A. niveus sofrem inibicdo
por diversos compostos. SPARE et al (2005) verificaram que a xilanase de
Syncephalastrum racemosum sofreu forte inibicdo na presenca de ions metalicos
bivalentes e ndo requereu nenhum cofator. Ja para a isoforma CMC 2, houve
aumento na presenca do fon bivalente Mn?* que, provavelmente, atuou como um
cofator. Acredita-se que o menor teor de carboidratos presentes na xilanase biogel 2
tenha sido um dos fatores responsaveis pela maior perda de atividade frente a todos
0s compostos testados, ja na CMC 2 os carboidratos presentes na molécula podem
ter impedido a combinacdo dos compostos testados com o sitio ativo ou outras
estruturas da enzima essenciais a sua atividade.

A adicdo de p-mercaptoetanol também resultou na estimulagdo da
xilanase CMC 2, indicativo de uma provavel relacdo entre a forma reduzida dos
residuos de cisteina e o aumento da atividade da enzima. Resultados semelhantes
também foram observados para outras xilanases purificadas a partir de Bacillus sp
(BATAILLON et al., 2000) ou de A. phoenicis (SANDRIM et al., 2005).

J4 o0 aumento de atividade verificado na presenca do aminoacido cisteina

ocorreu, provavelmente, porque este composto tem carater hidrofobico e poderia
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interagir com outros residuos que apresentam a mesma caracteristica presente na
molécula CMC2. Inclusive, no pequeno fragmento sequenciado de CMC 2, observou-
se a presenca de aminoacidos hidrofébicos (isoleucina e valina), os quais,
provavelmente interagiram com a cisteina adicionada ao meio reacional, conferindo a
CMC 2 uma conformagdo mais favordvel ao encaixe com o substrato. Uma
observacdo que indica a veracidade desta hipotese, € o fato de CMC 2 (mais rica em
aminoacidos hidrofobicos que biogel 2) ter tido sua atividade aumentada na presenca
de cisteina, enquanto a isoforma biogel 2 ndo sofreu ativacdo por este aminoéacido.
Analisando sua sequéncia, trata-se de uma molécula realmente menos hidrofébica
que CMC 2.

Estudos de dicroismo circular confirmaram se tratar de duas xilanases e 0
perfil dessas andlises indicam que a enzima CMC 2 apresentou uma estrutura rica em
cadeias B-folha como deve ser uma xilanase (MATSUO et al., 2005). J& o perfil das
andlises da xilanase biogel 2 indicou tratar-se de uma proteina mista, contendo
estruturas em B-folha e a-hélice. Xilanases, cuja estrutura secundaria, € constituida
por uma mistura de estruturas B-folha/o-hélice j& foram descritas na literatura e,
segundo COLLINS et al. (2005) fazem parte das familias 8 ou 127.

As andlises de sequenciamento de aminoacidos mostraram haver
identidade entre a sequéncia da xilanase biogel 2 e xilanases de outros organismos
como Bacillus subtilis. JA& a xilanase CMC 2 apresentou identidade apenas com
proteinas hipotéticas.

Nao resta duvida que a xilanase CMC 2, assim como a isoforma biogel 2,
constituem duas isoformas de xilanase devido a todas as caracteristicas apresentadas

neste estudo, além de terem hidrolisado apenas o substrato xilana (dados nao
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mostrados). Sua ndo identidade com outras xilanases pode indicar que CMC 2
constitui numa nova familia de xilanases ou, ainda, que essas proteinas hipotéticas

com as quais houve identidade, correspondem a xilanases.



VI. Conclusoes
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» Para este estudo foram selecionados os fungos Aspergillus fumigatus e
Aspergillus niveus;

= Os meios de cultivo padronizados para a producdo xilanolitica foram
Menos onerosos, uma vez que sdo minimos e ainda se podem utilizar residuos
agroindustriais como fonte de carbono;

» As condicdes de temperatura e pH de reacdo, além das estabilidades
quimica e térmica, favoreceram a aplicacdo pratica dessas proteinas;

= Para as ligninases (lacase, Mn-P e Li-P), as condi¢bes de -cultivo
também foram consideradas pouco onerosas;

» As condi¢cdes de temperatura e pH de reacdo, além das estabilidades
quimica e térmica, também favoreceram a aplicacdo pratica dessas proteinas;

= No biobranqueamento com a xilanase se A. niveus e de A. fumigatus,
com as ligninases de A. niveus ou com o mix de xilanases/ligninases de A. niveus
registraram-se significativa redugdo do namero kappa, aumento da alvura e pouca
ou nenhuma reducédo na viscosidade;

» Nos testes com racdes, a enzima apresentou bom desempenho e
estabilidade, tanto /n vitro como /n vivo, além de n&do possuir nenhum efeito
citotoxico;

» A. niveus produziu mdultiplas xilanases, das quais duas foram
purificadas;

= Apés purificagdo, ocorreu pouca ou nenhuma alteracdo nha
temperatura e pH de reacdo bem como nas estabilidades térmica e quimica das
isoformas que ainda podem ser estabilizadas por trealose, sorbitol e glicerol;

» As isoformas realmente constituem em xilanases uma vez que ambas

(CMC 2 e biogel 2) hidrolisaram a xilana formando xilooligossacarideos,
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apresentaram cadeias 3-folha em sua estrutura e identidade com xilanases de outros

microrganismos.
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ANEXO A. Fator de correcdo para um consumo de 50%

potassio (FP).

de permanganato de

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9
1 0,89710,8973|0,8975|0,8977|0,8979 | 0,8982 | 0,8984 | 0,8986 | 0,8988 | 0,8990
2 0,8992 | 0,8994 | 0,8996 | 0,8998 | 0,9000 | 0,9003 | 0,9005 | 0,9007 | 0,9009 | 0,9011
3 0,9013|0,9015|0,9017 | 0,9019 | 0,9021 | 0,9024 | 0,9026 | 0,9028 | 0,9030 | 0,9032
4 0,9034 | 0,9036 | 0,9038 | 0,9040 | 0,9042 | 0,9045 | 0,9047 | 0,9049 | 0,9051 | 0,9053
5 0,9055 | 0,9057 | 0,9059 | 0,9061 | 0,9063 | 0,9066 | 0,9068 | 0,9070 | 0,9072 | 0,9074
6 0,9076 | 0,9078 | 0,9080 | 0,9082 | 0,9084 | 0,9087 | 0,9089 | 0,9091 | 0,9093 | 0,9095
7 0,9097 | 0,9099 | 0,9101 | 0,9103 | 0,9105 | 0,9108 | 0,9110| 0,9112 | 0,9114 | 0,9116
8 0,9118|0,9120|0,9122 | 0,9124 | 0,9126 | 0,9129 | 0,9131 | 0,9133 | 0,9135 | 0,9137
9 0,9139]0,9141 | 0,9143 | 0,9145 | 0,9147 | 0,9150 | 0,9152 | 0,9154 | 0,9156 | 0,9158
10 |0,91600,9162 | 0,9164 | 0,9166 | 0,9168 | 0,9171/0,9173|0,9175|0,9177 | 0,9179
11 /0,9181)0,9183|0,9185)|0,91870,9189|0,9192 10,9194 |0,9196 | 0,9198 | 0,9200
12 10,9202 0,9204 | 0,9206 | 0,9208 | 0,9210 | 0,9213|0,9215|0,9217 | 0,9219 | 0,9221
13 10,9223 |0,9225|0,9227 | 0,9229 | 0,9231 | 0,9234 | 0,9236 | 0,9238 | 0,9240 | 0,9242
14 10,9244 10,9246 0,9248 | 0,9250 | 0,9252 | 0,9255 | 0,9257 | 0,9259 | 0,9261 | 0,9263
15 10,9265 )|0,9267 | 0,9269 | 0,9271|0,9273|0,9276 | 0,9278 | 0,9280 | 0,9282 | 0,9284
16 |0,9286 | 0,9288 | 0,9290 | 0,9292 | 0,9294 | 0,9297 | 0,9299 | 0,9301 | 0,9303 | 0,9305
17 10,9307 )0,93090,9311|0,9313|0,9315|0,9318 | 0,9320 | 0,9322 | 0,9324 | 0,9326
18 10,9328 |0,9330 |0,9332 | 0,9334 | 0,9336 | 0,9339 | 0,9341 | 0,9343 | 0,9345 | 0,9347
19 10,9349|0,9351 | 0,9353 | 0,9355 | 0,9357 | 0,9360 | 0,9362 | 0,9364 | 0,9366 | 0,9368
20 /0,9370|0,9372|0,9374|0,9376 | 0,9378 | 0,9381 | 0,9383 | 0,9385 | 0,9387 | 0,9389
21 10,9391 0,9393|0,9395|0,9397 | 0,9399 | 0,9402 | 0,9404 | 0,9406 | 0,9408 | 0,9410
22 10,94120,9414 | 0,9416 | 0,9418 | 0,9420 | 0,9423 | 0,9425 | 0,9427 | 0,9429 | 0,9431
23 10,9433 |0,9435|0,9437 10,9439 | 0,9441 | 0,9444 | 0,9446 | 0,9448 | 0,9450 | 0,9452
24 10,9454 |0,9456 | 0,9458 | 0,9460 | 0,9462 | 0,9465 | 0,9467 | 0,9469 | 0,9471 | 0,9473
25 10,9475|0,9477 10,9479 |0,9481 | 0,9483 | 0,9486 | 0,9488 | 0,9490 | 0,9492 | 0,9494
26 | 0,9496 | 0,9498 | 0,9500 | 0,9502 | 0,9504 | 0,9507 | 0,9509 | 0,9511 | 0,9513 | 0,9515
27 10,95170,95190,9521|0,9523 | 0,9525 | 0,9528 | 0,9530 | 0,9532 | 0,9534 | 0,9536
28 10,9538 |0,9540 | 0,9542 | 0,9544 | 0,9546 | 0,9549 | 0,9551 | 0,9553 | 0,9555 | 0,9557
29 10,9559 0,9561 | 0,9563 | 0,9565 | 0,9567 | 0,9570| 0,9572 | 0,9574 | 0,9576 | 0,9578
30 |0,95800,9582|0,9584 | 0,9586 | 0,9588 | 0,9591 | 0,9593 | 0,9595 | 0,9597 | 0,9599
31 |0,9601 | 0,9603 | 0,9605 | 0,9607 | 0,9609 | 0,9612 | 0,9614 | 0,9616 | 0,9618 | 0,9620
32 10,9622 |0,9624 | 0,9626 | 0,9628 | 0,9630 | 0,9633 | 0,9635 | 0,9637 | 0,9639 | 0,9641
33 10,9643 |0,9645 | 0,9647 | 0,9649 | 0,9651 | 0,9654 | 0,9656 | 0,9658 | 0,9660 | 0,9662
34 10,9664 | 0,9666 | 0,9668 | 0,9670 | 0,9672 | 0,9675|0,9677 | 0,9679 | 0,9681 | 0,9683
35 10,9685 0,9687 | 0,9689 | 0,9691 | 0,9693 | 0,9696 | 0,9698 | 0,9700 | 0,9702 | 0,9704
36 |0,97060,9708 | 0,9710 | 0,9712 10,9714 | 0,9717 10,9719 | 0,9721 | 0,9723 | 0,9725
37 10,97270,97290,9731|0,9733|0,9735|0,9738 | 0,9740 | 0,9742 | 0,9744 | 0,9746
38 10,9748 |0,9750|0,9752 | 0,9754 | 0,9756 | 0,9759 | 0,9761 | 0,9763 | 0,9765 | 0,9767
39 ]0,97690,9771|0,9773|0,9775]0,9777|0,9780 | 0,9782 | 0,9784 | 0,9786 | 0,9788
40 ]0,9790|0,9792 10,9794 0,9796 | 0,9798 | 0,9801 | 0,9803 | 0,9805 | 0,9807 | 0,9809
41 10,9811 0,9813 | 0,9815|0,98170,9819 | 0,9822 | 0,9824 | 0,9826 | 0,9828 | 0,9830
42 10,9832 |0,9834 | 0,9836 | 0,9838 | 0,9840 | 0,9843 | 0,9845 | 0,9847 | 0,9849 | 0,9851
43 10,9853 ]0,9855|0,9857|0,9859 | 0,9861 | 0,9864 | 0,9866 | 0,9868 | 0,9870 | 0,9872
44 10,9874 |0,9876 | 0,9878 | 0,9880 | 0,9882 | 0,9885 | 0,9887 | 0,9889 | 0,9891 | 0,9893
45 10,9895]0,9897|0,9899 | 0,9901 | 0,9903 | 0,9906 | 0,9908 | 0,9910 | 0,9912 | 0,9914
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46 ]0,9916 |0,9918 | 0,9920 | 0,9922 | 0,9924 | 0,9927 | 0,9929 | 0,9931 | 0,9933 | 0,9935
47 10,9937]0,9939]0,9941 | 0,9943 | 0,9945 | 0,9948 | 0,9950 | 0,9952 | 0,9954 | 0,9956
48 10,9958 0,9960 | 0,9962 | 0,9964 | 0,9966 | 0,9969 | 0,9971 | 0,9973 | 0,9975 | 0,9977
49 10,99790,9981 | 0,9983 | 0,9985 | 0,9987 | 0,9990 | 0,9992 | 0,9994 | 0,9996 | 0,9998
50 |1,0000]1,0002]1,0004|1,00061,0008|1,0011|1,0013|1,0015|1,0017|1,0019
51 [1,0021 |1,0023 |1,0025 | 1,0027 | 1,0029 | 1,0032 | 1,0034 | 1,0036 | 1,0038 | 1,0040
52 [1,00421,0044 |1,0046 |1,0048 |1,0050 | 1,0053 |1,0055 |1,0057 |1,0059 |1,0061
53 11,0063|1,0065 |1,0067|1,00691,0071|1,0074|1,0076|1,0078|1,00801,0082
54 |1,0084 |1,0086 | 1,0088 | 1,0090 | 1,0092 | 1,0095 | 1,0097 | 1,0099 | 1,0101 | 1,0103
55 11,0105(1,0107|1,0109|1,0111 /1,0113|1,0116|1,0118|1,0120|1,0122|1,0124
56 11,0126(1,0128|1,0130/1,0132/1,0134]1,0137(1,0139|1,0141|1,0143|1,0145
57 11,0147|1,0149|1,0151|1,0153|1,0155|1,0158|1,0160|1,0162 |1,0164 | 1,0166
58 11,0168(1,0170|1,0172|1,0174/1,0176]1,0179|1,0181|1,0183|1,0185|1,0187
59 11,0189(1,0191|1,0193|1,0195|1,0197|1,02001,0202 | 1,0204 | 1,0206 | 1,0208
60 |1,0210(1,0212|1,0214|1,0216|1,0218|1,0221|1,0223|1,0225 |1,0227 |1,0229
61 ]1,0231(1,0233]1,02351,0237|1,0239]1,0242|1,0244 11,0246 |1,0248 |1,0250
62 [1,02521,0254 |1,0256 |1,0258 | 1,0260 | 1,0263 | 1,0265 | 1,0267 | 1,0269 | 1,0271
63 |1,0273[1,0275|1,0277|1,02791,0281|1,0284 |1,0286 | 1,0288 | 1,0290 | 1,0292
64 11,0294|1,0296|1,0298 |1,03001,0302|1,0305|1,0307|1,03091,0311|1,0313
65 11,0315(1,0317|1,0319|1,0321|1,0323|1,0326|1,0328|1,0330 |1,0332|1,0334
66 |1,0336|1,0338|1,0340|1,0342|1,0344 |1,0347 |1,0349 |1,0351 | 1,0353 | 1,0355
67 11,0357(1,0359|1,0361|1,0363|1,0365|1,0368|1,0370|1,0372|1,0374|1,0376
68 |1,0378(1,0380|1,0382|1,0384|1,0386|1,0389|1,0391|1,0393|1,03951,0397
69 11,0399(1,0401|1,0403|1,0405|1,0407]1,0410|1,0412|1,04141,0416|1,0418
70 11,0420(1,0422|1,0424|1,0426|1,0428|1,0431|1,0433|1,0435|1,0437|1,0439
71 11,0441[1,0443]1,0445|1,044711,0449]1,0452|1,0454 11,0456 |1,0458 |1,0460
72 11,0462|1,0464 |1,0466 |1,0468 | 1,0470|1,0473|1,0475|1,0477|1,0479|1,0481
73 11,0483[1,0485|1,0487|1,0489|1,0491|1,0494|1,0496 |1,0498 |1,0500 | 1,0502
74 11,0504|1,0506|1,0508|1,05101,0512|1,0515|1,0517]1,0519 |1,0521 |1,0523
75 11,0525(1,0527|1,0529 |1,0531 |1,0533|1,0536|1,0538|1,0540 |1,0542 |1,0544
76 |1,0546|1,0548|1,0550|1,0552|1,0554 |1,0557|1,0559 |1,0561 |1,0563 |1,0565
77 11,0567(1,0569|1,0571|1,0573|1,0575|1,0578|1,0580 |1,0582 |1,0584 | 1,0586
78 11,0588(1,0590|1,0592|1,0594|1,0596]1,0599|1,0601 |1,0603|1,0605 | 1,0607
79 11,0609(1,0611|1,0613|1,0615|1,0617|1,0620|1,0622|1,0624 |1,0626 |1,0628
80 |1,0630(1,0632|1,0634 |1,0636|1,0638|1,0641|1,0643|1,0645|1,0647|1,0649
81 |1,0651 |1,0653 |1,0655 |1,0657 | 1,0659 | 1,0662 | 1,0664 | 1,0666 | 1,0668 | 1,0670
82 11,0672[1,0674|1,0676|1,0678|1,0680|1,0683|1,0685 |1,0687 |1,0689 | 1,0691
83 11,0693[1,0695]|1,0697|1,0699|1,0701]1,0704|1,0706|1,0708|1,0710|1,0712
84 11,0714|1,0716|1,0718|1,07201,0722|1,0725|1,0727]1,0729|1,0731|1,0733
85 11,0735[1,0737]1,0739|1,0741|1,0743|1,0746|1,0748|1,0750 |1,0752|1,0754
86 |1,0756[1,0758]1,0760|1,0762|1,0764|1,0767|1,0769|1,07711,0773|1,0775
87 11,0777(1,0779|1,0781|1,0783|1,0785|1,0788|1,0790|1,0792|1,0794 |1,0796
88 [1,07981,0800 | 1,0802 | 1,0804 | 1,0806 | 1,0809 | 1,0811 | 1,0813 | 1,0815 | 1,0817
89 11,0819(1,0821|1,0823|1,0825|1,0827|1,0830|1,0832|1,0834 |1,0836 |1,0838
90 11,0840|1,0842]1,0844|1,0846)1,0848|1,0851|1,0853|1,0855 |1,0857|1,0859

Exemplo: Corre¢éo de um valor P obtido, sendo P = (Vb — Va).2, onde Vb = 49,2

mL e Va = 30,9 mL, entdo P = 36,6. Pela tabela FP = 0,9719.
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ANEXO B. Fator de correcdo da temperatura para determinacdo do numero kappa.

T © C | Fator T © C | Fator
10 |1,1950 20 [1,0650
10,5 (1,1885 20,5 |1,0585
11 |1,1820 21 |1,0520
11,5 (1,1755 21,5 |1,0455
12 |1,1690 22 11,0390
12,5 (1,1625 22,5 11,0325
13 |1,1560 23 11,0260
13,5 |1,1495 23,5 11,0195
14 11,1430 24 11,0130
14,5 |1,1365 24,5 |1,0065
15 |1,3000 25 11,0000
15,5 |1,1235 25,5 10,9935
16 |1,1170 26 10,9870
16,5 |1,1170 26,5 10,9740
17 |1,1040 27 10,9740
17,5 |1,0975 27,5 10,9675
18 |1,0910 28 10,9610
18,5 [1,0845 28,5 10,9545
19 |1,0780 29 10,9480
19,5 (1,0715 29,5 /10,9415

30 [0,9350
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Abstract The ability of xylanolytic enzymes produced by
Aspergillus fumigatus RP04 and Aspergillus niveus RP0S
to promote the biobleaching of cellulose pulp was investi-
gated. Both fungi grew for 4-5 days in liquid medium at
40°C, under static conditions. Xylanase production was
tested using different carbon sources, including some types
of xylans. A. fumigatus produced high levels of xylanase on
agricultural residues (corncob or wheat bran), whereas A.
niveus produced more xylanase on birchwood xylan. The
optimum temperature of the xylanases from A. fumigatus
and A. niveus was around 60-70°C. The enzymes were sta-
ble for 30 min at 60°C, maintaining 95-98% of the initial
activity. After 1 h at this temperature, the xylanase from A.
niveus still retained 85% of initial activity, while the xylan-
ase from A. fumigatus was only 40% active. The pH opti-
mum of the xylanases was acidic (4.5-5.5). The pH
stability for the xylanase from A. fumigatus was higher at
pH 6.0-8.0, while the enzyme from A. niveus was more sta-
ble at pH 4.5-6.5. Crude enzymatic extracts were used to
clarify cellulose pulp and the best result was obtained with
the A. niveus preparation, showing kappa efficiency around
39.6% as compared to only 11.7% for that of A. fumigatus.
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Introduction

In the last decades, an increasing number of studies
aimed to develop environmentally clean and non-toxic
methods for industrial processes. For instance, an enzy-
matic step in the process of cellulose pulp bleaching
would contribute to reduce the use of chlorine-containing
reagents. According to Valcheva [1], the utilization of
enzymes, particularly xylanases, results in an easier
bleaching in subsequent stages and a better pulp bright-
ness. Endo-1,4-f-xylanase (1,4-$-D-xylan xylanohydro-
lase; EC 3.2.1.8) catalyzes the hydrolysis of glycosidic
bonds in the xylan backbone, reducing the degree of
polymerization of the substrate [2]. This improves the
access of bleaching reagents into the cellulose fibers
facilitating the elimination of lignin in subsequent alka-
line extraction [3].

The industrial application of xylanases takes place
mainly in Scandinavia, North America and China [1, 3]. In
the last decades, an increased number of studies were
devoted to the biobleaching of cellulose pulp [1-9]. In
order to induce xylanase synthesis from microbial sources,
agricultural residues, such as rye flakes, wheat bran, oat
flakes, corn flakes, crushed corncob, rice straw, sugar cane
bagasse and others can be used [4, 8]. The use of agricul-
tural residues as alternative carbon sources reduces the pro-
duction costs and the price of the final product. Among the
filamentous fungi employed to produce xylanase, the
Aspergillus genus is one of the most explored. For example,
production of xylanase and assays of biobleaching of cellu-
lose pulp have been reported for Aspergillus caespitosus
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[8], A. nidulans and A. awamori [4], A. niger An76 and
A. aculeatus [2].

The aim of the present study was to describe xylanases
from two fungi isolated from Brazilian soil, which were
identified as Aspergillus fumigatus and Aspergillus niveus,
and to test the adequacy of these enzymes for cellulose pulp
biobleaching. These fungi produced high levels of xylan-
ases [10] with special characteristics, such as high stability
and high optimum temperature, in comparison to others
reported in the literature [11-13].

Materials and methods
Organisms and culture conditions

The Aspergillus strains were isolated from soil and decom-
posing leaves from a reforestation area of the Campus of
Sdo Paulo University at Ribeirdo Preto, SP, Brazil. These
strains were identified as A. fumigatus RP04 and A. niveus
RPO5, and are deposited at the Pernambuco Federal Univer-
sity, PE, Brazil. Stock cultures of both strains were propa-
gated at 35°C on slants of solid oatmeal medium [14]. Both
microorganisms were grown in different liquid media, such
as SR [15], CP [16], Khanna [17], Czapeck [18], Vogel
[19] and M-5 [20], inoculated with 4 x 10° spores/ml (final
concentration) in 25 ml of medium. Most cultures were
supplemented with 1% birchwood xylan, but other carbon
sources were also tested. Cultivation was either static or
agitated at 100 rpm; the incubation temperatures and times
varied according with the experiment.

Extraction of xylanases and protein determination

Mycelia were harvested by filtration, rinsed with distilled
water, blotted on filter paper and stored at —15°C until use.
The mycelial mass was homogenized by grinding in a mor-
tar with glass beads at 4°C. After addition of 10 ml of
100 mM Mcllvaine buffer (citrate-phosphate buffer) [21]
pH 5.0-5.5 for A. fumigatus or 4.0-4.5 for A. niveus, cell
disruption was continued and the slurry was centrifuged at
12,100g, 15 min. The supernatant was used to estimate
growth as total protein, according to Lowry etal. [22],
using bovine serum albumin as standard.

Enzymatic assays

Xylanase activity was determined in the crude filtrate by
measuring the reducing groups released from birchwood
xylan [23]. The reaction mixture consisted of 200 pl of
1% (w/v) xylan in Mcllvaine buffer at the ideal pH for
each enzyme, and 200 pl of enzymatic extract appropri-
ately diluted. The reaction mixture was incubated at 70°C

@ Springer

for the extract of A. fumigatus and 65°C for that of A. niv-
eus. One unit was defined as the amount of enzyme that
releases 1 pmol of reducing sugar per minute determined
according to Miller [23]. Total activity (total U) was defi-
ned as units/ml multiplied by the total sample volume.
Identical conditions of assay were employed for cellulase,
amylase and pectinase determination, using as substrate
1% (w/v) carboxymethyl-cellulose, avicel or filter paper
for cellulase, polygalacturonic acid for polygalacturonase
and starch for amylase activities. The assay temperature
was 60°C for these other enzymes. One unit was defined
as the amount of enzyme that releases 1 pmol of reducing
sugar per minute, using monogalacturonic acid as stan-
dard for polygalacturonase, or glucose for cellulase and
amylase.

Effects of temperature and pH

The effect of temperature on xylanase activity was analyzed
using crude filtrate from A. fumigatus and A. niveus cul-
tures. The assays were performed in Mcllvaine buffer at the
ideal pH for each enzyme, incubated at 25-80°C, with
intervals of 5°C. The effect of pH was assayed using the
same buffer in the pH range 2.5-8.0, at the ideal tempera-
ture for each enzyme. Thermal inactivation was analyzed
with enzymes incubated at 70°C for 1 h and the assays were
performed at the optima of temperature and pH for each
enzyme. At different time intervals, aliquots were with-
drawn and residual activities were measured as described
above. The pH stability was analyzed incubating the
enzymes at 25°C with Mcllvaine buffer in different pH val-
ues (range 2.5-8.0) for 1 h, and after that the assays were
carried out at the optima of temperature and pH for each
enzyme.

Biobleaching

The amount of enzyme used for this treatment was 10 U/g
of dried cellulose pulp extracted from Eucalyptus grandis.
All calculations and procedures were carried out accord-
ing to TAPPI, Atlanta GA [24] methodology. The volume
of enzyme or distilled water added corresponded to 10%
(dry weight) of the pulp mixture. The samples were incu-
bated in polyethylene bags at the adequate temperature
for 1h, after that the cellulose pulp was filtered on a
Biichner funnel, rinsed with 200 ml of distilled water and
used for determination of kappa, viscosity and brightness
parameters.

Reproducibility of results

All results are the mean of at least three independent exper-
iments.
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Results and discussion
Optimization of xylanase production

In order to find the best culture conditions, both Aspergilli
were grown on six different liquid media. The best enzy-
matic yields were obtained in Vogel or Czapeck media for
A. fumigatus RP04 and A. niveus RPO5, respectively,
(Table 1).

The time-course of growth and xylanase production for
A. fumigatus and A. niveus was followed in Vogel and Cza-
peck media, respectively, supplemented with 1% birch-
wood xylan, for 196 h. A. fumigatus grew along all the
experimental time (Fig. la), reaching the maximum of
xylanase production at 96 h (Fig. Ic). By the end of the
experiment, a decrease in xylanase activity was observed,
probably due to inhibition of the enzyme by end products.
For A. niveus, the peak of growth was observed at 72 h
(Fig. 1a), but the maximal enzyme production occurred at
120 h, suggesting partial autolysis of the mycelium at the
end of cultivation. Comparing xylanase production (total
units) of both fungi (Fig. 1a, c) it can be seen that A. fumig-
atus produced 2.1-fold more xylanase than A. niveus, but in
contrast, due to lesser growth, the specific activity (U/mg
protein) of A. niveus xylanase was 25.5-fold higher than
that of A. fumigatus. The time required for production of
xylanase for A. fumigatus was 96 h and it is in agreement
with that reported for A. awamori and A. oryzae [4]. A.
tamarii required 120 h, similar to A. niveus RP0O5 [4].

An interesting effect of temperature was observed (Fig. 1
b, d). Despite of the maximal xylanase levels being attained
with incubation at 40°C (Fig. 1d), the optimum temperature
for growth was distinct, being 40°C for A. fumigatus and
30°C for A. niveus (Fig. 1b). This result suggested a ther-
motolerant character for A. fumigatus, as previously
reported for A. phoenicis [2, 6] and A. caespitosus [8]. For

other Aspergillus species, such as A. awamori, A. niger, A.
nidulans, A. oryzae and A. tamari, the best xylanase pro-
duction occurs when the fungi are grown at lower tempera-
tures [4].

Still aiming to improve xylanase production, cultures
from both fungi were carried out under the optimized con-
ditions, with agitation (100 rpm), or under static conditions.
For both strains, the best growth was obtained with agitated
cultures (Fig. 2a), but in contrast, static conditions (Fig. 2b)
improved xylanase production and the enzyme levels were
2.3-fold higher for A. fumigatus and 1.46-fold for A. niveus,
as compared to agitated cultures.

Aspergillus fumigatus produced approximately 3—4-fold
more xylanase than A. niveus (Fig. 1c). Comparing with the
literature, A. fumigatus produced 16-55% more xylanase
than other fungi, such as A. caespitosus [8], A. nidulans and
A. awamori [2, 4], while A. niveus produced 25 and 39%
more xylanase than A. awamori and A. nidulans, respec-
tively [2, 4], and 64% more xylanase in comparison with
other strains of A. niveus used for prebleaching tests [13]. It
is important to emphasize that the best enzymatic produc-
tion under static conditions may lower the production cost.

Effect of alternative carbon sources on xylanase production

Aspergillus fumigatus RP04 and A. niveus RP0OS5 were cul-
tured in the optimized media, supplemented with different
carbon sources (Table 2). A. fumigatus produced 5.0-6.0%
more xylanase on powdered corncob, wheat bran and
crushed corncob as compared to birchwood xylan. Rice
straw and rye flakes were as favorable to production of
xylanase as was birchwood xylan, and could be good alter-
native carbon sources. Xylanase from A. niveus was pro-
duced preferentially on wheat bran and powdered corncob,
but birchwood xylan, xylose, E. grandis xylan and oat spelt
xylan also were good substrates for the production of this

Table 1 Production xylanase

K K Fungus Culture Protein Activit Activit
2);;@:’1; fl’}ilsllrl:;}f; Tliiaéiug;zgt ¢ medium (total mg) (total [}]) (U/mg );l)rotein)
culture media Aspergillus fumigatus SR 3.9 (+03) 140.7 (£ 0.1) 36.1 (+0.2)
CP 22(£0.1) 62.0 (£ 0.3) 28.2 (£ 0.12)
Khanna 2.7(£0.2) 116.3 (£ 0.1) 43.1 (£ 0.1)
Czapeck 3.6 (£0.12) 93.0 (£ 0.1) 25.8 (£ 0.1)
Vogel 32(£0.3) 348.0 (£ 0.1) 108.7 (£ 0.13)
M-5 1.3(£0.1) 46.5 (£ 0.24) 35.7 (£ 0.18)
Aspergillus niveus SR 1.5(£0.2) 24.6 (£ 0.17) 16.4 (£0.1)
CP 1.4 (£0.1) 20.8 (£ 0.3) 14.8 (£ 0.3)
Khanna 1.4 (£0.1) 28.7 (£ 0.1) 20.5 (£ 0.1)
A fumigatus and A. niveus were Czapeck 2.5(x0.15) 100.0 (£ 0.2) 40.0 (£ 0.1)
grown under static cor}ditions, at Vogel 1.4 (£0.1) 26.8 (& 0.1) 19.2 (4 0.4)
40°C for 96 h, according to M-5 13 (4 0.32) 11.8 (4 0.1) 9.1 (+ 0.24)

Sect. “Materials and methods”
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Fig. 1 Time-course and culture 10

temperature from Aspergillus fu-
migatus and Aspergillus niveus
for xylanase production. Total 84
protein (a, b) and total activity
(¢, d) during different cultivation
periods at 40°C (a, ¢) and on
different temperatures during

96 h for A. fumigatus or 120 h
for A. niveus (b, d). Microorgan-
isms were cultivated in Czapeck
(A. niveus) or Vogel (A. fumiga-
tus) media supplemented with
1% birchwood xylan. Symbols:
Filled circle with dash, Aspergil-

protein (total mg)

5 L

lus fumigatus; Empty circle with

dash, Aspergillus niveus 400

300

200

activity (total U)

100 |-

0 1 1 1 1 1 1

60 80 100

120 140 160
cultivation time (h)

180 200 25 30 35 40 45
cultivation temperature (°C)

Fig. 2 Influence of aeration in 10
the cultivation of Aspergillus fu-
migatus and Aspergillus niveus
for xylanase production. Total
protein (a) and total activity (b)
under agitation (100 rpm) or on
static conditions. Microorgan-
isms were cultivated in Czapeck
(A. niveus) or Vogel (A. fumiga-
tus) media supplemented with
1% birchwood xylan. White col-
umn Aspergillus fumigatus, gray
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column Aspergillus niveus agitation

enzyme. The possibility of using agricultural residues to
produce enzymes may lower the production costs resulting
in a cheaper product [25]. But it is known that agro-indus-
trial residues are complex and when they are used as carbon
source may induce the fungi to produce other enzymes in
the crude extract. Because of that, it was decided to use
xylan as the only carbon source to continue this study. In
order to assure that cellulase activities were absent, we
assayed the activity of the crude extract with three different
substrates (carboxymethyl-cellulose, avicel or filter paper)
as described in Sect. “Materials and methods”, and no
activity was detected. Other enzyme activities, such as

@ Springer
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amylase and pectinase were found in diminished levels,
suggesting constitutive activities for both fungi.

Characterization of xylanase activity in the crude extract

It is important for practical applications that industrial
enzymes display some adequate properties, such as resis-
tance to temperature and pH. The temperature optimum for
A. fumigatus and A. niveus was 70 and 60-65°C, respec-
tively (Fig. 3a). The temperature optimum observed for A.
fumigatus was the same as that of the thermophilic fungus
Thermomyces lanuginosus [26], but it was different of those
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Table 2 Effect of the carbon source on the production of xylanase by

A. fumigatus and A. niveus

Carbon Source

Activity (total U)

A. fumigatus A. niveus
Without addition 28.9 (£ 0.2) 6.9 (£ 0.12)
Glucose 78.9 (£ 0. 14) 439 (£0.11)
Xylose 161.4 (£ 0.13) 99.5 (£ 0.13)
Xylan (birchwood) 347.0 (£ 0.11) 100.3 (£ 0.12)
Xylan (oat spelt) 2232 (£ 0.1) 93.5(£0.2)
Xylan (Eucalyptus grandis) 136.8 (£ 0.2) 97.8 (£ 0.1)
p-Methylxyloside 155.3 (£ 0.21) 9.2(£0.1)
Arabinose 60.3 (£ 0.3) 64.8 (£ 0.1)
Avicel microcrystalline 44.7 (£ 0.14) 0.0 (£0.3)
cellulose
Cellobiose 17.2 (£ 0.17) 6.9 (£0.2)
Xylitol 91.2(£0.1) 254 (£ 0.12)
Rye flakes 343.1 (£ 0.16) 60.2 (£ 0.11)
Wheat bran 368.8 (£ 0.19) 1143 (£ 0.11)
Oat flakes 103.8 (£ 0.3) 37.1(£0.2)
Barley flakes 121.7 (£ 0.14) 69.4 (£ 0.3)
Soy flakes 170.5 (£ 0.2) 37.1(£0.11)
Corn flakes 142.8 (£ 0.3) 11.6 (£ 0.12)
Crushed corncob 366.8 (£ 0.2) 55.6 (£ 0.13)
Powdered corncob 371.1 (£ 0.17) 111.8 (£ 0.12)
Rice straw 349.1 (£ 0.19) 32.4(£0.14)
Sugar cane bagasse 164.1 (£ 0.15) 20.8 (£ 0.1)

A fumigatus and A. niveus were grown on Vogel (96 h) and Czapeck
(120 h) liquid media, respectively, at 40°C under static conditions, in
according to Sect. “Materials and methods”

reported for most Aspergilli [2, 6, 8], including other strains
of A. fumigatus [12]. A. niveus exhibited an optimum tem-
perature similar to those of A. fischeri, A. kawachii, A. ory-
zae, A. sojae and A. sydowii [2, 5].

For A. fumigatus the pH optimum was 5.0-5.5 and for A.
niveus, 4.5-5.0 (Fig. 3b). In comparison with other fungi,
these values of pH optimum are close to those of A. niger,
A. fischeri, A. sojae and A. nidulans [2, 5], and to one of the
xylanases (xyl II) produced by A. caespitosus [8]. Others
fungal xylanases are alkalophilic, as those from Thermomy-
ces lanuginosus [26], A. nidulans KK-99, A. terreus [2],
and one of the xylanases (xyl I) from A. caespitosus [8].

Even though A. fumigatus produced approximately 3—4-
fold more xylanase than A. niveus, the thermostability of
both enzymes was similar at 60°C for 30 min. After this
period, the residual activity of A. fumigatus xylanase dimin-
ished considerably and, after 120 min the xylanase from A.
fumigatus retained only 10% of activity, although the
xylanase from A. niveus still maintained 30% of the initial
activity (Fig. 3c). Although the thermostability of the
xylanase from A. niveus was higher, the temperature opti-

mum of the xylanase from A. fumigatus was 70°C, while
the xylanase from A. niveus corresponded to 60-65°C
(Fig. 3a), suggesting that the substrate xylan may protect
the enzyme.

The stability of the xylanases at different pH was also
tested (Fig. 3d) and the results were different for both fungi.
A. fumigatus presented a xylanase more stable in pH from
6.0 to 8.0, while the xylanase from A. niveus was more sta-
ble from 4.5 to 6.0. A. oryzae [2], A. fischeri [2, 4] and
Termomyces lanuginosus [26] also presented a consider-
able stability on ranges of pH from 5.0 up to 8.0.

Assays of cellulose biobleaching using xylanase

The xylanases produced by A. fumigatus and A. niveus were
tested on cellulose pulp biobleaching. The amount of
enzyme was 10 U/g of dry pulp, for 1 h, at the temperature
optimum of each enzyme. To compare the efficiency of the
crude extracts from both fungi in biobleaching, the kappa
number was determined. Kappa number is an indication of
the lignin content or bleach ability of wood pulp. It esti-
mates the amount of chemicals required to obtain a pulp
with a given degree of brightness. Thus, it is expected to
lower the kappa number after the enzyme treatment. The
best result was obtained with the crude extract from A. niv-
eus (Table 3), that decreased 4.6 points the kappa number
in comparison with the control. When the cellulose pulp
was treated with xylanases from A. fumigatus, a decrease of
0.9 points was observed, corresponding to a kappa
efficiency of 39.6% for A. niveus and 11.7% for A. fumiga-
tus. Using xylanase from A. niveus, the brightness
improved 3.4 points, against 2 points using xylanase from
A. fumigatus. The viscosity decreased 9.2% when xylanase
from A. fumigatus was used, but the xylanase from A. niv-
eus promoted no decrease of viscosity, confirming that this
crude filtrate was free of cellulase. The presence of cellu-
lase in the xylanolytic extract may affect the cellulose pulp
properties, and is a constant preoccupation of the users [4,
7, 26]. Comparing these results to those obtained with other
microorganisms such as Termomyces lanuginosus [26] and
A. caespitosus (xyl I and II) [8], we observed that the kappa
number was reduced only 1.0, 0.2 (xyl I) or 1.5 (xyl II) and
1.1 points, respectively, comparing to their control after at
least 1 h of treatment using a quantity of xylanase equiva-
lent to 10 U/g of dry pulp. A reduction of 3.3 points in
kappa number (similar to our A. niveus strain) was
observed when xylanase from Arthrobacter sp. MTCC
5214 was used; but to reach this performance in the treat-
ment, it was necessary to double the amount of enzyme and
the time of treatment (20 U/g of dry pulp/2 h) and, unfortu-
nately, using Arthrobacter sp. MTCC 5214 xylanase a
decrease of 7.5% in the cellulose viscosity was observed
[27].
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Fig. 3 Effect of temperature (a) and pH (b) in the enzyme reaction;
thermostability (c¢) and pH stability (d) of the extracellular xylanases
produced by A. fumigatus and A. niveus. The microorganisms were
grown in Czapeck (A. niveus) or Vogel (A. fumigatus) supplemented
with 1% birchwood xylan and the reactions were carried out as: a
Xylanases activity were determined using Mcllvine buffer, pH 5.0, at
temperatures range from 25 to 80°C; b xylanases pH were determined
at 65°C for A. niveus or 70°C for A. fumigatus using Mcllvine buffer

2 3 4 5 6 7 8
pH

on different pHs (2.5-8.0); ¢ thermal stabilities were carried out incu-
bating both enzymes at 70°C and after the residual activities were
determined at 65°C, pH 4.5-5.0 for A. niveus or at 70°C pH 5.0-5.5 for
A. fumigatus; d pH stability were determined incubating both enzymes
at different pH (2.5-8.0) at 25°C, during 1 h and after the residual
activities were determined at 65°C, pH 4.5-5.0 for A. niveus or at 70°C
pH 5.0-5.5 for A. fumigatus. Symbols: Filled circle with dash, Asper-
gillus fumigatus; Empty circle with dash Aspergillus niveus

Table 3 Bleaching of cellulose pulp by xylanases produced by Aspergillus fumigatus and Aspergillus niveus

A. fumigatus A. niveus

Control Treated Control Treated
Kappa number 7.7(x£0.1) 6.8 (£0.12) 11.7 (£ 0.2) 7.1(£0.3)
Kappa efficiency (%) - 11.7 (£ 0.11) - 39.6 (£0.3)
Viscosity (cm?/g) 942 (£ 0.16) 855 (£ 0.14) 901 (£ 0.1) 901 (£ 0.2)
Brightness (ISO) 56.7 (£ 0.18) 58.7 (£ 0.17) 54.7 (£ 0.1) 58.1 (£0.1)

The microorganisms were grown on their respectively standardized conditions. The controls corresponded to untreated samples. Treatments were
carried out with extracellular xylanase (10 U/g of cellulose pulp), during 1 h at 70°C for A. fumigatus or 65°C for A. niveus

Aspergillus niveus provided a better result than
A. fumigatus, but the performance of the xylanase
obtained from the second strain was also interesting, and
should receive more attention. Even when A. fumigatus is
commonly described as a pathogenic fungus [28], it is still

@ Springer

used to produce enzymes such as xylanase [11], applied in
industry [12]. Other possibility is to carry on studies about
this interesting xylanase intending to insert and express
the gene in non-pathogenic yeasts, as it was done by Liu
et al. [29].
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Conclusions

In this work, A. niveus and A. fumigatus were described as
good xylanase producers, but A. niveus xylanase provided
the most promising characteristics to be industrially applied
in the cellulose pulp biobleaching, and should receive more
attention. This fungus should be studied more in order to
better understand A. niveus Xylanase synthesis system,
which may enlarge the number of enzymes available in the
market to be used in the paper industries.
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